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Résumé 

 7 

Modifications du protéome et variations de la composition en métabolites : sucres solubles, 

amidon, acides organiques et proline, au cours de l’acclimatation au froid associées à la 

tolérance au gel du pois. 

 

La relation entre l’acquisition de la tolérance au gel et les teneurs en sucres solubles, 

l’amidon, les acides organiques et la proline a été étudiée chez deux variétés de pois (3LVXP�
VDWLYXP L.) : Champagne, tolérant au gel et Térèse, sensible au gel. Le contenu en saccharose 

et raffinose dans l’appareil aérien et racinaire de Champagne augmente significativement en 

réponse à l’acclimatation au froid. Cependant chez les 59 lignées recombinantes, issues du 

croisement Champagne et Térèse cultivées en champ, il semble que l’accumulation des sucres 

solubles ne garantit pas l’acquisition de la tolérance au gel. L’analyse du profil d’expression 

des protéines de bourgeon, feuille, tige et racine de Champagne et Térèse au cours de 

l’acclimatation au froid, a permis de mettre en évidence l’expression spécifique de protéines 

de l’antenne collectrice de lumière et de la chaîne de transport d’électron de l’appareil 

photosynthétique et impliquées dans l’inhibition du stress oxydatif chez Champagne. 

 

 
Mots clés : acclimatation au froid - tolérance au gel – sucres solubles – protéome – 3LVXP�
VDWLYXP L. 
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Dans le règne végétal, la température fait partie des contraintes environnementales les 

plus importantes. Elle est responsable de la distribution et de la productivité des plantes. 

Certaines espèces, dont la majorité des Herbacées, possèdent un métabolisme capable de 

s’ adapter aux variations de la température, notamment aux situations les plus extrêmes, dans 

notre cas, le gel. La tolérance au gel de certaines plantes n’ est pas toujours un phénomène 

constitutif mais peut-être induit en réponse à une période de basses températures restant 

supérieures à 0°C.  

En effet, les plantes peuvent être divisées en trois catégories selon leur réponse au stress 

« froid » (Pearce, 1999) : 

− celles sensibles au froid : endommagées par des températures inférieures à 12°C, 

− celles tolérantes au froid mais sensibles au gel : capable de survivre à des températures 

inférieures à 12°C mais incapables de survivre en cas de gel, 

− celles tolérantes au froid et au gel : capables de survivre à des températures de gelée entre 

–7°C et –30°C si elles sont préalablement exposées à des basses températures supérieures au 

gel.  

Les plantes appartenant à la dernière catégorie vont mettre en place en réponse à des basses 

températures des mécanismes de réajustement du métabolisme et de protection leur 

permettant de survivre en cas de gel pendant une phase appelée « acclimatation au froid » 

Cette acclimatation au froid inclut deux fonctions majeures : le réajustement du métabolisme 

et de la fonction cellulaire de base aux contraintes biophysiques imposées par les basses 

températures, et l’ induction des mécanismes de tolérance au gel. La première fonction de 

l’ acclimatation au froid différencie les espèces sensibles au froid des espèces tolérantes au 

froid. La deuxième fonction discrimine parmi les espèces tolérantes au froid, les espèces 

sensibles au gel de celles qui sont tolérantes. Les deux fonctions sont nécessaires pour 

développer la tolérance au gel induite par des basses températures. 

L’ étude des mécanismes induits par l’ exposition à de basses températures a été 

réalisée au niveau moléculaire et a montré l’ expression différentielle de gènes. Les produits 

des gènes induits par le stress peuvent être classés dans trois groupes : ceux qui vont agir 

directement contre les stress environnementaux, ceux qui régulent l’ expression des gènes et la 

transduction du signal dans la réponse au stress, et ceux qui correspondent à une adaptation du 

métabolisme de base. Dans le premier groupe on peut inclure les protéines qui ont une 

fonction protectrice des cellules contre la déshydratation causée par le gel, comme les 

enzymes nécessaires à la biosynthèse de divers osmoprotecteurs, des protéines LEA (Late 

Embryogenesis Abundant), des protéines antigel, des chaperonnes et des enzymes de 
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détoxication. Le deuxième groupe comprend les facteurs de transcription, les protéines 

kinases et les enzymes impliquées dans le métabolisme des phosphoinositides. Enfin le 

dernier regroupe notamment des enzymes du cycle du Calvin et de la biosynthèse des sucres. 

Cependant de nombreux gènes régulés par le froid codent des protéines dont le rôle reste 

encore inconnu. 

L’ isolement et la caractérisation de mutants d’ Arabidopsis affectés dans la tolérance 

au gel, ainsi que l’ utilisation de plantes transgéniques ont aussi permis d’ identifier des gènes 

impliqués dans l’ acclimatation au froid, et de préciser leur mode d’ action. D’ autre part, de 

nouvelles technologies comme les puces à ADN et les outils d’ études du transcriptome 

permettent maintenant l’ étude simultanée de centaines de transcrits. Cependant le turnover du 

produit final du gène, ainsi que les modifications post-traductionnelles ne peuvent pas être 

étudiés au niveau des ADNc. C’ est ainsi que l’ étude du protéome (Proein Expressed by a 

genome) est devenu complémentaire à celle du génome et du transcriptôme dans l’ étude des 

processus physiologiques. Des études réalisées au niveau des protéines exprimées au cours de 

l’ acclimatation au froid ont déjà été menées chez plusieurs espèces, et il a été mis en évidence 

des accumulations spécifiques de protéines pendant l’ induction de la tolérance au gel. Et 

récemment, des protéines de la membrane plasmique liées à l’ acclimatation au froid de feuille 

d’ Arabidopsis ont été identifiées. De plus, le domaine de la protéomique évolue constamment 

grâce à l’ amélioration de la résolution de la reproductibilité de l’ électrophorèse 

bidimensionnelle et la systématisation de l’ identification des protéines par les techniques de 

spectrométrie de masse.  

 Après avoir définit le phénomène d’ acclimatation au froid, nous allons voir en détail 

les modifications biochimiques induites au cours de l’ acclimatation au froid. Nous aborderons 

également les éléments de la transduction du signal froid qui ont été identifiés principalement 

chez $UDELGRSVLV. En deuxième partie bibliographique, nous étudierons l’ évolution des 

méthodes liées à la protéomique. Pour finir, nous établirons le cadre de l’ étude vis à vis du 

modèle végétal choisi, le pois, et la démarche choisie afin d’ atteindre nos objectifs. 
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1. ACCLIMATATION AU FROID 
 

1.1. Conséquences physiologiques de la baisse des températures et du gel 

 

/D�GpVK\GUDWDWLRQ�FHOOXODLUH�
Le fluide extracellulaire (de faible concentration) qui circule par l’ apoplasme possède 

une température de gel plus élevée que le fluide intracellulaire. Lorsque les températures 

deviennent inférieures à 0°C, le potentiel chimique de la glace étant inférieur à celui de l’ eau, 

il y a formation de glace dans les espaces intercellulaires. Cela aboutit à la baisse du potentiel 

hydrique de la solution à l’ extérieur qui va entraîner un déplacement de l’ eau vers les espaces 

intercellulaires. Les cristaux de glace qui se forment dans les espaces intercellulaires vont 

s’ accroître provoquant une déshydratation cellulaire (Mazur, 1963, 1969). La déshydratation 

induite par le gel va conduire à de multiples dommages, notamment des lyses cellulaires dues 

à des phénomènes d’ expansion et de contraction, des fusions des membranes plasmiques avec 

les membranes limitant les organites intracellulaires, ainsi que des déchirures de celles-ci 

(Steponkus HW�DO�� 1993 ; Uemura et Steponkus, 1997).  

 

/D�IXLWH�GHV�pOHFWURO\WHV�
Si la baisse de la température est rapide, la glace se forme à l’ intérieur des cellules, et 

l’ expansion de la glace intracellulaire serait ainsi responsable de la rupture de la membrane 

plasmique (Levitt, 1980). La perte de compartimentation va conduire à une fuite 

d’ électrolytes et d’ autres solutés (Zhang et Willison, 1992). Il semble que cette fuite 

d’ électrolytes chez le prunier placé à 4°C� (3UXQXV� GDYLGLDQD Franch) est accompagnée de 

l’ augmentation de l’ activité enzymatique de la superoxyde dismutase (enzyme de 

détoxification des radicaux libres) et du contenu en malondialdehyde (produit final de la 

peroxydation des lipides) (Leng et Qi, 2003).  

 

6WUHVV�R[\GDWLI�HW�SKRWRLQKLELWLRQ�
La perturbation de la fluidité membranaire est responsable de l’ inhibition du transport 

des électrons au niveau des photosystèmes I et II (PSI et PSII) (Velitchkova et al., 2001). De 

plus, les PSII sont connus pour être la cible privilégiée des dommages photo-oxydatifs mais 

aussi le site de la régulation de la photoinhibition (Barber, 1994). Une baisse de température à 

5°C provoque, chez Valonia utricularis, une photoinhibition qui mesurée par une baisse du 

ratio Fv/Fm (fluorescence variable de la chlorophylle sur le maximum de chlorophylle 

fluorescente) s’ effectue en deux phases, tout d’ abord une phase rapide (la photoinhibition 
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dynamique) suivie d’ une phase lente (la photoinhibition chronique) qui indique que les 

centres réactionnels de PSII endommagés se réparent en re-synthétisant la protéine D1 

(Velitchkova et al., 2001). Chez l’ orge, à basses températures, ce sont les PSI qui sont 

fortement endommagés par les espèces actives d’ oxygène provenant de l’ inactivation du 

transport des électrons (Tjus et al., 1998). Ceci va conduire à la réduction de l’ activité 

photosynthétique et de la croissance mis en évidence en cas de chute des températures (Huner 

et al., 1993). 

 

1.2. Mécanismes de tolérance au gel mis en place pendant l’acclimatation au 

froid 

Le terme d’ acclimatation au froid est le plus souvent utilisé pour décrire 

l’ aboutissement d’ une myriade de mécanismes biochimiques et physiologiques associés à 

l’ augmentation de la tolérance au gel. Ces modifications biochimiques et physiologiques vont 

conduire à la stabilisation de la membrane plasmique et des protéines, à la régulation de la 

pression osmotique, au réajustement du métabolisme de base et à la diminution de la 

sensibilité à la photoinhibition. Toutes ces modifications impliquent l’ induction de la synthèse 

et de l’ activité de protéines et d’ enzymes, et l’ expression de gènes spécifiques induits par 

l’ acclimatation au froid. 

 

6WDELOLVDWLRQ�GH�OD�PHPEUDQH�SODVPLTXH�HW�GHV�SURWpLQHV�
 

� Variation de la composition en lipides membranaires 

Comme nous l’ avons vu précedemment le système membranaire des cellules est le site 

privilégié des dommages causés par le gel. Cependant au cours de l’ acclimatation au froid, il 

a été mis en évidence des modifications de la composition de la membrane plasmique comme 

chez le seigle chez qui la proportion de phospholipides de la membrane plasmique augmente 

(Uemura et Steponkus, 1994). Ceci ayant été également observé chez Arabidopsis, l’ avoine 

(Uemura et al., 1995) et le mûrier (Yoshida, 1984). L’ enveloppe du chloroplaste semble 

également subir des modifications de la composition lipidique après une phase 

d’ acclimatation au froid comme cela a été montré chez les feuilles de seigle (Uemura et 

Steponkus, 1997). Ces modifications comprennent une baisse significative de la quantité de 

monogalactosyl diacylglycerols dans les membranes interne et externe du chloroplaste, une 

augmentation de la proportion de digalactosyl diacylglycerols (DGDG) dans les membranes 

interne et externe et une augmentation de la quantité de phosphatidylcholine (PC) dans la 

membrane externe uniquement. Les DGDG et les PC étant favorables au maintien d’ une 
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configuration lamellaire des membranes, les changements de la composition lipidique de 

l’ enveloppe chloroplastique pendant l’ acclimatation au froid suggèrent que la stabilité de la 

configuration lamellaire augmente.  

 

� Insaturation des acides gras 

Le degré de saturation de la membrane affecte la température seuil de changement de 

phase entre le stade liquide cristallin et le stade solide. Cette transition de phase explique les 

dommages causés aux membranes. La fluidité de la membrane plasmique est une 

caractéristique qui dépend du degré de saturation des acides gras des phospholipides 

membranaires : l’ insaturation des acides gras conduit à une bonne fluidité de la membrane qui 

lui permettra de résister aux contraintes causées par la déshydratation cellulaire. Après 

acclimatation au froid, un changement du niveau de l’ insaturation des lipides membranaires 

survient. Chez le riz (Oryza sativa), les proportions d’ acide gras insaturés : acide linoléique 

(C18 :2) et linoléique (C18 :3) augmentent (Bertin et al., 1998). Chez le chien-dent, la réponse au 

niveau du taux d’ insaturation des acides gras à basses températures est différente en fonction 

de l’ organe étudié. Ainsi c’ est au niveau du collet que le taux d’ insaturation des acides gras 

est le plus élevé (Samala et al., 1998). L’ expression altérée des enzymes de la voie de 

biosynthèse des lipides peut être à l’ origine des différences membranaires entre des plantes 

non acclimatées et acclimatées. Le gène FAD8 (Fatty Acid Desaturase) d’ Arabidopsis code 

une désaturase qui va contribuer à augmenter la tolérance au gel en modifiant la composition 

lipidique (Gibson et al., 1994).  

 

� Accumulation des cryoprotecteurs 

Pour beaucoup de végétaux, une exposition à des basses températures provoque 

l’ accumulation de composés de faibles poids moléculaires ayant une activité cryoprotectrice. 

Steponkus (1984) suggère que l’ accumulation des solutés dans le cytoplasme contribue à la 

survie en cas de gel, en séquestrant des ions toxiques et en protégeant les macromolécules 

contre la dénaturation induite par la déshydratation. ,Q YLWUR une accumulation de sucres 

permet de protéger les membranes contre les dommages induits par le gel (Strauss et Hauser, 

1986) et contribue à la stabilisation des structures membranaires des compartiments 

spécifiques (Sharkey HW� DO., 1986 ; Fowler HW� DO., 2001). Parmi ces sucres, les fructanes 

(polymères de fructose) dont l’ accumulation a été mise en évidence au cours de 

l’ acclimatation au froid chez l’ avoine (Livingston et Henson, 1998) interagissent directement 

avec le membrane et la stabilisent en protègeant les PC pendant la déshydratation due au gel 
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(Hincha HW� DO., 2000). Le raffinose (oligosaccharide de glucose-fructose-galactose) agirait 

également comme un cryoprotecteur dans les plantes tolérantes au gel après acclimatation au 

froid (Gilmour HW�DO., 2000). 

La glycine bétaine est aussi connue pour son action stabilisante et protectrice des 

protéines et des membranes dans des conditions défavorables, notamment en cas de stress 

thermiques (Winzor HW DO., 1992). Rajashekar HW DO. (1999) ont montré l’ augmentation 

simultanée des niveaux endogènes de glycine bétaine et de la tolérance au gel de feuilles de 

fraisier ()UDJDULD�;�DQDQDVVD) pendant les trois premières semaines de traitement au froid. 

L’ accumulation de proline est également un phénomène commun chez les plantes en réponse 

au stress osmotique induit par les stress hydrique, froid et salin (Thomas et James, 1993; 

Hernandez HW�DO., 2000) La proline agirait comme un stabilisateur de la membrane plasmique 

(Liu et Steponkus, 1983). 

 

� Synthèse de protéines cryoprotectrices 

Un grand nombre de protéines possèdent également des fonctions cryoprotectrices qui 

contribuent à la tolérance au gel, parmi elles les HSP70 (Heat Shock Protein) d’ épinard 

(Spinacia oleracea) (Anderson et al., 1994) et HSP90 de colza (Brassica napus) (Krishna et 

al., 1995), qui sont des chaperones participant à la stabilisation des protéines contre la 

dénaturation induite par le gel. Récemment, une famille de petites HSP a été mise en évidence 

chez la châtaigne comme jouant un rôle efficace dans la protection d’ une enzyme sensible au 

froid, la lactate déshydrogénase, de l’ inactivation induite par le gel (Lopez-Matas et al., 

2004).  

Chez le blé, l’ accumulation d’ une déhydrine WCOR410 (Wheat cold responsive) à 

proximité de la membrane plasmique a été corrélée avec la capacité de développer une 

tolérance au gel (Danyluk HW� DO., 1998). Un fractionnement biochimique a permis de 

déterminer que WCOR410 est une protéine périphérique de la membrane impliquée dans la 

cryoprotection de la membrane plasmique contre les effets du gel et de la déshydratation 

cellulaire.  

Chez le choux, il a été mis en évidence une cryoprotectine de 7 kDa activée en réponse 

à l’ acclimatation au froid (Sieg HW�DO., 1996). Cette protéine jouerait un rôle de protection des 

thylakoïdes des chloroplastes contre les dommages dus à l’ alternance gel et dégel.  

Les AFP (protéines antigel) isolées aussi bien chez les plantes (Yu et Griffith, 1999) 

que chez les poissons (Fletcher HW� DO., 2001) et les insectes (Duman, 2001) inhibent la 

croissance des cristaux de glace en s’ adsorbant grâce à des ponts hydrogènes à la surface de la 
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glace. Chez les plantes, de telles protéines ont été retrouvées chez le seigle d’ hiver (Hon HW�DO., 
1994), %UDVVLFD�ROHUDFHD (Huang et Duman, 1995), le pêcher (Wisniewski et al., 1999), le blé 

G¶KLYHU� �$WLFL� HW� 1DOEDQWR÷OX�� ������� Arachis hypogaea (Dave et Mitra, 1998) et Lolium 

perenne (Pudney, et al., 2003). Chez le seigle acclimaté à basses températures, les AFPs 

s’ accumulent au niveau de l’ apoplasme des feuilles où la glace se forme (Pihakaski-

Maunsbasch HW� DO., 1996). Ces protéines apoplasmiques réduiraient la température de 

nucléation de la glace (Atici et Nalbantoglu, 1999).  

 

5pJXODWLRQ�GH�OD�SUHVVLRQ�RVPRWLTXH�
 

� Accumulation d’ osmolytes 

En plus de leur rôle cryoprotecteur, les sucres peuvent avoir une fonction dans 

l’ ajustement osmotique au moment de la déshydratation cellulaire, comme cela a déjà été 

montré lors de l’ étude du stress hydrique chez le pois (Sanchez HW�DO., 1998). Il semble que 

certaines réponses aux stress hydrique et gel soient communes (Jonak HW� DO., 1996). Chez 

l’ orge, après refroidissement du méristème apical et des racines des plantes, une augmentation 

de la pression osmotique dans les feuilles est due en grande partie à une accumulation de 

sucres : le saccharose et les fructanes, et à une accumulation d’ autres solutés comme le malate 

et le potassium (Koroleva HW� DO., 2000, 2002). L’ accumulation du saccharose serait la 

conséquence de l’ augmentation de l’ activité de la saccharose phosphate synthase également 

retrouvée chez le blé à basses températures (Calderon et Pontis, 1985). Chez les mutants VIU� 

d’$UDELGRSVLV déficients en sucres solubles, il semble y avoir une relation entre leur 

sensibilité au gel et la perte d’ une réponse de l’ ajustement osmotique. Ce qui veut dire que la 

sensibilité au gel est due à la sensibilité de la réponse osmotique associée à un faible contenu 

en sucres dans les cellules (Uemura et DO., 2003). Parmi ces sucres, il semble que le galactinol 

(galactose-inositol) et le raffinose soient impliqués dans la réponse au stress froid et 

pourraient agir comme des osmorégulateurs, en plus de leur action cryoprotectrice sur les 

membranes (Pennycooke HW�DO., 2003).  

L’ accumulation de proline et de glycine bétaine joue également un rôle important dans 

le réajustement osmotique du cytoplasme des plantes en réponse aux stress osmotiques (Wyn 

Jones HW�DO., 1977). 

 

� Effet de l’ ABA (Acide Abscissique) sur l’ expression de protéines 

Chez des souches sauvages de %HWXOD�SXEHVFHQV, la photopériode jours courts associée 

à des basses températures induit la déshydratation des tissus, des ajustements osmotiques et 
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une accumulation de protéines LEA groupe 2 et 4 alors que chez les souches déficientes en 

ABA sensibles au gel, il n’ y a plus d’ osmoregulation ni présence de protéines LEA groupe 2 

(Rinne HW�DO., 1998). L’ ABA induirait donc la synthèse de protéines LEA qui joueraient un 

rôle important dans l’ osmorégulation  et dans la tolérance au gel. 

 

5pDMXVWHPHQW�GX�PpWDEROLVPH�HW�GLPLQXWLRQ�GH�OD�VHQVLELOLWp�j�OD�SKRWRLQKLELWLRQ�
 

� Synthèse d’ acide aminé et de protéines 

Chez le blé et le seigle, il a été mis en évidence 3 groupes de protéines LEA 

différentes, LEA3-L1, LEA3-L2 et LEA3-L3 ressemblant à WCS19 (Wheat Cold Specific) 

(Ndong HW�DO�, 2002). Ces protéines s’ accumulent dans le stroma des chloroplastes et semblent 

être associées au développement de la tolérance au gel des variétés de blé et de seigle 

acclimatées à basses températures. Ce qui suggère que ces protéines peuvent être corrélées, 

comme WCS19 chez le blé (Gray HW�DO., 1996), à l’ excitation des photosystèmes II. Rinne et 

ses collègues (1999) ont montré par des tests d’ activités enzymatiques que dans des 

conditions de stress hydrique, la fonction majeure des déhydrines est d’ assurer les processus 

métaboliques requis pour la survie et le développement des plantes en cas de déshydratation 

cellulaire.  

D’ autre part, la proline qui s’ accumule chez les plantes en réponse aux stress 

abiotiques et qui jouerait un rôle en tant qu’ osmolyte et cryoprotecteur, cité précedemment, 

protegerait également les plantes contre les effets des radicaux libres induits par les 

dommages cellulaires (Matysik HW�DO., 2002). 

 

� Effet du cycle des xanthophylles 

Dans le cas de la photoinhibition évoquée dans le paragraphe 1.1, il semblerait que les 

pigments photoprotecteurs du cycle de la xanthophylle aient un rôle spécifique dans la 

réponse à l’ acclimatation. Des feuilles d’ épinard acclimatées à basses températures ont une 

sensibilité réduite à la photoinhibition alors que le pool de pigments du cycle des 

xanthophylles (viola-, anthera- et zeaxanthine) augmente de 50% (Krause HW� DO., 1999). Le 

cycle des xanthophylles joue donc un rôle critique dans la protection du lumen des 

thylakoïdes contre une suracidification et dans la diminution de la sensibilité de la 

photoinhibition des PSII (Xu HW�DO., 2000). 
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 Acclimatation du métabolisme photosynthétique 

Un taux de photosynthèse optimal nécessite une balance appropriée entre le taux de 

fixation de carbone et la synthèse du saccharose. Une synthèse excessive de saccharose réduit 

considérablement les intermédiaires phosphorylés du cycle de Calvin et inhibe la régénération 

du ribulose-1,5-bisphosphate. Au contraire, si la synthèse du saccharose est ralentie (Figure 1, 

étape A), cela va conduire à l’accumulation des intermédiaires phosphorylés (Figure 1, étape 

B) et la baisse du phosphate inorganique (Figure 1, étape C), conduisant à l’inhibition de la 

synthèse d’ATP (Figure 1, étape D), à l’accumulation du 3-phosphoglycérate (Figure 1, étape 

E) et à l’inactivation de la Rubisco (Figure 1, étape F).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. Régulation de la photosynthèse1 en cas de chute des températures2 chez les 
plantes en C3. 

                                                 
1 Les chiffres correspondent aux étapes de la régulation de la photosynthèse. 
2 Les lettres correspondent aux étapes survenant en cas de chute des températures. 
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Ce dernier cas correspond à ce qui a été observé lorsque les températures chutent chez l’ orge 

et l’ épinard (Leegood et Furbank, 1986 ; Sharkey HW�DO�� 1986). L’ acclimatation au froid chez 

les céréales est associée à une élévation des taux d’ assimilation du dioxyde de carbone due à 

l’ augmentation de la capacité des enzymes du cycle de Calvin (Hurry HW� DO., 1995) et à la 

capacité à ajuster l’ activité de la saccharose phosphate synthase (Hurry HW�DO., 1994 ; Strand HW�
DO., 1999). Des études récentes chez $UDELGRSVLV montrent qu’ il peut y avoir réversion de 

l’ inhibition de la synthèse du saccharose et donc de la photosynthèse lorsque les plantes 

s’ acclimatent (Strand HW�DO�� 1999 ; Hurry HW�DO�� 2000). Ce rétablissement de la photosynthèse 

permet d’ éviter la photoinhibition (Hurry HW�DO�� 1994). 

La synthèse du saccharose est stimulée par deux autres ajustements. Le premier est 

l’ augmentation de l’ expression des deux enzymes clés de la synthèse du saccharose : la 

fructose-1,6-bisphosphatase cytosolique (Figure 1, étape 1) et la saccharose phosphate 

synthase (Figure 1, étape 1). Le second est l’ accumulation du phosphate inorganique plus 

importante au niveau du cytosol (Figure 1, étape 2), qui va conduire à la phosphorylation des 

métabolites (Figure1, étape 3) (Hurry HW�DO�, 1995 ; Strand HW�DO�� 1999).  

Une étude menée par Hurry et ses collègues (2000), utilisant des mutants 

d’$UDELGRSGVLV SKR1-2 et SKR2-1 qui ont respectivement un faible taux et un taux élevé en 

phosphate inorganique, a été réalisé pour montrer l’ impact d’ un faible taux de phosphate sur 

la tolérance au gel et le métabolisme photosynthétique. Le développement de la tolérance au 

gel et l’ accumulation de proline et de sucres ne sont pas altérés chez les mutants SKR1-2 et au 

contraire inhibés chez SKR2-1. De même, l’ activité des enzymes de la biosynthèse du 

saccharose, de la Rubisco, des enzymes du cycle de Calvin et le taux de protéines augmentent 

après transfert à basses températures chez SKR1-2 et diminuent chez SKR2-1. Un faible taux de 

phosphate inorganique joue donc un rôle important dans l’ acclimatation au froid des feuilles 

d’$UDELGRSVLV�(Figure 2), dans la variation des activités enzymatiques du cycle de Calvin pour 

minimiser la séquestration du phosphate par les métabolites et dans l’ augmentation de 

l’ expression des enzymes de la biosynthèse du saccharose. 

Les transcrits des gènes &25 (Cold regulated) qui sont induits par une voie ABA 

indépendante sont présents à des niveaux semblables après transfert des plantes à basses 

températures chez les mutants SKR et les plantes sauvages.  
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Le taux de phosphate inorganique n’ a donc aucune influence sur l’ expression des protéines 

induites par le froid, et la capacité des mutants à s’ acclimater ou non au froid n’ est pas due à 

une différence d’ expression des gènes &25�(Hurry�HW�DO�, 2000). Par contre, Gilmour et ses 

collègues (2000) ont montré qu’ une surexpression des gènes &%)� (COR binding factor)�
conduit à une augmentation de la synthèse de saccharose. Parmi les gènes de réponse aux 

basses températures, les gènes codant des enzymes impliqués dans la synthèse du saccharose 

ont été retrouvés (Figure 2). 
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1.3. Transduction du signal « basses températures » et expression spécifique 

des gènes de réponse au froid 

 L’ acclimatation au froid implique de nombreux processus biochimiques décrits 

précédemment, mais aussi la perception du signal basses températures et la transduction de 

celui-ci suivies par l’ induction de l’ expression des gènes qui va conduire au développement 

de la tolérance au gel (Wanner et Juntilla, 1999). La lumière, en passant par le métabolisme de 

la photosynthèse, est indispensable pour fournir l’ énergie nécessaire au processus de 

l’ acclimatation au froid conduisant à l’ acquisition de la tolérance au gel (Levitt, 1980). Le 
                                                
3 
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signal redox chloroplastique modulé par un excès de lumière et par des basses températures 

va induire la transduction d’ un signal conduisant à l’ expression des gènes relatifs à la 

photosynthèse et l’ expression spécifique des gènes d’ acclimatation au froid. Ainsi, en plus de 

son rôle dans le transfert de l’ énergie, l’ appareil photosynthétique apparaît être aussi un 

détecteur des variations de l’ environnement (Huner HW�DO., 1998).  

Parmi les nombreux changements physiologiques qui se produisent en réponse aux 

basses températures, des flux d’ ions calciques ont été mis en évidence quelques secondes 

après le transfert des plantes au froid (Knight HW�DO�, 1991 ; Polisensky et Braam, 1996), et des 

changements de la phosphorylation des protéines après quelques minutes (Monroy HW� DO�, 
1993). Des variations de l’ expression des gènes, comprenant des changements de 

l’ accumulation des ARNm (Hughes et Dunn, 1996) et de l’ activité enzymatique (Guy, 1990 ; 

Thomashow, 1990 ; Holaday HW DO�, 1992) ont eux été observés au bout de quelques heures. 

 

9RLH�$%$�GpSHQGDQWH�
L’ ABA est une hormone végétale qui est connue pour intervenir en réponse à 

différents stress. Chen HW�DO� (1983) ont mis en évidence une augmentation transitoire du taux 

d’ ABA chez 6RODQXP�FRPPHUVRQLL, plante qui s’ acclimate au froid en réponse à des basses 

températures, mais pas chez 6RODQXP� WXEHURVXP�qui ne s’ acclimate pas au froid. D’ autres 

part, il semble que des applications exogènes d’ ABA augmentent la tolérance au gel de 6��
FRPPHUVRQLL à basses températures. Chez les arbres comme %HWXOD�SXEHVFHQV, les conditions 

climatiques en automne en champ ont permis de mettre en évidence chez des souches 

déficientes en ABA une tolérance au gel réduite par rapport aux souches sauvages (Rinne HW�
DO., 1998). Le signal basses températures passerait donc par une hausse du taux d’ ABA qui 

activerait l’ acclimatation au froid. Les deux mécanismes possibles par lesquels l’ ABA 

conférerait la tolérance au gel des plantes seraient le maintien d’ une balance favorable à l’ eau 

(Ristic et Cass, 1993) et l’ induction de gènes spécifiques parmi lesquels ceux codant des 

produits protégeant contre le gel (Grossi HW� DO., 1992). Chez $UDELGRSVLV, des applications 

exogènes d’ ABA augmentent la tolérance au gel. Dans ces conditions, des gènes &25� : 

&25���� &25���� &25��D� HW� &25��� sont hautement exprimés (Gilmour et Thomashow, 

1991). Cependant ces gènes répondent également au froid chez des mutants d’$UDELGRSVLV 
portant les mutations DED� ou DEL� qui provoquent respectivement un blocage de la synthèse 

d’ ABA et une insensibilité à l’ ABA (Koornneef HW DO�, 1998). De même, lorsque des plantes 

d’$UDELGRSVLV sont exposées à des basses températures, les niveaux d’ ABA atteignent un 

maximum en 24 heures et reviennent à des niveaux normaux en 2 jours, bien que la tolérance 
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au gel continue à augmenter pendant une semaine, et se maintienne pendant au moins 3 

semaines (Uemura HW� DO�, 1995). D’ après Nordin et ses collègues (1991) et Gilmour et 

Thomashow (1991), l’ expression des gènes &25 en réponse au froid serait le résultat d’ une 

voie indépendante de l’ ABA. 

Chez le pois (Welbaum et al., 1997), des résultats de test de gel et des mesures du taux 

d’ ABA suggèrent que l’ augmentation de la tolérance au gel du pois n’ est pas uniquement 

médiée par les changements en contenu en ABA. Le mutant wil du pois qui produit 20% 

d’ ABA de moins que le type sauvage (De Bruijn et al., 1993) a été utilisé pour tester si l’ ABA 

et les traitements basses températures interagissent pour augmenter la tolérance au gel. Il se 

trouve que la température pour laquelle le gel cause 50% de létalité (LT50) est réduite de 

9,3°C pour des bourgeons de plantes wil acclimatées au froid, ce qui démontre que le 

traitement par des basses températures peut augmenter la tolérance au gel chez un génotype 

dont la capacité à synthétiser de l’ ABA est réduite.  

Les études de tolérance au gel induite par l’ ABA en utilisant des mutants d’$UDELGRSVLV 
déficients et insensibles à l’ ABA et ceux du pois suggèrent que le traitement basses 

températures et l’ ABA régulent la tolérance au gel par deux voies séparées : une voie ABA 

indépendante et une voie ABA dépendante interagissantes entre elles (Nordin HW DO�, 1991).  

 

9RLH�$%$�LQGpSHQGDQWH�
 

� Perception du signal : 

Selon Murata et Los (1997), le détecteur serait situé dans un microdomaine de la 

membrane plasmique et serait capable de détecter des transitions de phase physique qui 

conduiraient à des changements conformationnels et/ou à des cycles de 

phospho/déphosphorylation. Monroy et Dhindsa (1995) ont les premiers pensé aux canaux 

calciques comme détecteur du signal basses températures. Un pic de calcium cytoplasmique a 

été mis en évidence après une exposition à des basses températures chez $UDELGRSVLV (Knight 

HW�DO�, 1996) et la luzerne (Monroy et Dhindsa, 1995). Cependant, le détecteur peut être un 

élément de régulation intervenant en amont des canaux calciques de la membrane plasmique. 

Une étude sur le cytosquelette des cellules réalisée chez la luzerne a montré que la 

rigidification de la membrane par la cytochalasine D (un déstabiliseur des microfilaments 

d’ actine) induit l’ influx de calcium et la tolérance au gel (Orvar HW� DO., 2000). La 

réorganisation du cytosquelette est ainsi un élement de la transduction du signal basses 

températures situé entre la rigidification de la membrane et l’ influx de calcium. De plus, 

récemment une étude a mis en évidence que l’ intégration des signaux générés par la 
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température et la lumière est impliquée dans la transduction du signal froid (Kim HW�DO., 2002). 

L’ expression des gènes induits par le froid chez $UDELGRSVLV est fortement induite par un 

signal généré par la lumière. Le principal photorécepteur impliqué dans la signalisation de la 

lumière a été identifié comme le phytochrome B (Kim HW�DO., 2002). 

 

� Rôle du calcium  

Le calcium est un modulateur du métabolisme et du développement et sert de second 

messager dans la transduction de stimuli environnementaux chez de nombreux organismes, 

notamment les plantes. Les parois des cellules végétales et la vacuole sont des sites de 

stockage du calcium, et les membranes plasmiques et le tonoplaste possèdent des canaux 

calciques. Les mécanismes d’ activation des canaux calciques par le froid ne sont pas connus. 

L’ étude de l’ expression du gène &$6�� (Cold acclimation specific) dont l’ expression est 

spécifique de l’ acclimatation au froid chez la luzerne a été très utilisée pour examiner le rôle 

du calcium et de la phosphorylation dans la transduction du signal basses températures. 

D’ après les expériences de Monroy et Dhindsa (1995) sur la luzerne, l’ utilisation de 

chélateurs de calcium ou d’ inhibiteurs des canaux calciques diminue l’ expression des gènes 

&$6��. Cependant, alors que l’ EGTA (Ethylen glycol tetraacetic acid) inhibe le 

développement de la tolérance au gel de plus de 70%, le lanthane et le vérapamil abolissent 

complètement le développement de la tolérance au gel. De même l’ utilisation d’ un ionophore 

de calcium (A23187), responsable d’ un influx de calcium, induit l’ expression de &$6�� à 

25°C. Ainsi l’ activité des canaux calciques est requise au développement de la tolérance au 

gel (Figure 3, étape 1). 

Les étapes suivant l’ influx de calcium mettrait en cause le recrutement d’ une 

calmoduline et de protéines fixant le calcium. L’ utilisation d’ un antagoniste de la calmoduline 

inhibe complètement l’ acquisition de la tolérance au gel (Monroy HW DO�, 1993). 

 

� Régulation par phosphorylation/dephosphorylation  

L’ acclimatation au froid est associée à des changements rapides et réversibles de l’ état 

de phosphorylation de protéines spécifiques préexistantes (Monroy HW al., 1993) et à un influx 

de calcium à travers la paroi cellulaire dans le cytosol (Monroy et Dhindsa, 1995). 

L’ inhibition de l’ influx de calcium ou de l’ activité des protéines kinases empêche la 

phosphorylation des protéines induites par le froid, l’ expression des gènes &$6� et le 

développement de la tolérance au gel (Monroy HW DO�, 1993 ; Monroy et Dhindsa, 1995). Ainsi, 

il apparaît qu’ une voie médiée par la phosphorylation de protéines calcium-dépendante 
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participe à la transduction du signal basses températures (Figure 1, étape 2). Ces protéines 

préexistantes participent à la régulation des gènes induits par le froid en modulant les 

interactions avec l’ ADN ou avec d’ autres protéines. 

Monroy HW DO� (1998) ont rapporté qu’ une PP2A (protéine phosphatase) est inactivée 

par les basses températures au cours de l’ acclimatation au froid. D’ après ces expériences, 30% 

de l’ activité totale des phosphatases est inhibée dès 30 minutes d’ acclimatation au froid, et 

cette inhibition persiste après la période expérimentale. Il se trouve que l’ expression de &$6 

induite par les basses températures est détectée après 3 heures d’ acclimatation au froid 

(Monroy et Dhindsa, 1995). L’ inhibition de l’ activité de la protéine phosphatase précède donc 

l’ expression de &$6�� pendant l’ acclimatation au froid et PP2A est la cible principale de 

l’ inactivation exercée par les basses températures pendant la transduction du signal. 

L’ expression de &$6�� n’ est pas affectée par l’ acide okadaïque (inhibiteur des protéines 

phosphatases) à 4°C, ce qui suggère la possibilité que l’ activité phosphatase soit déjà inhibée 

à 4°C pour conduire à une induction de &$6��. Donc la baisse de l’ activité des protéines 

phosphatases joue un rôle important dans la transduction du signal basses températures 

(Figure 3, étape 3). De plus, l’ utilisation du lanthane qui empêche l’ expression de &$6���à 

4°C et l’ utilisation de A23187 qui au contraire induit l’ expression de &$6�� à 25°C (Monroy 

et Dhindsa, 1995) ont montré dans le premier cas l’ activité de PP2A et dans l’ autre une 

inhibition de l’ activité de PP2A. Ces résultats suggèrent que l’ inhibition de PP2A est médié 

par un influx de calcium. Ces mêmes auteurs ont également montré que la suppression de 

l’ activité des phosphatases n’ avait lieu ni au niveau transcriptionnel (pas de baisse des 

transcrits de PP2AC, sous-unité catalytique de PP2A pendant l’ acclimatation au froid), ni au 

niveau traductionnel (pas de baisse du niveau protéique), mais au niveau post-traductionnel. 

L’ inactivation de PP2A serait associée au démasquage d’ un épitope de PP2AC. La cause la 

plus probable du démasquage serait un changement dans les interactions de PP2AC avec 

d’ autres protéines. L’ effet du calcium sur l’ activité de PP2A se fait donc à travers 

l’ intervention d’ un régulateur intermédiaire calcium-dépendant de la transduction du signal 

qui va aboutir à l’ inhibition de PP2A. La PP2A cytoplasmique inactive les MAPK (Mitogen 

Activated Protein Kinase), les récepteurs kinases et les kinases dépendantes d’ un second 

messager (Barnes HW DO�, 1995). L’ inactivation de PP2A par les basses températures résulte 

dans l’ augmentation de l’ activité kinase, qui va faciliter la traversée du signal jusqu’ au noyau 

(Figure 3, étape 3).  

�
�
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Figure 3. Schéma de transduction du signal "basses températures" chez 

Arabidopsis4,5. 
 

L’activité d’une protéine kinase sensible à la staurosporine (inhibiteur des protéines kinases) 

apparaît être requise pour la transduction du signal basses températures conduisant à 

l’expression du gène CAS15. L’influx de calcium étant faiblement affecté par l’inhibiteur, la 

protéine kinase sensible à la stauroporine agit donc après le signal calcique (Monroy et al., 

1998). Parmi les  protéines  kinases  candidates,  il y  a les  MAPK  décrites  par  Jonak  et  al. 
                                                 
4 d'après Gilmour et al. 1998 et Monroy et al., 1998. 
5 Les numéros de 1 à 6 correspondent aux étapes de la transduction du signal détaillées dans le texte. 
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(1996), une protéine kinase S6 ribosomiale et des protéines kinases calcium dépendantes chez 

$UDELGRSVLV (Tahtiharju HW�DO�, 1997) et chez la luzerne (Monroy et Dhindsa, 1995). 

 

� Activation de facteurs de transcription et d’ éléments de régulation  

Chez les végétaux, il existe au niveau des promoteurs des gènes plusieurs éléments de 

réponse au froid qui possèdent une séquence commune de 5pb CCGAC : les motifs DRE 

(Drought Response Element ; Stokinger HW�DO., 1997 ; Gilmour HW�DO., 1998 ; Liu HW�DO., 1998) 

ou CRT/DRE (C-repeat/dehydration responsive element) (Baker HW� DO., 1994 ; Yamaguchi-

Shinozaki et Shinozaki 1994) chez $UDELGRSVLV� 
Un facteur de transcription appelé CBF1 pour CRT/DRE Binding Factor 1 (Stockinger 

HW�DO�, 1997) est capable de se fixer sur les motifs CRT/DRE présents dans le promoteur des 

gènes &25 notamment. Ce facteur de transcription CBF1 possède une séquence d’ adressage 

nucléaire, une région acide qui possède un domaine d’ activation de l’ expression du gène, 

ainsi qu’ un domaine AP2 (motif de 60 acides animés) qui est présent chez de nombreuses 

protéines végétales et qui comprend un domaine de fixation de l’ ADN  (Stockinger HW� DO�, 
1997). CBF1 est un membre d’ une petite famille de gènes codant deux autres facteurs de 

transcription : CBF2 et CBF3, qui possèdent également le domaine AP2 (Médina HW� DO�, 
1999). 

Il se trouve que l’ élément de réponse CRT/DRE de séquence TACCGAC ressemble 

à l’ élement de réponse EREBP (Ethylen Response Element Binding Protein): GGCCGAC. 

Selon Stockinger HW�DO� (1997), il existerait une superfamille de protéines de fixation à l’ ADN 

reconnaissant une famille d’ éléments de FLV régulation porteurs de la séquence commune 

CCGAC. Les séquences différentes entourant ce noyau permettraient le recrutement distinct 

de différentes protéines porteuses du domaine AP2 intégrées dans la voie de transduction des 

signaux environnementaux et hormonaux. 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 gènes &25�(Médina 

HW�DO�, 1999)�(Figure 3, étape 5)�  
Les protéines CBF sont donc des facteurs de transcription qui contrôlent le niveau 

d’ expression des gènes &25 à basses températures et qui initient la tolérance au gel médiée 

par une voie ABA indépendante�(Médina HW�DO�, 1999). De plus, le récepteur de la température 

et le transducteur du signal, toujours d’ après ces expériences, seraient déjà présents dans des 

conditions de température non inductibles. 
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Selon Gilmour HW� DO�� (1998), un facteur de transcription exprimé constitutivement 

reconnaîtrait le promoteur des gènes &%), il s’ agit de ICE (Inducer of CBF Expression) qui se 

fixerait sur un élément de régulation : « ICE Box » présent sur le promoteur des gènes &%). 

A température normale, ICE serait inactif. Plusieurs hypothèses, 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 l’ ADN, iii) il n’ activerait pas de façon efficace la transcription 

(Figure 3, étape 4). Des récents travaux (Chinnusamy et al., 2003) confirment l’ existence 

chez Arabidopsis d’ un facteur de transcription ICE1 de type MYC-like bHLH (basic/Helix-

Loop-Helix) qui régule la transcription des gènes CBF3 en se fixant sur les séquences MYC 

présentes dans le promoteur de CBF3. A basses températures, ce�facteur de transcription serait 

activé et induirait l’ expression des gènes &%), mais il est probable qu’ il active d’ autres gènes 

intervenant dans l’ acclimatation au froid (Figure 2). De même, sur le promoteur du gène 

&%)��chez $UDELGRSVLV� ont été identifiées deux séquences de fixation de ICE appelées ICEr1 

et ICEr2 (Induction of CBF Expression région 1 et 2). Les deux séquences sont 

indispensables pour l’ expression des gènes induits par le froid (Zarka HW�DO., 2003).  

Un autre régulateur des gènes &%)� a été mis en evidence chez des mutants ORV� (Low 

expression of osmotically responsive genes) d’$UDELGRSVLV qui sont sensibles au froid et 

n’ expriment plus les gènes régulés par le froid. Le gène /26� a été identifié comme codant 

une ARN hélicase nucléaire activatrice de l’ expression des gènes &%) (Figure 3, étape 6) 

(Gong HW�DO., 2002). Grâce à cette mutation, ils ont montré l’ importance de la régulation des 

gènes et du régulon des gènes &%) en cas de stress froid. Un autre mutant d’$UDELGRSVLV, ORV� 

chez qui la transcription des gènes de réponse au froid est inhibée, a été mis en évidence (Lee 

HW� DO., 2002). /26� code une énolase de la glycolyse qui est capable de se fixer sur les 

élements en FLV du promoteur du gène 67=�=$7�� et de réprimer l’ expression de ce facteur de 

transcription en doigt de zinc normalement induit chez les plantes sauvages d’$UDELGRSVLV 
(Figure 3, étape 7) et empêchant l’ expression des gènes de réponse aux basses températures.  

La régulation de l’ expression des gènes &25 activés par CBF intervient également 

une fois les gènes &%) exprimés. En effet, Warren et ses collègues (1996) ont montré chez 

des mutants sfr6 (Sensitive to freezing) d’ Arabidopsis, que les transcrits des gènes régulés par 

CBF ne s’ accumulent pas normalement pendant l’ acclimatation au froid. Ceci explique que 

ces mutants ne soient pas tolérants au gel. Cependant, il n’ a pas encore été déterminé 

comment SFR intervient. Il ne s’ agit pas d’ un défaut de réponse au niveau des gènes CBF car 

les transcrits sont présents chez les mutants sfr6 en réponse aux basses températures. SFR6 

agirait donc quelque part entre les transcripts de CBF et l’ induction de CBF au niveau des 
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régulons CBF des gènes COR (Figure 3, étape 8). De la même façon, Knight et ses collègues 

(1999) ont montré que les mutants VIU� sont déficients dans l’ expression des gènes .,1��
(Cold induced), &25��D et /7����(Low temperatures induced), qui possèdent tous des motifs 

CRT/DRE dans leurs promoteurs. Mais au contraire, l’ expression des gènes &%), qui ne 

possèdent pas de motif CRT/DRE, n’ était pas affectée. Ils suggèrent que les protéines se 

fixant aux motifs CRT/DRE, comme CBF, doivent être activées pour jouer leur rôle dans la 

transcription et que SFR6 est l’ élément essentiel de leur activation. Une autre mutation isolée 

également chez $UDELGRSVLV�: KRV��� (High expression of osmotically responsive genes ; 

Ishitani HW DO�, 1998) altère la température à laquelle le promoteur de &25��D�est activé. Chez 

des plantes sauvages, ce promoteur est inactif pour des températures supérieures à 10°C, alors 

que chez les mutants, l’ induction de ce promoteur peut être détectée à 19°C. De plus à basses 

températures, la mutation est responsable d’ une « super-induction » des gènes� &25��� et�
&25��D. Le gène +26� coderait donc un régulateur négatif de la transduction du signal 

basses températures (Figure 3, étape 9). Le produit du gène +26� possède un motif « RING 

finger »  avec une activité ubiquitine E3 ligase, ce qui impliquent un rôle dans la dégradation 

des protéines lors de la transduction du signal au froid (Lee HW�DO., 2001). 

 

� Induction et rôle des gènes COR via le régulon porteur de CRT/DRE.(le « CBF 

regulon ») (Gilmour et al., 1998 ; Liu et al., 1998) 

Des expériences menées par Jaglo-Ottenson HW�DO� (1998) ont montré que l’ expression 

de l’ ensemble des gènes &25 chez des plantes transgéniques d’$UDELGRSVLV qui expriment 

constitutivement les gènes &%) augmente la tolérance au gel sans induction par des basses 

températures. Les polypeptides COR ont de grandes similitudes avec des protéines 

cryoprotectrices qui protégent les thylakoïdes des chloroplastes de la déstabilisation 

membranaire due au froid. Le gène &25��D�mis en évidence chez $UDELGRSVLV� code une 

protéine de 15kD dont le lieu final de résidence se trouve être le chloroplaste où elle est 

maturée en une protéine de 9,4kD appelée COR15am (Lin et Thomashow, 1992). 

L’ expression constitutive de cette protéine chez des plantes transgéniques non acclimatées 

permet d’ augmenter la tolérance au gel. Ce polypeptide jouerait un rôle dans la stabilisation 

de la membrane, en diminuant la transition de phase de la membrane plasmique qui est 

responsable des phénomènes de fusion membranaire (Steponkus HW DO., 1998).  

L’ augmentation constitutive de la tolérance au gel chez les mutants HVNLPR 

d’$UDELGRSVLV (Xin et Browse, 1998), comme chez les plantes transformées d’$UDELGRSVLV 
surexprimant les protéines de fixation aux éléments de réponse CBF/DRE (Gilmour HW� DO., 



Analyse bibliographique 

 33  

2000), est corrélée à une augmentation de la teneur en sucres. A l’ opposé, quand 

l’ acclimatation au froid est altérée comme chez des mutants VIU d’$UDELGRSVLV, la teneur en 

sucres est plus faible que chez les plantes sauvages (McKown HW�DO., 1996). Ces observations 

indiquent que les voies métaboliques affectées par ces mutations altèrent directement ou non 

les concentrations en sucres. Par ailleurs, Liu et ses collègues� (1998) ont montré que 

l’ induction du régulon CRT/DRE augmente également la tolérance à la sécheresse, ce qui 

veut dire que ce régulon permet la protection des cellules contre la déshydratation cellulaire 

en général. Les gènes &%) seraient responsables de l’ activation de l’ ensemble des éléments 

qui répondent à l’ acclimatation au froid (Gilmour DW�DO�� 2000). 

Cette voie de transduction semble être conservée chez d’ autres plantes qu'$UDELGRSVLV. 
%UDVVLFD�QDSXV possède des gènes &%)-like dont les transcrits s’ accumulent rapidement en 

réponse à des basses températures suivie par l’ expression des gènes %Q��� (Jaglo-Ottensen HW�
DO�� 2001). Le système des gènes &25 est également conservé chez les monocotylédones 

comme le blé où a été mis en évidence l’ expression de gènes possédant des séquences 

CRT/DRE. L’ expression du facteur de transcription TaDREB1 est fortement associée à 

l’ expression de WCS120 qui possède des séquences DRE sur son promoteur (Shen et al., 

2003). Le produit du gène WCOR15 qui possède au moins 3 séquences CRT/DRE s’ accumule 

dans les cellules de garde des chloroplastes (Takumi et al., 2003). 

Chez le pois, la littérature concernant les gènes induits au cours de l’ acclimatation au 

froid est pauvre. Kung et ses collègues (1998) ont mis en évidence l’ accumulation du transcrit 

peaci11.8 (Pea Cold Induced)�dès les 6 premières heures du traitement au froid et celle-ci 

reste élevée jusqu’ au 10ème jour. Le produit du gène 3($&,�����possède une séquence NTS 

(Nuclear Targeting Signal) qui supposerait son transport vers le noyau et des séquences 

homologues aux protéines LEA. 

 

Comme nous venons de le voir, la réponse cellulaire à basses températures a été 

principalement étudiée au niveau de la régulation de l’ expression des gènes et au niveau 

physiologique. Cependant, le nombre de métabolites trouvés dans une espèce excède le 

nombre de gènes impliqués dans la synthèse de ces métabolites. En effet, il existe plusieurs 

mécanismes qui permettent d’ obtenir plusieurs transcrits à partir d’ un gène, plusieurs 

protéines à partir d’ un transcrit et plusieurs produits à partir d’ une protéine. C’ est ainsi que de 

nouveaux domaines d’ analyse se sont développés. L’ analyse du transcriptome, c’ est à dire de 

l’ ensemble des ARNm présents à un stade donné, a déjà été réalisée dans des conditions de 

stress (froid, salinité et osmolarité) chez $UDELGRSVLV (Kreps HW� DO., 2002). Les résultats 
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montrent que 2409 gènes (30% du transcriptome) ont une expression qui varie de plus de 2 

fois en réponse aux 3 types de stress, et que la majorité des changements est spécifique au 

stimulus. Une analyse transcriptomique chez $UDELGRSVLV (Fowler et Thomashow, 2002) a 

mis en évidence que l’ expression des gènes &%) était également responsable de la répression 

de l’ expression de huit gènes au cours de l’ acclimatation au froid, indiquant ainsi qu’ en plus 

de l’ induction de gènes, une répression de gènes jouerait aussi un rôle important au cours de 

l’ acclimatation au froid. De plus, cette même étude a montré que 28% des gènes induits par 

l’ acclimatation au froid n’ étaient pas régulés par les facteurs de transcriptions CBF, ce qui 

suggère que ces gènes sont des membres de régulons différents. Provart et ses collègues 

(2003) ont réalisé une autre étude transcriptomique de la sensibilité aux basses températures 

chez $UDELGRSVLV. Cette étude a montré que 20% des transcrits des 8000 gènes analysés 

s’ accumulaient en réponse au froid. Les 634 gènes identifiés sont impliqués dans le 

métabolisme lipidique, le fonctionnement du chloroplaste, le métabolisme des carbohydrates 

et la détoxication des radicaux libres. Une étude similaire a été réalisée chez la canne à sucre 

exposée au froid pendant 48h. Trente quatre gènes induits par le froid ont été identifiés, ainsi 

que 25 gènes sous-exprimés pendant l’ exposition au froid (Nogueira HW�DO., 2003).  

L’ analyse du profil métabolique chez les végétaux nécessite une haute technologie car 

le nombre de métabolites synthétisés est estimé entre 90 000 à 200 000. L’ identification GH�
QRYR utilisant de nouvelles technologies de spectrométrie de masse couplées aux banques de 

données a déjà montré son efficacité sur des extraits de feuilles d’$UDELGRSVLV (aFiehn HW�DO., 
2000). De plus, les profils de 326 métabolites issus de 2 écotypes d’$UDELGRSVLV ont été 

comparés avec 2 mutants pour un gène. Une classification hiérarchique a révélé distinctement 

des phénotypes métaboliques différents pour chaque génotype (bFiehn HW�DO., 2000).  

Pour identifier les mécanismes moléculaires et biochimiques impliqués dans la 

réponse aux basses températures chez le pois, nous avons choisi une approche protéomique, 

c’ est à dire l’ identification des protéines présentes spécifiquement pendant l’ acclimatation au 

froid. Les modifications qualitatives et quantitatives des protéines peuvent être le reflêt soit du 

métabolisme des plantes qui croissent à des basses températures, soit spécifique du processus 

d’ acclimatation au froid. Uemura et Yoshida (1984) ont montré que des protéines du 

plasmalemme de plantes non acclimatées diminuent et même disparaissent, alors que de 

nouvelles protéines sont synthétisées au cours de l’ acclimatation. L’ apparition d’ un nouveau 

peptide peut cependant être la conséquence de la dégradation d’ une protéine ou d’ une 

modification post-traductionnelle différente de la protéine (Johnson-Flanagan et Singh, 1988). 

De même, la quantité d’ une protéine dans une cellule donnée résulte de l’ effet combiné de 
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plusieurs facteurs contrôlant l’ expression des gènes : la trancription et l’ épissage des gènes, 

les modifications post-transcriptionnelles et post-traductionnelles, la maturation et la 

dégradation des protéines. 

 

2. LA PROTEOMIQUE 
 

Le protéome est un terme utilisé pour la première fois en 1995 par Wasinger pour 

désigner l’ ensemble des produits fonctionnels exprimés par un génome à un moment précis en 

réponse à un environnement donné.  

Les trois raisons principales qui justifient l’ étude du protéome sont les suivantes. 

− le protéome, contrairement au génome, n’ est pas fixe pour un organisme. Il change selon 

le stade de développement, le tissu ou les conditions environnementales. Chaque type 

cellulaire ou tissulaire a son propre protéome, et cela ne représente qu’ une part du génome. 

− il y a plus de protéines dans le protéome que de gènes dans le génome, spécialement pour 

les eucaryotes. Le paradigme un gène- une protéine est dépassé. Un ARNm non mature peut 

conduire à plusieurs ARNm matures, de même qu’ une protéine peut subir des modifications 

post-traductionnelles différentes. 

− il n’ y a pas toujours de corrélation entre l’ abondance des ARNm et la quantité des 

protéines correspondantes dans la cellule (Anderson et Seilhamer, 1997). Une protéine peut 

être synthétisée sans que l’ ARNm soit présent longtemps, et on peut avoir beaucoup d’ ARNm 

et pas de traduction en protéine. 

 

2.1. Evolution des outils de la protéomique 

 

(OHFWURSKRUqVH�ELGLPHQVLRQQHOOH�
L’ étude du protéome (protéomique) dépend essentiellement d’ une technique : 

l’ électrophorèse en gel bidimensionnelle des protéines qui permet d’ étudier l’ expression de 

plusieurs centaines de gènes et de comparer les profils protéiques entre différents génotypes, 

conditions environnementales, étapes de développement, ou états physiopathologiques… 

 Traditionnellement lors de la première dimension, le gradient de pH de 

l’ isoélectrofocalisation est établi en utilisant les ampholytes. Cependant, les protéines étant 

elles-mêmes des particules chargées, en fonction de la quantité et de l’ ionisation des 

protéines, celles-ci vont affecter le gradient de pH qui se forme au cours de l’ électrophorèse, 

ce qui rend difficile l’ obtention d’ une bonne reproductibilité entre les gels. L’ importance 

grandissante de l’ étude du protéome a conduit au développement d’ une nouvelle méthode 
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d’ isoelectrofocalisation plus performante qui utilise des gels à gradient de pH immobilisé 

appelés gels IPG (Imobilized pH Gradient) (Görg, 1993). Ces gels présentent plusieurs 

avantages : une grande reproductibilité de la séparation en fonction de la charge, la capacité à 

séparer de grandes quantités de protéines, la possibilité de focaliser pendant des temps très 

important sans effet d’ électroendosmose, la capacité d’ utiliser un gradient de pH plus étroit et 

de séparer les protéines sur des gels pouvant aller de 18 à 24cm. La seconde dimension de 

l’ électrophorèse bidimensionnelle a également été améliorée afin de diminuer les variations 

expérimentales liées à la fabrication des gels et aux paramètres électriques de migration. 

Ainsi, on peut trouver dans le commerce des gels pré-coulés de 26x20cm à partir de la même 

solution et il est possible de faire migrer jusqu’ à 12 gels dans une même cuve de migration 

(EttanTM DALT Large Vertical System d’ Amersham). 

 

'pWHFWLRQ�GHV�SURWpLQHV�
La coloration au nitrate d’ argent permet la détection des protéines avec une sensibilité 

d’ environ 0,1 à 10 ng de protéines (Görg HW�DO., 2000 ; Corthals HW�DO., 2000). Il existe une 

relation linéaire entre l’ intensité du spot et la concentration en protéine à partir de 0,02 

ng/mm2 de protéine. Cependant les concentrations en protéines supérieures à 2 ng/mm2 

provoquent généralement la saturation des images à l’ argent et la coloration classique au 

nitrate d’ argent n’ est pas compatible avec les techniques de spectrométrie de masse. Le bleu 

de Coomassie R-250 compatible avec le MALDI-TOF (Matrix assisted laser desorption 

ionization time of flight) est capable de détecter jusqu’ au µg de protéines, mais il est de moins 

en moins utilisé au profit du bleu de Coomassie colloidal G-250, plus sensible qui peut 

détecter jusqu’ à 50 ng de protéines et pour lequel une relation linéaire entre l’ intensité d’ un 

spot et la quantité de protéines est validée jusqu’ à 1000 ng (Nishihara et Champion, 2002). 

Les colorations fluorescentes les plus récentes tel que Sypro apportent certains 

avantages techniques par rapport aux colorations à l’ argent ou au bleu de Coomassie. La 

coloration au Sypro fixe les protéines de façon non covalente (Steinberg HW DO�, 1996), ce qui 

permet de réaliser par la suite des transferts de membrane et cette révélation se fait en peu de 

temps (30 minutes). De plus, la coloration avec le Sypro Ruby a une plus grande sensibilité 

que la coloration au bleu Coomassie colloidal G-250, plus faible que celle au nitrate d’ argent 

mais compatible avec la spectrométrie de masse (Berggren HW�DO., 2000). La relation linéaire 

entre l’ intensité d’ un spot et la quantité de protéines est quand à elle constante jusqu’ à 1000ng 

comme pour le bleu de Coomassie colloidal G-250 (Nishihara et Champion, 2002). 
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$QDO\VH�LQIRUPDWLTXH�GHV�JHOV��'�
L’ analyse des gels se fait à l’ aide de logiciels d’ analyse d’ images qui n’ ont cessé de se 

développer pour rendre l’ analyse plus automatique et conviviale. Ces logiciels vont permettre 

d’ assigner chaque polypeptide individuel, de les comparer et de les quantifier. Les logiciels 

les plus commercialisés sont Image Master 2DPlantinium (Amersham), PDQuest (BioRad®) 

et Progenesis (PerkinElmer). 

 

6SHFWURPpWULH�GH�PDVVH�
La spectrométrie de masse utilisant le MALDI-TOF permet l’ acquisition de la masse 

de la protéine ou de peptides résultant d’ une hydrolyse enzymatique ou chimique. Cependant, 

lorsque le modèle est peu référencé dans les bases de données, les masses des peptides ne 

suffisent pas à identifier les protéines. La spectrométrie de masse en tandem, comme le ESI-

Q-TOF (Electrospray ionization quadripole time of flight) ou la trappe ionique, autorise une 

analyse plus fine permettant de réaliser des séquençages de peptides, ainsi que l’ identification 

des modifications post-traductionnelles qui peuvent influencer la charge, l’ hydrophobicité, la 

conformation et la stabilité de la protéine. Les modifications post-traductionnelles sont le plus 

couramment responsables de la localisation finale et de la fonction des protéines. L’ analyse 

des modifications post-traductionnelles par spectrométrie de masse consiste à déterminer la 

nature, la position et le nombre des protéines et d’ identifier des interactions entre une protéine 

et d’ autres protéines, ou avec des ligands ou de l’ ADN. Leur détermination peut permettre de 

retrouver la fonction d’ une protéine et d’ identifier les voies métaboliques dans lesquelles elle 

est impliquée (Lewis HW�DO., 2000). Ces données, enrichies d’ autres paramètres comme le pI 

(point isoélectrique), sont traitées au moyen de programmes bio-informatiques qui vont 

cribler des banques de données et mettre à la disposition de tous des informations concernant 

les différentes propriétés physiques, chimiques, biochimiques, physiologiques, génétiques, 

biologiques, immunologiques, architecturales, etc..., des protéines. 

 

%DVHV�GH�GRQQpHV�GH�JHOV��'�
Il existe maintenant des banques de données 2D-PAGE (Electrophorèse 

bidimensionnelle en gel de polyacrylamide) qui propose des banques d’ images de gel 2D qui 

peuvent servir de gel référence. Elles fournissent des informations concernant l’ identification 

des spots (masse moléculaire, point isoélectrique, nom de la protéine, méthode 

d’ identification, références bibliographiques et des références concernant d’ autres banques de 

données). SWISS-2DPAGE (Hoogland HW DO�, 2000) est une banque qui contient 1265 
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protéines identifiés sur 34 cartes de référence provenant de l’ homme, de la souris, de 

'LFRW\RVWHOLXP� GLVFRLGHXP, de 6DFFKDURP\FHV� FHUHYLVLDH et d’$UDELGRSVLV WKDOLDQD. Le 

tableau 1 résume quelques adresses de banques de données concernant uniquement les 

protéines des végétaux. Ces banques de données incluent des comparaisons des profils de 

polypeptides de plusieurs organes (racine, feuille, bourgeon, semence) de plantes ou de 

plusieurs tissus (cal, xylème, phloème) ou entre génotypes. De plus, des données 

physiologiques peuvent être accessibles tels que les effets des variations de saisons ou du 

déficit hydrique, aussi bien que des données génétiques telle que la localisation des gènes 

correspondants sur une carte génétique de liaison.  

 

Adresses Espèces 
www.expasy.org/cgi-bin/map2/def?ARABIDOPSIS 
www.rs.noda.sut.ac.jp/kamom/2de/2d.html 
www.pierroton.inra.fr/genetics/2D/ 
www.moulon.inra.fr/imgd/ 
semele.anu.edu.au/2d/2d.html 
 
www.noble.org/2dpage/intro.asp 

$UDELGRSVLV�WKDOLDQD�
$UDELGRSVLV�WKDOLDQD�
3LQXV�SLQDVWHU�
=HD�PD\V�
0HGLFDJR�WUXQFXODWD�
2U\]D�VDWLYD�
0HGLFDJR�WUXQFXODWD�
0HGLFDJR�VDWLYD�
/\FRSHUVLFRQ�HVFXOHQWXP�
/\FRSHUVLFRQ�DQQXP�
1LFRWLDQD�WREDFXP�
$UDELGRSVLV�WKDOLDQD�
1LFRWLDQD�EHQWKDPLDQD�
)HVWXFD�DUXQGLQDFHD�

 

7DEOHDX����%DQTXHV�GH�JHOV��'�FUpHV�SRXU�FHUWDLQHV�HVSqFHV�YpJpWDOHV��
 

2.2 Applications de la protéomique au monde végétal 

 

L’ analyse différentielle du protéome a déjà été fortement exploitée pour l’ étude des 

réponses aux stress environnementaux chez les végétaux afin de mieux comprendre les 

mécanismes de défense contre les stress abiotiques tels que l’ effet de la sécheresse (Salekdeh 

et al., 2002 ) et de l’ ozone (Agrawal et al., 2002) sur des feuilles de riz, l’ effet d’ un stress 

salin sur les racines de blé (Majoul et al., 2000) et sur les feuilles de riz (Abbasi et Komatsu, 

2004), l’ effet de l’ anoxie sur des racines de maïs prétraitées pendant 2 à 4 heures avec un 

environnement pauvre en oxygène (Chang et al., 2000), l’ effet de la compression du bois chez 

le pin maritime (Plomion et al., 2000) et les stress biotiques commme l’ effet d’ éliciteurs 

bactériens ou fongiques sur la phosphorylation des protéines végétales (Peck et al., 2001 ; 
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Xing et al., 2002). L’ étude du protéome a également été utilisée pour étudier des processus 

physiologiques spécifiques des végétaux, comme par exemple la germination chez 

Arabidopsis (Gallardo et al., 2002), les phénomènes de symbioses entre les légumineuses et 

les microorganismes (Bestel-Corre et al., 2002 ; Morris et Djordjevic, 2001), la sénescence 

des feuilles chez le trèfle blanc (Wilson et al., 2002), le passage de la germination au 

développement des graines de Ricinus communis au niveau du reticulum endoplasmique 

(Maltman et al., 2002), la caractérisation des protéines d’ anthères chez le riz (Imin et al., 

2001), l’ utilisation de l’ azote chez plusieurs variétés de blé (Bahrman et al., 2004), l’ étude de 

l’ embryogenèse somatique chez asperge (Dupire et al., 1999) et chez Medicago truncatula 

(Imin et al., 2004). L’ étude différentielle du protéome a été entreprise pour étudier les 

différences entre les principales voies métaboliques caractéristiques des organes : les feuilles, 

les racines et les graines chez le riz (Koller et al., 2002), les aiguilles et le xylème chez le pin 

maritime (Costa et al., 1999).  

Une étude (Mathesius et al., 2002) a permis de mettre en évidence l’ intérêt de la 

protéomique pour les comparaisons entre espèces. Cette comparaison de protéomes entre des 

espèces différentes et des genres d’ une même famille de plante a permis chez les Brassicacées 

(Marquès et al., 2001) d’ établir des distances génétiques entre les genres et de construire ainsi 

des arbres phylogéniques. Ceci peut permettre de raccourcir le passage entre le modèle et 

l’ espèce d’ intérêt agronomique. Une étude du protéome sur les graines de blé a été réalisée 

afin de permettre une identification plus rapide et efficace des cultivars (Skylas et al., 2001). 

Pour la génétique moléculaire quantitative, la protéomique peut être utilisée pour 

cartographier les gènes et loci contrôlant l’ expression des protéines responsables de la 

variation de caractères phénotypiques complexes. Quand on compare les profils protéiques de 

deux lignées différentes, on peut observer des déviations de position de protéines appelées PS 

(position shifts). L’ explication des PS est que deux spots correspondent à des formes 

alléliques de la même protéine (Touzet et al., 1995). Les PS sont causées par le 

polymorphisme des gènes codant des protéines différentes, les loci des PS sur les cartes 

génétiques correspondent à la localisation des gènes structuraux des protéines. 

L’ électrophorèse bidimensionnelle peut être utilisée pour trouver des gènes candidats 

responsables de la variation quantitative d’ un caractère par l’ identification des protéines qui 

sont régulées par des variations physiologiques ou du développement et par la cartographie 

des facteurs contrôlant la quantité de la protéine codée nommée PQL (Protein quantity loci) 

(Damerval et al., 1994). 



Analyse bibliographique 

 40 

Des exemples de fractionnement tissulaire ont eu lieu dans l’ analyse protéomique de 

plantes. La plupart des études ont commencé par séparer la plante en au moins 3 tissus 

majeurs : le système foliaire, le système racinaire et la graine (Porubleva et al. 2001 ; 

Mathesius et al., 2001 ; Gallardo et al., 2002). Bien que les tissus proviennent de la même 

plante, ils produisent un très grand nombre de profils protéiques différents. Afin de réduire la 

complexité des échantillons, l’ étape suivante a consisté à isoler des fractions subcellulaires en 

utilisant une combinaison de techniques biochimiques standards et des méthodologies 

protéomiques. Cela a déjà été rapporté pour différentes organelles comme la caractérisation 

protéomique de la mitochondrie pour étudier les voies métaboliques au cours du 

développement des plantes chez le pois (Bardel et al., 2002) et chez Arabidopsis (Kruft et al., 

2001 ; Millar et al., 2001), du chloroplaste (Peltier et al., 2000), de la membrane 

chloroplastique (Seigneurin-Berny et al., 1999), et de la matrice extracellulaire sur des 

suspensions cellulaires d’ Arabidopsis (Ndimba et al., 2003).  

Tout récemment, une étude protéomique sur l’ acclimatation au froid (Kawamura et 

Uemura, 2003) a été réalisée sur les membranes chloroplastiques d’ Arabidopsis. Trente huit 

protéines dont l’ expression quantitative est modifiée au cours de l’ acclimatation au froid dés 

le premier jour ont été identifiées. Parmi ces protéines, on retrouve celles associées à la 

réparation des membranes plasmiques et à leur protection contre les stress osmotiques, mais 

aussi à l’ augmentation de la fixation du CO2 et de la protéolyse. 

 

3. CADRE DE L’ETUDE 
 

3.1. Description du pois 

Le pois ((PEUDQFKHPHQW�: 6SHUPDWRSK\WD ; 6RXV� HPEUDQFKHPHQW : 
0DJQROLRSK\WD ; &ODVVH : 0DJQROLRSVLGD ; )DPLOOH : 3DSLOLRQDFHDH ; *HQUH�HW�HVSqFH : 3LVXP�
VDWLYXP)�est une plante annuelle cultivée essentiellement dans le Midi et l’ Ouest de la France. 

Il existe plusieurs types et utilisations différentes du pois, parmi lesquels on retrouve : 

¾ OH� SRLV� IRXUUDJHU : ces variétés produisent une quantité élevée de matière verte à 

l’ hectare mais très peu de graines et les gousses sont petites. Elles sont cultivées pour une 

production de fourrage vert destiné à l’ alimentation animale après ensilage. Ces variétés 

présentent des caractéristiques morphologiques particulières liées à une certaine résistance au 

gel.  

¾ OH�SRLV�SURWpDJLQHX[�: il est utilisé en grain sec dans l’ alimentation animale. Il constitue 

un apport protéique (25% de protéines) et énergétique (50% d’ amidon).  
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Le pois, riche en énergie, en protéines et en lysine, est particulièrement bien adapté à 

l’ alimentation des porcs. 

 

3.2. Historique 

L’ augmentation régulière de la consommation de viande et de produits animaux furent 

les principales raisons du développement de l’ élevage français, et de son industrialisation. 

Dans ces conditions, les fourrages et les céréales ne suffisaient plus à assurer les besoins 

protéiques des animaux qui doivent recevoir en supplément un aliment composé de matières 

riches en protéines (MRP) pour lesquelles la France reste déficitaire et donc dépendante vis à 

vis de l’ étranger (92% des tourteaux de soja consommés sont importés des Etats-Unis). En 

1973, cette dépendance en MRP s’ est faite ressentir suite à l’ embargo des Etats-Unis. Un 

programme de recherche visant à développer des plantes riches en protéines adaptées aux 

conditions agroclimatiques françaises a été mis en place. Le pois fait parti des plantes 

possédant ces critères intéressants. 

Cependant, jusqu’ à aujourd’ hui les rendements de la culture de pois sont variables 

(Figure 4). Aussi, les sélectionneurs ont eu l’ idée de créer un type « hiver » chez le pois 

protéagineux avec un semis d’ automne. La précocité du semis va conduire à une 

augmentation de la production de la biomasse due à l’ allongement de la durée du cycle 

végétatif, et le gain de la précocité à la floraison permettra d’ éviter les stress hydriques, 

thermiques (sécheresse et chaleur liées à la fin de cycle) et parasitaire responsables de la 

baisse du rendement. D’ autre part, le semis d’ automne présente d’ autres avantages agricoles, 

économiques et environnementaux. Il permet d’ éviter de semer le pois dans des terres 

difficiles à travailler au printemps (terres lourdes, argileuses et battantes), d’ assurer la 

couverture du sol durant l’ hiver, et donc de limiter les risques de lessivage d’ azote.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
)LJXUH����6XUIDFH�HW�UHQGHPHQW�GX�SRLV�GH������j������HQ�)UDQFH f ��
                                                
6 g�h�i3j�k�l�m&n�oph�q6q
r m�m3r h�sut/vxwpt/y{z |$}(~�� �3�(j���m0m�h�i3j�k�l�mF�(j�h�� l�m�m�r h�s�s�l�� � l�m
l���s���� r h�s���� l�m6� ��h(i3jF�������0�#���������!�  
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Un semis d’ automne implique que le pois d’ hiver présente une résistance aux stress 

biotiques (maladies), mais surtout abiotiques, notamment face au gel au cours de l’ hiver. 

C’ est ainsi qu’ au début des années 70, l’ INRA a obtenu la première variété de pois d’ hiver 

résistant au froid : Frimas ; issue d’ un croisement entre Champagne (pois fourrager) et Vitalis 

(pois potager). Dans les années 90, l’ INRA a maintenu un programme d’ amélioration 

variétale, accompagné de la recherche d’ outils de sélection pour la résistance au gel. 

 

3.3. Etudes en cours sur la tolérance au gel du pois 

Un programme de recherche sur l’ étude de la tolérance au gel chez le pois a été mis en 

place afin de caractériser les mécanismes qui surviennent au cours de l’ acclimatation au froid 

et qui conférent une tolérance au gel. L’ ensembles des études repose essentiellement sur 2 

variétés de pois, Champagne, pois fourrager tolérant au gel apres acclimatation au froid, et 

Térèse, pois protéagineux, sensible au gel même après une exposition à des basses 

températures, ainsi que sur des lignées recombinantes F9 issues du croisement Champagne x 

Térèse.  

Une des études incluse dans le programme d’ amélioration végétale a pour but 

d’ identifier les locus impliqués dans la résistance au gel et dans la précocité de floraison. En 

effet, l’ initiation florale est responsable d’ une augmentation de la sensibilité des plantes au 

gel. Ainsi le principal objectif de cette étude est de sélectionner des génotypes ayant une 

initiation florale retardée tout en gardant une précocité de floraison suffisante pour éviter les 

stress hydriques et thermiques de fin de cycle, préjudiciable au rendement. Les deux gènes 

majeurs contrôlant le maintien à l’ état végétatif chez le pois sont /I� (Late flowering)� qui 

détermine la précocité intrinsèque des variétés et +U (High response) qui amplifie la 

sensibilité à la photopériode et bloque le passage des bourgeons à l’ état reproducteur en jour 

court (Lejeune-Hénaut HW�DO., 1999). Le génotypage pour le locus +U a été réalisé pour 146 

lignées F9 et a permis de localiser le gène +U sur la carte génétique des lignées 

recombinantes. De plus, 4 QTL (Quantitatif trait loci) déterminant le niveau de résistance au 

gel chez le pois ont pu être localisés et le QTL le plus significatif colocalise avec le locus +U. 
De même, 4 autres QTL liés au début de floraison et à la durée de la floraison ont été mis en 

évidence. 

Ainsi, pour permettre de localiser les QTL représentatifs des fonctions mises en place 

au cours de l’ acclimatation au froid et d’ identifier les gènes candidats correspondants, 

d’ autres études menées en parallèle en collaboration avec l’ INRA de Péronne, l’ Université de 

Jules Vernes et l’ ISA de Beauvais, et l’ USTL ont été mises en œuvres. Elles concernent 
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l’ étude de l’ expression des ARNm (le transcriptome) et des protéines (le protéome) au cours 

de l’ acclimatation au froid chez Champagne et Térèse, mais également, des mesures de la 

pression osmotique, de la conductimétrie, de la teneur en solutés, de l’ activité des enzymes de 

la photosynthèse et de la composition et fluidité des membranes. 

 

3.4. Démarche et objectif de notre étude 

Notre participation dans ce programme de recherche a consisté en l’ étude des 

variations de la composition de certains métabolites connus pour s’ accumuler au cours de 

l’ acclimatation au froid et des variations du protéome au cours de l’ acclimatation au froid 

chez le pois.  

Notre travail concernant le dosage des métabolites, détaillée dans la partie 1, repose 

sur l’ étude de la répartition du carbone chez plusieurs variétés de pois réalisée par Bourion et 

ses collègues (2003) qui a mis en évidence une accumulation des sucres solubles 3 fois plus 

élevée chez Champagne que chez Térèse au cours de l’ acclimatation au froid. Les objectifs de 

notre travail ont été : i) d’ identifier les sucres solubles responsables de l’ accumulation du 

contenu en sucres solubles, ii) de mettre en évidence l’ accumulation d’ autres métabolites au 

cours de l’ acclimatation au froid iii) de déterminer une relation entre l’ accumulation des 

sucres solubles et des métabolites et l’ acquisition de la tolérance au gel après acclimatation au 

froid. Pour réaliser cette étude, les deux génotypes extrêmes pour leur réponse à 

l’ acclimatation au froid, Champagne, tolérant au gel et Térèse sensible au gel ont été utilsées, 

ainsi que 59 lignées recombinantes issues du croisement des deux génotypes. Pendant les 

différents phases du développement en condition de culture contrôlée, les contenus en 

saccharose, glucose, fructose, raffinose et stachyose ont été déterminés dans l’ appareil aérien 

et racinaire de Champagne et Térèse, ainsi que les contenus en amidon, en acides organiques 

(malate, citrate et succinate) et en proline. En conditions de culture en champ, les contenus en 

sucres solubles ont été également déterminés chez Champagne et Térèse et les 59 lignées 

recombinantes. 

Le travail réalisé sur l’ étude des modifications du protéome au cours de 

l’ acclimatation au froid a consisté à la mise en oeuvre d’ une méthode d’ analyse des variations 

du profil protéique, présentée en partie 2. Nous avons focalisé ce travail sur l’ anayse des 

variations qualitatives (présence/absence) afin: i) de mettre en évidence les variations de 

l’ expression des protéines spécifiques de l’ acclimatation au froid, ii) d’ identifier ces protéines 

et les métabolismes dans lesquels elles sont impliquées et iii) de déterminer les mécanismes 

qui interviennent au cours de l’ acclimatation au froid et qui sont critiques pour l’ acquisition 
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de la tolérance au gel. Cette étude a été réalisée à partir de la même expérimentation en 

condition de culture contrôlée mise en place pour l’ étude des métabolites 

 Le travail décrit dans la dernière partie du manuscrit, aborde une étude technique 

réalisée afin d’ évaluer les variations expérimentales survenant lors d’ une analyse des 

variations quantitatives du protéome. Cette étude compare deux méthodes de coloration 

(nitrate d’ argent et Sypro Ruby) et deux méthodes de constitution des échantillons. 
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1. MATERIEL VEGETAL ET CONDITIONS EXPERIMENTALES 
 

1.1. Présentation des génotypes et méthode d’évaluation de la tolérance au gel 

Les deux génotypes utilisés sont : 

− Champagne, pois fourrager, résistant au gel après la phase d’ acclimatation.�
− Térèse, pois protéagineux, sensible au gel (ne survit pas) après la phase 

d’ acclimatation.�
 Ces deux génotypes ont été croisés et les individus issus de la F2 ont été utilisés pour 

obtenir par autofécondations successives 164 lignées recombinantes en F9.  

 Afin d’ étudier le phénomène d’ acclimatation au froid nécessaire à l’ induction de la 

tolérance au gel du pois cultivé en champ pendant l’ hiver, la mise au point d’ un test de gel à –

8°C après une phase d’ acclimatation a été réalisé sur une douzaine de génotypes par l’ équipe 

d’ Amélioration génétique des plantes de l’ INRA de Mons-Péronne. Ce test de gel a nécessité 

la mise en place d’ un système de notation des dégâts (Figure 5) du gel pour permettre de 

caractériser la réponse au gel des génotypes. 

 

�
�
�
�
�
�
�
�
�
)LJXUH� ��� 6FKpPD� GH� O¶pFKHOOH� GH� QRWDWLRQ� GH� OD� WROpUDQFH� DX� JHO� HQ� IRQFWLRQ� GHV�
GpJkWV�FDXVpV�SDU�OH�JHO�VXU�O¶DSSDUHLO�DpULHQ�GX�SRLV��
�

1.2. Protocole expérimental�
�
&RQGLWLRQV�GH�FXOWXUH�HW�SUpOqYHPHQW�GHV�SODQWXOHV�HQ�FRQGLWLRQV�FRQWU{OpHV��)LJXUH���

La croissance des plantes est réalisée à température contrôlée dans une chambre de 

culture de la station INRA de Génétique et d’ Amélioration des Plantes localisée à Mons-

Péronne en France. Le nombre de PAR (Photosynthetically active radiation) reçu par les 

plantes est de ~250 µmol de photons.m-2.sec-1. La lumière artificielle est émise par des lampes 
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5 t out  est  br ûlé 
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fluorescentes (Flou compactes®, Philips; Fluora® and Biolux®, OSRAM). Les graines sont 

mises à germer en terrines avec des températures de 19°C le jour et 12°C la nuit pendant 11 

jours avec une photopériode de 10 heures de lumière. Les plantes sont ensuite soumises à 10 

jours d’ acclimatation au froid avec 10°C le jour et 2°C la nuit. Des plantes contrôles (non 

acclimatées) sont conservées à 19°C le jour et 12°C la nuit jusqu’ à 15 jours de croissance. 

Toutes les plantes (dont les plantes contrôles) vont ensuite subir pendant 4 jours une période 

de gel à –8°C la nuit et 6°C le jour et 8 heures de lumière. Finalement les plantes sont 

replacées à 16°C le jour et 5°C la nuit pendant 8 jours afin de constater les effets du gel sur les 

deux génotypes après ou non une phase d’ acclimatation. Les températures et les 

photopériodes des phases d’ acclimatation, du stress gel et du réchauffement correspondent 

aux températures moyennes et aux photopériodes rencontrées respectivement en Novembre-

Décembre, en Janvier et en Mai dans le nord de la France (Lejeune HW�DO., 1999).  

Trois répétitions de 5 et 10 plantes ont été réalisées respectivement pour l’ étude des 

métabolites et du protéome pendant les quatre phases de l’ expérimentation. 

Le choix des dates de prélèvements a été fait en fonction du nombre de degré jour reçu 

par les plantes en utilisant 0°C comme température de base (Etévé HW�DO�, 1982). 

Cinq prélèvements ont été réalisés (Figure 6): 

¾ après 149 degrés jours de culture (P1). 

¾ après 190 degrés jours de culture pour les plantes acclimatées (P2). 

¾ après 217 degrés jours de culture pour les plantes contrôles et acclimatées (P3). 

¾ après 222 degrés jours de culture pour les plantes contrôles et acclimatées (P4). 

¾ après 299 degrés jours de culture pour les plantes contrôles et acclimatées (P5). 

  À chaque stade de prélèvement, une notation, qui correspond au nombre de feuilles 

complètement développées est réalisée afin d’ évaluer le stade de développement des plantes, 

ce qui permet ainsi de suivre le rythme de croissance des plantes au cours de la phase 

d’ acclimatation pour chaque génotype.  
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&RQGLWLRQV�GH�FXOWXUH�HW�SUpOqYHPHQWV�GHV�SODQWXOHV�HQ�FKDPS��
Les génotypes Champagne et Térèse et les 59 lignées recombinantes ont été cultivés 

en champ à l’ INRA de Theix. Les graines ont été semées le 27 octobre 2002. Les 

températures dans l’ air et le sol ont été mesurées avec des sondes dispersées dans la parcelle 

de l’ expérimentation. Trois répétitions de l’ appareil aérien de 5 plantes ont été prélevées le 3 

décembre 2002, pendant une période de basses températures non gélives. Dans le but 

d’ évaluer les dommages causées par le gel, l’ expérimentation a été maintenue jusqu’ au 20 

janvier 2003 et s’ est terminée par la notation de la tolérance au gel des plantes en utilisant 

l’ échelle de notes prédéfinie. 

 

2. ANALYSE DU CONTENU EN COMPOSES CARBONES 
 
 L’ étude du contenu en composés carbonés a été réalisée sur l’ appareil aérien et 

racinaire de Champagne et Térèse en chambre climatisée pour les différents stades de 

prélèvement P1 à P5 (moins P2) et sur l’ appareil aérien de Champagne, Térèse et 59 des 

lignées recombinantes cultivés en champ et prélevés pendant une période de basses 

températures non gélives. 

 

2.1. Mesure de la matière fraîche et de la matière sèche 

Les appareils aérien et racinaire des plantules sont dissociés. La matière fraîche est 

rapidement pesée et lyophilisée pendant 48 heures. Le matériel séché est pesé et le contenu en 

eau déterminé.  

 

2.2. Dosage des sucres solubles et des acides organiques 

  Les échantillons foliaires et racinaires de chaque stade sont broyés dans l’ azote 

liquide et lyophilisés. Dix à 20 mg de matériel foliaire et racinaire broyés sont extraits dans de 

l’ éthanol 80% à 70°C pendant 30 min. Les échantillons sont ensuite centrifugés pendant 10 

min à 3500 g. Le surnageant est prélevé et conservé à 4°C pour l’ extraction de l’ amidon. Le 

culot est resuspendu dans de l’ éthanol 80% et placé à 70°C pendant 15 min. L’ extraction à 

chaud est à nouveau répétée. Les trois surnageants sont mélangés et séchés au speed vac. Le 

résidu ainsi obtenu est dissout dans 100 à 150 µL d’ eau distillée, puis filtré avec des filtres de 

0,45 µm. Vingt µL de chaque échantillon sont analysés par HPLC utilisant une colonne IOA-

1000 (Alltech) et un détecteur par réfractométrie (Refractomonitor IV). Pour séparer tous les 

pics de sucres et d’ acides organiques, deux injections pour chaque échantillon sont réalisées. 

Pour la première injection, la température de la colonne est de 40°C et le flux de la phase 
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mobile, un solution d’ H2SO4 (0.0085N), est de 0,4 mL/min. Pour la deuxième injection, la 

colonne est placée à une température de 25°C et le flux de la phase mobile est élevé à 0,6 

mL/min. Une gamme étalon de standards de chaque sucre et acide organique ainsi qu’ un 

mélange sont réalises afin d’ identifier et de quantifier les sucres et les acides organiques 

séparés par la colonne en comparant les temps de rétention et les aires des pics. 

 

2.3. Dosage de l’amidon 

Pour déterminer la concentration en amidon, les surnageants obtenus après extraction 

des sucres, ont été séchés. Le protocole de dosage du kit Enzymatic BioAnalysis de R-

Biopharm a été suivi. Le culot obtenu est resuspendu dans 100 µL d’ une solution d’ HCl 

(32%) et placé à 60°C pendant 1 heure. Le pH est ensuite ajusté à 4,5 avec une solution de 

NaOH 5 M. Cent µL d’ amyloglucosidase sont ajoutés aux échantillons qui sont ensuite placés 

à 60°C pendant 30 min. Les tubes sont centrifugés à 2000 g pendant 15 min, et le surnageant 

est évaporé jusqu’ à réduction à 100 µL d’ échantillon. La quantité d’ amidon correspond au 

dosage du glucose contenu dans le surnageant. 

 

2.4. Dosage de la proline 

Le dosage de la proline a été réalisé selon le protocol décrit par Bates et ses collègues 

(1973). Cinquante mg de matière sèche de chaque échantillon sont broyés puis extraits avec 2 

mL d’ acide sulfosalicylique 3% et ensuite centrifugés à 14 000 g pendant 10 min. Un mL de 

surnageant est ajouté à 1 mL d’ une solution d’ acide nynhydrique et 1 mL d’ acétique acétique 

glacial. Les échantillons sont incubés pendant 1 heure dans un bain d’ eau bouillante, puis 

refroidis dans la glace. Les échantillons sont ensuite mélangés avec 2 mL de toluène. Après 

séparation des phases, l’ absorbance de la phase organique est mesurée à 520 nm et comparée 

avec la courbe étalon d’ une gamme de proline. 

 

2.5. Analyse statistique 

 Les teneurs des éléments dosés ont été soumis à une analyse statistique pour tester les 

différences entre les stades et les génotypes. Pour cela, une analyse de variance utilisant une 

procédure GLM a été réalisée à partir de SAS (SAS Institute Inc. 1989). Les différences 

significatives des moyennes ont été testées avec le test de Student-Newman-Keuls avec un de 

indice de confiance 95%. Un test de corrélation de Pearson a été réalisé afin de déterminer les 

corrélations entre les teneurs en sucres et les notes de tolérance au gel au seuil de 0.01. 
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3. ANALYSE DU PROTEOME 
 

L’ étude du contenu protéique de Champagne et de Térèse est réalisée séparément pour 

le bourgeon apical, le système foliaire (stipules et folioles pour Champagne, stipules et vrilles 

pour Térèse), la tige et le système racinaire, aux différents stades de la cinétique des plantes 

contrôles et des plantes endurcies. Cela correspond à 60 conditions différentes à analyser. De 

plus 3 répétitions de 10 plantules pour chaque condition ont été prélevées. Par répétition les 

plantules ont été mélangées afin de constituer un échantillon protéique.  

 

3.1. Extraction et dosage des protéines  

 L’ extraction des protéines est réalisée selon le protocole décrit par Boyer et DO. (1993). 

Les tissus conservés à –80°C sont broyés dans un mortier avec de l’ azote liquide jusqu’ à 

obtention d’ une poudre. Les protéines sont extraites dans 1 mL de tampon d’ extraction 1 

(Annexe 1) et précipitées à –20°C pendant au moins 45 min. Le mélange est ensuite 

centrifugé à 25 000 g à 4°C pendant 20 min. Le culot est repris dans 1mL de tampon 

d’ extraction 2 (Annexe 1) et les protéines sont précipitées à nouveau pendant 45 min à –20°C. 

Après centrifugation à 4°C pendant 20 min, l’ étape de précipitation est répétée une nouvelle 

fois. Après élimination du surnageant, le culot est séché à température ambiante. Les 

protéines sont solubilisées pendant au moins deux heures à température ambiante (20-22°C) à 

une concentration finale de 60 µL.mg-1 dans un tampon de solubilisation (Annexe 1). Le 

dosage des protéines est réalisé à l’ aide du Kit BioRad® Dc Protein Assay. 

 

3.2. Séparation des protéines par électrophorèse bidimensionnelle 

 

6pSDUDWLRQ�HQ�IRQFWLRQ�GX�S,�SDU�LVRpOHFWURIRFDOLVDWLRQ�DYHF�LPPRELOLQHV�
La première dimension a été réalisée sur des gels IPG (BioRad®, 170 mm, linéaire pH 

4 à 7) en utilisant le système PROTEAN® IEFCell de BioRad®. L’ IEF est précédée par une 

réhydratation des gels. Quatre-vingt µg de protéines sont mélangées au tampon de 

réhydratation (Annexe 2). Une réhydratation active (avec passage d’ une tension de 50 V) est 

appliquée pendant 16 heures. A la fin de la réhydratation du gel, des mèches de papier 

absorbant imbibées d’ eau sont placées entre les extrémités du gel et les électrodes. 

La focalisation qui se fait en trois étapes est ensuite réalisée: montée progressive à 250 

V pendant 1heure, montée rapide à 8000 V pendant 5 heures et application de 8000 V jusqu’ à 

atteindre 150000 Vh. A la fin de la focalisation les gels IPG sont conservés à -80°C dans un 

tampon d’ équilibration avant de réaliser la seconde dimension. 
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Pour une électrophorèse préparative, la quantité d’ échantillon déposée en 1ère 

dimension est plus importante, jusqu’ à 250 µg de protéines tout en respectant le volume 

maximum de 400 µL et le rapport 1 volume d’ échantillon pour au moins 4 volumes de 

tampon de réhydratation. 

 

6pSDUDWLRQ�HQ�IRQFWLRQ�GH�OD�PDVVH�PROpFXODLUH�SDU�pOHFWURSKRUqVH�6'6�3$*(��
  Les gels IPG sont préalablement équilibrés avec un tampon d’ équilibration 1 

dénaturant (Annexe 2) pendant 15 minutes puis à nouveau 15 minutes dans un tampon 

d’ équilibration 2 (Annexe 2). Les gels de 2ème dimension (200 x 185 x1 mm) à 11% (Annexe 

2) sont montées sur un support (Protean II xi Cell) et réfrigéré à 10°C pendant la migration. 

Les gels IPG sont déposés au sommet des gels de 2ème dimension dans une solution d’ agarose 

LMP (Low melting point) 0,5% préparée dans le tampon de migration. La migration est 

réalisée par application d’ une tension de 50 V pendant une heure puis de 350 V. La migration 

prend fin lorsque le front de migration, mis en évidence par le bleu de bromophénol, atteint le 

bas du gel.  

 

0pWKRGHV�GH�FRORUDWLRQ�GHV�SURWpLQHV�
Pour réaliser l’ étude analytique des variations de l’ expression des protéines, la 

méthode de coloration des protéines utilisée est celle de Blum et DO� (1987) qui est basée sur la 

réduction ionique de l’ argent. A la fin de la migration, les gels sont placés dans une solution 

fixatrice (Annexe 3) pendant 2 heures. Après fixation des protéines, le gel est rincé trois fois 

dans l’ éthanol 50% (v/v) pendant 20 min, puis plongé dans une solution de prétraitement 

(Annexe 3) pendant une minute. Le gel est ensuite rincé trois fois à l’ eau ultrapure pendant 20 

secondes puis placé pendant 20 min dans la solution d’ imprégnation du nitrate d’ argent 

(Annexe 3) nitrate d’ argent 0,1% et formaldéhyde (37%) 0,075%. Après deux lavages rapides 

à l’ eau ultrapure les gels sont révélés avec une solution de révélation (Annexe 3). La réaction 

est stoppée par remplacement de la solution de révélation par la solution fixatrice (sans 

formaldéhyde). Les gels sont ensuite conservés dans l’ éthanol 50% jusqu’ au moment du scan. 

Pour la réalisation des gels préparatifs, à la fin de la seconde dimension, les protéines 

sont fixées pendant deux heures dans 300 mL par gel d’ une solution d’ éthanol 40% et d’ acide 

acétique 10%. Les gels sont ensuite incubés dans 300 mL de Sypro Ruby toute une nuit. Puis 

ils sont rincés, tout d’ abord pendant deux heures dans 300 mL d’ éthanol 30% et acide 

acétique 7%, puis au moins deux heures dans l’ eau distillée. 
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3.3. Traitement informatique des données  

��
$QDO\VH�TXDOLWDWLYH�GHV�GRQQpHV�SURWpLTXHV�

L’ analyse et la comparaison des gels révélés s’ effectuent à l’ aide du logiciel 2D 

Analyser (Bioimage®) à partir d’ une station SUN® Sparcstation 20. Avant séchage, les gels 

sont numérisés avec un scanner Sharp JX-330. La quantification de spots requiert la 

calibration du scanner à l’ aide d’ une gamme d’ intensités standard connues. La détection des 

spots est suivie par une correction visuelle. L’ analyse qualitative est basée sur l’ intensité 

intégrée de la gaussienne de chaque spot, qui représente le volume de chaque spot calculée 

par la somme de chaque pixel à l’ intérieur du contour du spot (air x hauteur) moins le bruit de 

fond. Au moment de la comparaison des gels entre eux, une normalisation de l’ intensité des 

spots est réalisée en utilisant le rapport de l’ intensité du spot et l’ intensité total des spots 

présents sur le gel. L’ alignement des gels est réalisé grâce à la sélection de 15 à 20 spots 

comme marqueurs. La comparaison est réalisée selon le schéma décrit dans la Figure 7.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

)LJXUH����0pWKRGH�GH�FRPSDUDLVRQ�GHV�SURILOV�SURWpLTXHV�SRXU�FKDTXH�RUJDQH Ó ��
 

Un gel composite à partir de l’ alignement des gels a été construit (nombre de gels = 3 

répétitions x 2 génotypes x 7 échantillons = 42 pour les organes feuille, bourgeon, et tige ; 

nombre de gels = 3 répétitions x 2 génotypes x 9 échantillons = 54 pour l’ organe racine), 

contenant tous les spots observés pour chaque organe séparément. 

Les gels colorés au Sypro Ruby pour l’ étude de la reproductibilité qualitative et 

quantitative réalisée dans le chapître 3, sont scannés avec le système d’ acquisition d’ images 
                                                ÔKÂ/Ë�Ì�¼KÊ3Ñ�¹ Î Ì�¶2·�¸ ¹�º�¶Õº�¶6»�¼�½�¾ ¶�¿!¶�À6¶�Á�¸ Ä�»�Ë(Ì3¼p¾ ¶�·#º�¶�Ì1Ö×¶!Ö�»�½�¼ Í À#¶�Á�¸ ¹�¸ Í Ë�Á�·)¶�¸(¾ ¶�·)º�¶�Ì1ÖÕØ�½�Á�Ë�¸ Ù�»�¶�·�Ä/¸ ¼�Ë Í ·#¼�½�»�½�¸ Í ¸ Í Ë�Á�·)º�¶¾ ¹ÚÀ Í Ø�¼�¹�¸ Í Ë�ÁÛº�¶�·Ü»(¼�Ë�¸ ½ Í Á�¶�·ÝË�Á�¸0½�¸ ½Þ¼�½�¹�¾ Í ·�½�¶�·�Ò
ß/Ñ�¹ Î Ì�¶Ú¼�½!»$½�¸ Í ¸ Í Ë�ÁÛÊ�Ë�¼�¼�¶�·1»�Ë�Á�ºáàÞ¾ â ¶!Ö(¸ ¼�¹�Ê�¸ Í Ë�ÁÛº�¶�·ã»(¼�Ë�¸ ½ Í Á�¶�·Þº�â Ì�ÁÀ6½�¾ ¹�Á�Ø�¶6º�¶NÃ�äF»�¾ ¹�Á�¸ ¶�·�Ò



Matériel et Méthodes 

 53  

TYPHOON (APBiotech) et analysés avec le logiciel Progenesis Workstation Version 2003.01 

(APBiotech). La détection automatique des spots pour chaque gel est suivie d’ une correction 

manuelle. Le gel ayant le plus grand nombre de spots détectés est choisi comme gel de 

référence. La soustraction du bruit de fond est réalisée et les spots sur le gel de référence sont 

appariés aux spots présents sur les autres répétitions en utilisant la méthode combinant le 

« warping » et l’ appariement. Une vérification et une correction manuelle des spots appariés 

sur les gels sont réalisées. L’ intensité des spots de chaque gel est normalisée et est utilisée 

pour les calculs statistiques des niveaux d’ expression des protéines.  

 

&ODVVLILFDWLRQ�KLpUDUFKLTXH�
Seuls les spots présents sur les trois répétitions des conditions où ils apparaîssent sont 

utilisés pour réaliser l’ analyse de l’ expression différentielles des protéines. Pour réaliser la 

classification hiérarchique des protéines en fonction de leur expression quantitative au cours 

de la cinétique contrôle (sans acclimatation) et la cinétique avec acclimatation, nous avons 

utilisé deux logiciels, le premier nommé Cluster sert à normaliser les valeurs du tableau et à 

calculer les distances, et le second nommé Tree permet de visualiser la classification 

hiérarchique des données (ces deux logiciels sont téléchargeables sur 

rana.lbl.gov/EisenSoftware.htm). La méthode de classification utilise des algorithmes 

standards pour ranger les protéines en fonction de la similarité de leur profil d’ expression. 

L’ algorithme de la classification hiérarchique est basé sur la méthode de liaison moyenne de 

Sokal et Michener (1958). Les relations entre les protéines sont représentées par un arbre dont 

la longueur des branches reflète le degré de similarité entre les protéines. A chaque date de la 

cinétique, une couleur est associée à chaque protéine en fonction de son expression 

quantitative et qualitative (Eisen HW�DO. 1998). 

 

3.4. Identification des protéines 

 

'LJHVWLRQ�GHV�SURWpLQHV�
Les spots découpés sur les gels sont déshydratés avec 100 µL d’ acétonitrile (ACN) 

pendant 1 heure. La digestion est réalisée automatiquement par le système ProGest (Genomic 

Solutions). Les spots d’ intérêts découpés sont placés dans des microplaques de 96 puits 

adaptées au système de digestion. Un morceau de gel dépourvu de spots est également 

découpé pour servir de témoin négatif au moment de l’ analyse. Les spots sont rincés trois fois 

avec une solution d’ acide acétique 10% et éthanol 40% pendant 15 min suivie par 4 cycles de 
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lavages à l’ ACN et au NH4HCO3 50 mM pendant 30 min. Les protéines sont ensuite digérées 

dans un tampon de trypsine modifiée (Promega) pendant 4 h 30 à 37°C, pH 7,5. Les peptides 

générés sont extraits du gel avec un tampon TFA (acide trifluoroacétique) 0,5% et ACN 10% 

pendant 20 min suivi par un tampon TFA 0,2% et ACN 83% pendant 20 min. Les 

échantillons sont séchés au speed vac et solubilisés dans une solution tampon (TFA 0,08%, 

HBFA (acide heptafluorobutyrique) 0,02%, ACN 3%). 

 

&RXSODJH�FKURPDWRJUDSKLH�OLTXLGH�FDSLOODLUH�VSHFWURPpWULH�GH�PDVVH�HQ�WDQGHP�
Cinq microlitres d’ échantillon sont injectés dans la chromatographie liquide capillaire 

(LC packing, Dionex). Les échantillons sont tout d’ abord préconcentrés dans une colonne 

capillaire en phase reverse (Pepmap C18, 75 µm x 13 cm) avec un tampon d’ acide formique 

0,1% et d’ ACN 5% à un débit de 220 nL/min. Avant injection dans l’ ESI/IT (Electronspray 

ionization/ion trapp ; Lcq Deca, ThermoFinnigan), les échantillons sont séparés dans une 

colonne SCX 1000A (5µm x 2,5 cm) avec un gradient linéraire de 0 à 45% d’ acide formique 

et d’ ACN 95% à un débit de 200 nL/min. 

 

5HFKHUFKH�GDQV�OHV�EDVHV�GH�GRQQpHV��
Les spectres obtenus après analyse des échantillons par LC-ESI/IT (Liquid 

chromatography-electrospray ionization/ion trapp) sont soumis à un logiciel de recherche 

BioWorks (ThermoFinnigan). La base de donnée protéique NCBInr (non redondante) et une 

base de donnée comprenant 41 562 et 2 338 EST de 0HGLFDJR�WUXQFDWXOD et de *O\FLQH�PD[ 
respectivement (PlantGDB, www.plantgdb.org//download.php?dir=/PlantTUGs) ont été 

utilisées pour l’ identification des protéines. Le contenu des bases de données génère des 

séquences qui s’ apparient ou non avec les séquences des peptides déduites des spectres 

générés par ESI/IT. Les critères permettant de valider l’ identification des protéines sont : au 

moins deux séquences peptidiques par protéine, obtenues par LC-ESI/IT, doivent s’ apparier à 

la protéine identifiée en premier choix, et le Xcorr (valeur de corrélation croisée entre les 

spectres expérimentaux et les spectres théoriques générés à partir des peptides candidats dans 

la base de donnée) de chacune de ces séquences doit être supérieur à 1,7.  
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1. RESULTAT ET DISCUSSION 
 

Afin de déterminer les modifications critiques du métabolisme pour l’ acquisition de la 

tolérance au gel et celles résultant de l’ adaptation de la croissance en condition basses 

températures, la réponse à une acclimatation au froid de deux génotypes de pois, Champagne 

(tolérant au gel) et Térèse (sensible au gel) a été comparée. Les paramètres de croissance 

(matière sèche et contenu en eau) et les contenus en sucres solubles (glucose, fructose, 

saccharose, raffinose et stachyose), en amidon, en acides organiques (citrate, malate et 

succinate) et en proline ont été mesurés dans les appareils aérien et racinaire des plantes 

soumises ou non à l’ acclimatation au froid. L’ accumulation des métabolites au cours de 

l’ acclimatation au froid associée à l’ acquisition de la tolérance au gel pourrait être utilisée 

comme bio-indicateur de l’ acquisition de la tolérance au gel chez les lignées recombinantes 

issues du croisement Champagne par Térèse. 

 

1.1. Variation de la composition en métabolites chez Champagne et Térèse au 

cours de l’expérimentation en conditions contrôlées. 

 
2EVHUYDWLRQ�GH�OD�FURLVVDQFH�GHV�SODQWXOHV�HW�pYDOXDWLRQ�GH�OD�WROpUDQFH�DX�JHO�

En condition basses températures, la croissance des plantules de Champagne et de 

Térèse est ralentie. En effet, le stade de développement « 3 feuilles », correspondant à 

l’ obtention de 3 étages foliaires complètement développés, est obtenu après 21 jours alors que 

dans des conditions de température témoins, il ne faut que 14 jours (Figure 8) mais avec une 

somme de températures identique (217°jours = P3). Nous pouvons constater que malgré une 

différence morphologique importante entre des deux génotypes, la vitesse de développement 

est similaire (Figure 8).  

A la fin de l’ expérimentation en conditions contrôlées, la tolérance au gel des plantes a 

été évaluée par la constatation les dommages causées par le gel sur l’ appareil aérien des 

plantes en utilisant l’ échelle de notation décrite dans la partie ‘Matériel et Méthodes’ , et ce sur 

une moyenne de 20 plantes. Dans l’ expérimentation contrôle, les appareils aériens de 

Champagne et Térèse sont totalement nécrosés (Figure 8), ils obtiennent une note de 5. A la 

fin de l’ expérimentation avec acclimatation au froid, l’ appareil aérien de Térèse, noté 4, est 

moins touché par le gel que dans l’ expérimentation contrôle, alors que celui de Champagne, 

noté 3, montre une plus grande tolérance au gel que Térèse (Figure 8). Le matériel aérien 

restant après réchauffement des plantes n’ est cependant pas suffisant pour permettre un 

prélèvement et une extraction, ce qui explique dans nos figures et tableaux, l’ absence de 
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NURSERY ACCLIMATATION 
AU FROID

GEL RECHAUFFT

NURSERY GEL RECHAUFFT

Champ Ter

Champ Ter

P1 
149°j

Champ Ter

P2 
190°j

Champ Ter

P3 
217°j

Champ Ter

P4 
222°j

Champ Ter

Champ Ter
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Nombre de 
degré jours

14020 40 60 80 100 120 160 180 200 220 240 260 280 300

P5 
299°j

Champ Ter

Champ Ter

Acclimatation 
au froid

Contrôle

résultats à la date P5 pour l’appareil aérien. L’appareil racinaire étant moins touché par le gel 

car il se trouve à l’abri dans le sol, a été prélevé à la date P5 et les dosages des métabolites ont 

pu être réalisés. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 8. Evolution de la croissance9 des plantules de Champagne (Champ) et Térèse 

(Ter) au cours des deux cinétiques (expérimentation avec acclimatation au froid et 
expérimentation contrôle) exprimées en nombre de degré.jours cumulés. 
 

L’émergence de nouvelles ramifications à partir des premiers nœuds a été observée 

uniquement chez Champagne à P5, à la fin de l’expérimentation avec acclimatation au froid. 

La tolérance au gel de Champagne se traduit ici, non seulement par une étendue moins 

importante des dégâts causés par le gel, mais surtout par la reprise de la croissance des plantes 

à partir de ces nouvelles ramifications après avoir été replacé en serre dans des conditions de 

températures normales. Les plantes de Térèse placées dans les mêmes conditions meurent. 
9 Les stades de développement qui ont été évaluées en fonction du nombre d’étages foliaires développés sont 
notées en dessous des photos. 

3 feuilles 1,5 feuilles Arrêt de la 
croissance 
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A P1, la masse de matière sèche de Champagne et Térèse est identique. Une 

accumulation de matière sèche est observée à la fin des deux expérimentations pour les deux 

génotypes (Figure 9A). Cette accumulation est plus importante lorsque les plantes sont 

soumises à des basses températures lors de l’expérimentation avec acclimatation au froid.  

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9. Evolution des masses de matière sèche en grammes et de la teneur relative 

en eau en pourcentage de l’appareil aérien et racinaire par plante chez Champagne et 
Térèse acclimatés et non acclimatés aux différents stades de prélèvements P1, P2, P3, 

P4 et P5.10 

                                                 
10 Les valeurs correspondent à des moyennes de 3 répétitions de 5 plantes différentes avec les écarts types 
correspondants représentés par les barres verticales. Les lettres correspondent aux résultats d’une analyse de 
variance effectuée sur les valeurs des répétitions. Les moyennes des répétitions avec des lettres différentes sont 
significativement différentes avec un risque de 5%. 
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Nous retrouvons à P4, après acclimatation au froid, une teneur en matière sèche similaire pour 

Champagne et Térèse (Figure 9A). Toutefois, l’ accumulation de matière sèche est 1,9 fois 

plus importante pour Champagne et 1,3 fois pour Térèse par rapport à celle des plantes de 

l’ expérimentation contrôle à P3 (Figure 9A). 

En ce qui concerne l’ appareil racinaire, la masse de matière sèche des racines est plus 

élevée à P1 chez Térèse que chez Champagne (Figure 9B). Dans l’ expérimentation contrôle, 

la masse de matière sèche des racines de Champagne et Térèse reste stable ou diminue 

légèrement. Alors qu’ à basses températures, la masse de matière sèche augmente 

significativement pour les deux génotypes jusqu’ à P3 en comparaison avec l’ expérimentation 

contrôle. A P3, la masse de matière sèche est 5 fois plus importante dans les racines de 

Champagne acclimatées que dans celles non acclimatées et 2,5 fois pour les racines de Térèse 

(Figure 9B). Nous retrouvons une accumulation relative de matière sèche plus importante 

pour Champagne que pour Térèse au cours de l’ expérimentation avec acclimatation au froid.  

Les appareils aérien et racinaire de Champagne accumulent significativement de la 

matière sèche en réponse aux basses températures, de façon concomitante avec l’ acquisition 

de la tolérance au gel. Ceci avait déjà été observé dans l’ étude menée par Bourion et collègues 

(2003). Cette accumulation de matière sèche pourrait correspondre à une accumulation de 

métabolites plus importante chez Champagne que chez Térèse au cours de l’ acclimatation au 

froid, critique pour l’ acquisition de la tolérance au gel. 

L’ évolution de la teneur relative en eau dans l’ appareil aérien, quant à elle, reste stable 

dans l’ expérimentation contrôle entre les phases P1 et P3 chez Térèse et se trouve affectée par 

le gel avec une diminution de 13% (Figure 9C). Chez Champagne, au cours de 

l’ expérimentation contrôle, la teneur relative en eau diminue légèrement entre P1 et P3 puis 

de 7% à P4. En conditions d’ acclimatation au froid, la teneur relative en eau diminue 

progressivement pour les deux génotypes, mais 3,6 fois plus pour Champagne que pour 

Térèse à P3 (Figure 9C). Nous constatons que pendant le gel, la teneur relative en eau des 

deux génotypes diminue fortement (Figure 9C). La déshydratation chez Champagne acclimaté 

au froid se fait de façon plus progressive que chez Térèse et que lorsque les plantes ne sont 

pas acclimatées. Ce phénomène a déjà été observé chez /RQLFHUD (Imanishi, HW�DO., 1998) chez 

lequel l’ accumulation de sucres est associée à une diminution du contenu en eau. Cette 

déshydratation qui a lieu avant les périodes de gel réduirait les risques de dommages des 

membranes par la diminution de formation de cristaux de glace au moment du gel.  

Dans l’ appareil racinaire, les modifications de la teneur relative en eau pour les deux 

génotypes ne sont pas importantes (Figure 9D). Néanmoins nous remarquons qu’ après 
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acclimatation au froid, la teneur relative en eau des racines reste stable pendant le gel alors 

que dans les plantes non acclimatées, nous retrouvons une forte déshydratation des racines 

(Figure 9D). Cette déshydratation est certainement la conséquence de la désagrégation des 

racines des plantes non acclimatés que nous avons pu observer après le gel. 

 

(YROXWLRQ�GHV�WHQHXUV�HQ�FRPSRVpV�FDUERQpV�GDQV�OHV�DSSDUHLOV�DpULHQ�HW�UDFLQDLUH�
La teneur en glucose dans l’ appareil aérien diminue chez Champagne et Térèse au 

cours de l’ expérimentation contrôle alors qu’ elle augmente lorsque les plantes sont soumises à 

de basses températures (Figure 10A). Il semble que l’ accumulation de glucose soit une 

réponse aux basses températures. En ce qui concerne la variation du contenu en fructose, les 

deux génotypes se distinguent (Figure 10B). La teneur en fructose chez Champagne augmente 

progressivement au cours des deux expérimentations. Chez Térèse, elle diminue jusque P3 

puis augmente pendant le gel (P4) quel que soit l’ expérimentation. Il n’ y a pas de relation 

entre la variation de la teneur en fructose et l’ acquisition de la tolérance au gel chez 

Champagne. 

Le contenu en saccharose ne varie pas chez les plantes au cours de l’ expérimentation 

contrôle et est semblable entre les deux génotypes, par contre il augmente significativement 

chez Térèse et Champagne acclimatés (Figure 10C). La teneur en saccharose entre P1 et P3 

augmente de plus de 10 fois chez Champagne et de 2 fois pour Térèse. La différence 

d’ accumulation de saccharose entre les deux génotypes étant importante au cours de 

l’ acclimatation au froid, cela suggère que cette accumulation serait liée à l’ acquisition de la 

tolérance au gel chez Champagne.  

Le raffinose, qui n’ est pas détecté chez Champagne et Térèse pendant 

l’ expérimentation contrôle (Figures 10D), apparaît en réponses aux basses températures à 

partir de P2 chez Champagne et de P4 chez Térèse. La teneur en raffinose culmine à P4 chez 

Champagne acclimaté et est 3,6 fois plus élevée que chez Térèse (Figure 10D). Le raffinose, 

comme le saccharose, semble lié à l’ acquisition de la tolérance au gel. Le stachyose, lui, n’ a 

pas été détecté au cours des expérimentations chez les génotypes.  

Lorsque l’ on regarde la totalité des sucres solubles dosés (Figure 10E), chez 

Champagne acclimaté il apparaît le même profil de variation que celui du saccharose qui 

correspond à 70% des sucres totaux à P4. Ainsi, l’ accumulation des sucres solubles qui avait 

été mise en évidence par Bourion et ses collègues (2003) chez Champagne correspond surtout 

à une augmentation du saccharose. 

�
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Figure 10. Evolution de la teneur en sucres solubles (glucose, fructose, saccharose et 

raffinose), le total des teneurs en sucres solubles, et en amidon en mg.g –1 de matière 
sèche de l’appareil aérien chez Champagne et Térèse acclimatés et non acclimatés 

aux différents stades de prélèvements P1, P2, P3, P4 et P5.11 

                                                 
11 Les valeurs correspondent à des moyennes de 3 répétitions de 5 plantes différentes avec les écarts types 
correspondants représentés par les barres verticales. Les lettres correspondent aux résultats d’une analyse de 
variance effectuée sur les valeurs des répétitions. Les moyennes des répétitions avec des lettres différentes sont 
significativement différentes avec un risque de 5%. 
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La quantité d’ amidon contenue à P1 chez Champagne est le double de celle trouvée 

chez Térèse (Figure 10F). Au cours de l’ expérimentation avec acclimatation au froid, le profil 

de variation est le même pour les deux génotypes. La teneur en amidon augmente à P2 puis 

diminue à nouveau à P3. La différence de quantité d’ amidon entre les deux génotypes reste 

identique aux dates P1 et P3. Chez Térèse il n’ y a pas de différence entre les deux 

expérimentations pendant le gel. Par contre nous remarquons chez Champagne acclimaté, une 

accumulation d’ amidon importante par rapport à l’ expérimentation contrôle (Figure 10F). Ce 

qui suggère qu’ une période de basses températures induit une accumulation d’ amidon pendant 

la période de gel chez Champagne.�
L’ ensemble de ces résultats suggèrent que le glucose synthétisé au cours de 

l’ acclimatation au froid chez Champagne est converti en saccharose qui peut alors jouer un 

rôle i) en tant qu’ osmorégulateur et/ou cryoprotecteur, ii) dans le transport des sucres dans la 

plante entière pour assurer la croissance à basses températures, ou iii) dans la synthèse du 

raffinose qui s’ accumule également au cours de l’ acclimatation au froid. Une partie du 

glucose synthétisé serait mise en réserve sous forme d’ amidon pour assurer un apport 

d’ énergie pour une reprise de la croissance après gel.  

 

(YROXWLRQ�GHV�WHQHXUV�HQ�FRPSRVpV�FDUERQpV�GDQV�O¶DSSDUHLO�UDFLQDLUH�
Dans l’ appareil racinaire, la variation de la teneur en glucose chez Térèse ne se 

distingue pas entre les deux expérimentations (Figure 11A). Par contre chez Champagne, il 

semble qu’ il y ait une augmentation de la teneur en glucose à P3 et P4 au cours de 

l’ expérimentation avec acclimatation au froid en comparaison avec l’ expérimentation 

contrôle. En ce qui concerne le fructose, la variation de la teneur se distingue entre les deux 

expérimentations (Figure 11B), avec des teneurs plus élevées pour Champagne et Térèse 

lorsqu’ ils sont soumis à des basses températures. Toutefois les variations de teneur en glucose 

et fructose au cours de l’ acclimatation au froid ne sont pas liées au niveau de tolérance au gel 

des deux génotypes . 

Les profils de variation des teneurs en saccharose et en raffinose retrouvés dans 

l’ appareil racinaire sont quasi similaires a ceux obtenus dans l’ appareil aérien (Figures 12C et 

12D).  
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Figure 11. Evolution de la teneur en sucres solubles (glucose, fructose, saccharose et 

raffinose), le total des teneurs en sucres solubles, et en amidon en mg.g –1 de matière 
sèche de l’appareil racinaire chez Champagne et Térèse acclimatés et non acclimatés 

aux différents stades de prélèvements P1, P2, P3, P4 et P5.12 

                                                 
12 Les valeurs correspondent à des moyennes de 3 répétitions de 5 plantes différentes avec les écarts types 
correspondants représentés par les barres verticales. Les lettres correspondent aux résultats d’une analyse de 
variance effectuée sur les valeurs des répétitions. Les moyennes des répétitions avec des lettres différentes sont 
significativement différentes avec un risque de 5%. 
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Lorsque nous observons la variation de la totalité des sucres solubles dosés (Figure 

11E), nous remarquons une nette accumulation de sucres chez Champagne acclimaté pendant 

la période de basses températures jusqu’ au gel. Puis la teneur en sucres solubles diminue 

après réchauffement des plantes. Chez Térèse acclimaté et pour les plantes non acclimatées, la 

teneur en sucres diminue au cours des expérimentations. 

En ce qui concerne la variation de l’ amidon dans l’ appareil racinaire (Figure 11F), il 

est difficile de tirer des conclusions. La teneur en amidon est cette fois-ci 2 fois plus élevée 

chez Térèse que chez Champagne à P1. Mais cette différence n’ est pas maintenue au cours 

des expérimentations.  

Il semble que seule l’ accumulation de saccharose et de raffinose soit aussi liée à 

l’ acquisition de la tolérance au gel dans l’ appareil racinaire de Champagne. Cette 

accumulation de sucres dans les racines doit provenir du transport des sucres synthétisés au 

niveau de l’ appareil aérien. Ceci pourrait conforter le rôle de l’ accumulation du saccharose 

comme forme transportée des sucres. 

 

(YROXWLRQ�GHV�WHQHXUV�HQ�DFLGHV�RUJDQLTXHV�GDQV�O¶DSSDUHLO�DpULHQ�HW�UDFLQDLUH��
Lorsque nous observons les variations des teneurs en acides organiques dans l’ appareil 

aérien (Figures 12A, 12C et 12E) et racinaire (Figures 12B, 12D et 12E), la teneur en citrate 

augmente significativement au cours de l’ expérimentation avec acclimatation au froid chez 

Champagne, de dix fois entre P2 et P3 dans l’ appareil aérien (Figure 12A), et de six fois entre 

P1 et P4 dans l’ appareil racinaire (Figure 12B). En ce qui concerne les autres acides 

organiques : la teneur en malate augmente pendant l’ expérimentation acclimatation au froid 

mais on ne distingue pas de grandes différences entre les deux génotypes aussi bien pour 

l’ appareil aérien que pour l’ appareil racinaire (Figures 12C-12D). Le profil de variation de la 

teneur en succinate ne semble pas être associé à l’ acquisition de la tolérance au gel dans 

l’ appareil aérien (Figure 12E). Par contre au niveau de l’ appareil racinaire, le succinate est 

détecté à P4, pendant le gel après acclimatation au froid chez Champagne et Térèse (Figure 

12F). Ce qui suggère que l’ apparition du succinate dans l’ appareil racinaire correspond à une 

réponse aux basses températures mais n’ est pas associée à la tolérance au gel de Champagne. 

Au contraire, l’ accumulation du citrate au cours de l’ acclimatation au froid est associée à 

l’ acquisition de la tolérance au gel. L’ accumulation de malate en conditions de basses 

températures mise en évidence chez l’ orge semble en partie responsable de l’ augmentation de 

la pression osmotique (Koroleva HW�DO., 2000), ce qui n’ est pas notre cas.  
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Figure 12. Evolution des teneurs en citrate, le malate et le succinate en mg.g-1 de 

matière sèche de l’appareil aérien et racinaire chez Champagne et Térèse acclimatés 
et non acclimatés aux différents stades de prélèvements P1, P2, P3, P4 et P5.13 

                                                 
13 Les valeurs correspondent à des moyennes de 3 répétitions de 5 plantes différentes avec les écarts types 
correspondants représentés par les barres verticales. Les lettres correspondent aux résultats d’une analyse de 
variance effectuée sur les valeurs des répétitions. Les moyennes des répétitions avec des lettres différentes sont 
significativement différentes avec un risque de 5%. 



Partie 1. Accumulation de métabolites associée à l’acquisition de la tolérance au gel 

 65 

Champagne
Térèse
Champagne
Térèse

Acclimatation au 
froid

Contrôle

0.00

0.50

1.00

1.50

2.00

2.50

3.00

3.50

140 160 180 200 220 240

s om m e  tem pé ratures en degré .jour

te
ne

ur
 p

ro
lin

e 
en

 m
g.

g-
1 

de
 

m
at

iè
re

 s
èc

he

P1                  P2         P3 P4

A
AB

A

ABC

CD BC
ABC

DEE

0.00

0.20

0.40

0.60

0.80

1.00

1.20

1.40

140 160 180 200 220 240 260 280 300

s om m e tem pérature s e n degré .jour

te
n

eu
r p

ro
lin

e 
en

 m
g.

g-
1 

de
 

m
at

iè
re

 s
èc

h
e

A

AB
AB

B

B
B B

B

P1         P2     P3P4                   P5

Appareil aérien Appareil racinaire

Proline Proline

Ce rôle pourrait être tenu par l’accumulation du citrate ou celui-ci participerait à la régulation 

allostérique des enzymes de la glycolyse. En effet, cette accumulation pourrait être la 

conséquence d’une activité importante des enzymes de la glycolyse ou d’un ralentissement en 

aval du cycle de Krebs. L’excès du citrate en association avec un excès d’ATP conduirait à 

l’inhibition de l’activité de la phosphofructokinase afin de ralentir la glycolyse et de favoriser 

au contraire la gluconéogenèse afin de produire du glucose. Ceci pourrait ainsi expliquer 

l’accumulation de sucres solubles au cours de l’acclimatation au froid. A notre connaissance, 

c’est la première fois que l’aptitude à la tolérance au gel est reliée spécifiquement à 

l’accumulation de citrate  

 
Evolution des teneurs en proline dans l’appareil aérien et racinaire. 

Au premier stade de prélèvement (P1), nous détectons 2,2 et 2,3 mg de proline par g 

de masse de matière sèche dans les feuilles de Champagne et Térèse respectivement (Figure 

13A). La teneur en proline diminue pour les deux génotypes pendant les deux 

expérimentations (Figure 13A).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13. Evolution des teneurs en proline en mg.g-1 de matière sèche de l’appareil 

aérien et racinaire chez Champagne et Térèse acclimatés et non acclimatés aux 
différents stades de prélèvements P1, P2, P3, P4 et P5.14 

                                                 
14 Les valeurs correspondent à des moyennes de 3 répétitions de 5 plantes différentes avec les écarts types 
correspondants représentés par les barres verticales. Les lettres correspondent aux résultats d’une analyse de 
variance effectuée sur les valeurs des répétitions. Les moyennes des répétitions avec des lettres différentes sont 
significativement différentes avec un risque de 5%. 
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Une évolution similaire du contenu en proline est observée dans les racines dans 

lesquelles la teneur en proline est 3 à 4,5 fois plus faible que dans l’ appareil aérien de 

Champagne et Térèse à P1. Dans notre cas, le contenu en proline diminue en réponse aux 

basses températures à la fois chez Champagne et Térèse alors que celui-ci est connu pour 

s’ accumuler en réponse au stress osmotique. Ainsi la proline ne peut pas être utilisée comme 

bio-indicateur de l’ acquisition de la tolérance au gel chez le pois. 

 

L’ étude des profils de variation des métabolites chez Champagne et Térèse soumis ou 

non à une période d’ acclimatation au froid a permis de mettre en évidence parmi les sucres 

solubles, une accumulation significative de saccharose et de raffinose chez Champagne, ainsi 

que d’ un acide organique, le citrate, dans les appareils aérien et racinaire. Par contre il semble 

que la proline ne s’ accumule pas de façon spécifique chez Champagne au cours de 

l’ acclimatation au froid. L’ accumulation de sucres aurait un rôle de protection des membranes 

et des protéines contre les effets du gel et de la déshydratation qui survient au cours du gel, et 

servirait de réserves afin de permettre la reprise de la croissance après gel, notamment à partir 

des nouvelles ramifications développées par Champagne. 

Dans un second temps, nous avons choisi de vérifier les résultats de teneurs en sucres 

solubles sur les lignées recombinantes afin de tester l’ utilisation du saccharose et du raffinose 

en tant que bio-indicateurs de l’ acquisition de la tolérance au gel. 

 

1.2. Variation de la composition en sucres solubles chez Champagne et Térèse 

cultivés en champ 

 

Les teneurs en sucres solubles (glucose, fructose, saccharose et raffinose) ont été 

dosées dans l’ appareil aérien de Champagne et Térèse et celui des lignées recombinantes 

issues du croisement des deux génotypes, cultivés en champ à une date où les températures 

sont assez basses pour induire une acclimatation au froid avant le gel.  

 

$QDO\VH�GX�FRQWHQX�HQ�VXFUHV�VROXEOHV�FKH]�&KDPSDJQH�HW�7pUqVH�HQ�IRQFWLRQ�GH�OHXU�
WROpUDQFH�DX�JHO��

Après la période de gel, l’ évaluation de la tolérance au gel indique que les plantes de 

Champagne, avec une note de gel de 0, ont une tolérance au gel plus élevée qu’ en conditions 

contrôlées. Ceci peut résulter d’ un gel moins sévère en champ, ou d’ un gel appliqué sur des 
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plantes avec un stade de développement plus âgé que celui en conditions contrôlées. Au 

contraire, les plantes de Térèse avec une note de 4 restent sensibles au gel. 

Le contenu en saccharose de Champagne est similaire à celui mesuré à P3 en 

conditions contrôlées (Tableau 2) alors que celui de Térèse est 3 fois plus élevé en champ 

qu’ en conditions contrôlées (Tableau 2). Cependant la différence du contenu en saccharose 

entre Champagne et Térèse reste significative (Tableau 2). Le contenu en raffinose mesuré 

chez Champagne en champ est 10 fois plus élevé que celui en conditions contrôlées (Tableau 

2). Par contre le raffinose est détecté chez Térèse en champ avec 3 mg.g-1 de matière sèche 

alors qu’ il ne l’ était pas en conditions contrôlées. Toutefois le contenu en raffinose chez 

Champagne pendant l’ acclimatation au froid reste significativement plus élevée que chez 

Térèse (Tableau 2). 

Les différences en teneurs de saccharose et raffinose entre les deux génotypes en 

conditions contrôlées sont donc retrouvées en champ. Cependant il faut remarquer que la 

teneur en glucose est plus élevée chez Champagne en condition de culture au champ qu’ en 

conditions contrôlées alors que ce n’ est pas le cas chez Térèse (Tableau 2). 

 

Génotype Condition glucose fructose saccharose raffinose total 
Conditions 
contrôlées 

19G 1,2HI 53E 0,8HI 74 Champagne 

 Champ 36F 5,7HI 62D 8,5GHI 112,2 

Conditions 
contrôlées 

13GH 0I 13GH 0I 26 Térèse 

Champ 13GH 3,6HI 41F 3HI 60,6 
 

7DEOHDX����&RQWHQX�HQ�VXFUHV�VROXEOHV��JOXFRVH��IUXFWRVH��VDFFKDURVH�HW�UDIILQRVH��HQ�
PJ�J � ÿ �GH�PDWLqUH�VqFKH�FKH]�&KDPSDJQH�HW�7pUqVH�SHQGDQW� O¶DFFOLPDWDWLRQ�DX� IURLG�
HQ�FKDPS�HW�HQ�FRQGLWLRQV�FRQWU{OpHV��3�� ÿ �� ÿ � ��
 

Les différences retrouvées entre le métabolisme de Champagne et Térèse en champ et 

en conditions contrôlées peuvent provenir des différences de conditions environnementales 

comme les températures de la phase d’ acclimatation et l’ intensité de la lumière. De plus, le 

développement des plantes lors du prélèvement en champ n’ était pas le même qu’ en 

conditions contrôlées car dans l’ expérimentation au champ nous avons dû attendre une 
                                                � �Mç�è�é6î!ë�ï è(õ3ú�é0ø�ð�ú�ú�è�é1ñ�ð�ó�ì�è�ó�ê��6ì�è�é0ò6ð���è�ó�ó�è�é
ì�è��0ú�í�ñ�í�ê ö ê ö ð�ó�é&ì�û ë3ñ�ñ$ë�ú�è�ö ï�ë�í�ú�ö è�ó#ì�è�
Fñ�ï ë�ó�ê è�é&ì�ö ÷ ÷ í�ú�è�ó�ê è�é�þ� �$ç�è�é8ï è�ê ê ú�è�é0ø�ð�ú ú�è�é1ñ�ð�ó�ì�è�ó�ê�ë�õ�#ú�í�é�õ3ï ê ë�ê é
ì�û õ�ó�è&ë�ó�ë�ï ��é�è6ì�è)î!ë�ú�ö ë�ó�ø�è6è�÷ ÷ è�ø�ê õ�í�è
é�õ�ú�ï è�é#î!ë�ï è�õ3ú�é8ì�è�é0ú�í�ñ�í�ê ö ê ö ð�ó�é"!#�ú�í�ñ�í�ê ö ê ö ð�ó�é{ñ�ð�õ�ú�ï è�éFñ(ï ë�ó�ê è�é0ø�õ3ï ê ö î!í�è�é0è�ó6ø�ð�ó�ì�ö ê ö ð�ó�é
ø3ð�ó�ê ú%$�ï í�è�é0è�ê'&0ú�í�ñ�í�ê ö ê ö ð�ó�éFñ�ð�õ3ú$ø�è�ï ï è�é
ø�õ�ï ê ö î1í�è�é
è�ó#ø�ý�ë�ò8ñ�(ë(î1è�ø
õ�ó&ö ó�ì�ö ø�è&ì�è&ø�ð�ó�÷ ö ë�ó�ø�è&ì�è�)'
'�
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période de basses températures. Ainsi, les plantes prélevées en champ pendant la période 

d’ acclimatation au froid sont plus âgées que les plantes prélevées en conditions contrôlées et 

donc probablement mieux préparées à la chute des températures. 

 

5{OH�SXWDWLI�GX�VDFFKDURVH�HW�GX��UDIILQRVH�GDQV�O¶DFTXLVLWLRQ�GH�OD�WROpUDQFH�DX�JHO��
La teneur en saccharose chez Champagne est aussi élevée en champ qu’ en conditions 

contrôlées et ce même quand la teneur total de sucres solubles analysées est 1,5 fois plus 

importante en champ qu’ en conditions contrôlées (Tableau 2). Dans les conditions de culture 

en champ, le glucose, le fructose et le raffinose semblent s’ accumuler aux dépens du 

saccharose au cours de l’ acclimatation au froid. Ceci suggère que le saccharose joue 

essentiellement un rôle de mise en réserve et de transport des sucres pour assurer la croissance 

de la plante à basses températures. Le saccharose assure un apport en glucose afin de produire 

de l’ énergie pour assurer la croissance des plantes à basses températures et un apport en 

raffinose. A partir de ces résultats, il semble que l’ accumulation de saccharose ne peut pas 

être utilisée comme bio-indicateur de la tolérance au gel chez le pois. 

Nous avons montré que la teneur en raffinose est liée à la tolérance au gel chez le pois 

comme cela a été montré chez la luzerne (Castonguay HW� DO., 1995). Cette accumulation 

semble indispensable dans la tolérance au gel mais le rôle du raffinose semble multiple. A 

côté de son rôle dans la mise en réserve et le transport des sucres (Sprenger et Keller, 2000), 

les autres fonctions du raffinose dans le cas d’ un stress froid restent mal définies. Des données 

expérimentales suggèrent que le raffinose agirait comme un cryoprotecteur dans les plantes 

tolérantes au gel après acclimatation au froid (Gilmour HW� DO., 2000). Chez le pois, 

l’ accumulation de raffinose a déjà été observée pendant la maturation de la graine (Peterbauer 

HW�DO., 2001) et a été associée à l’ acquisition de la tolérance à la déshydratation (Corbineau HW�
DO., 2000). Chez $UDELGRSVLV, il a été mis en évidence une accumulation de galactinol et de 

raffinose dans des plantes traitées au froid (Taji HW� DO., 2002). De plus, des plantes 

transgéniques d’$UDELGRSVLV surexprimant le gène de la galactinol synthase (*RO6), la 

première enzyme de la voie de biosynthèse du raffinose et une des cibles de CBF3, 

accumulent le galactinol et le raffinose et sont plus tolérantes au stress hydrique que les 

plantes sauvages (Taji HW� DO, 2002). Parmi les 3 gènes *RO6 de réponse au stress 

d’$UDELGRSVLV, AtGolS3 est le seul induit par le froid (Taji HW�DO, 2002). De plus, l’ activité de 

la galactinol synthase augmente chez les graines de haricot nain exposées au froid (Liu HW�DO., 
1998). Des expériences réalisées sur des protoplastes isolés à partir d’ embryons de pois (Xiao 

HW�DO., 2001) ont montré qu’ en utilisant un mélange de saccharose 500 mM et de raffinose 500 
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mM, un maximum de survie des protoplastes (75%) était obtenu. Ces auteurs suggèrent que le 

raffinose est impliqué dans la stabilisation des membranes des cellules en condition de stress 

par des interactions directes entre les sucres et la membrane comme l’ a également montré 

l’ étude des effets du raffinose sur la fusion et les transitions de phase des lipides de liposomes 

pendant la déshydratation (Hincha HW�DO., 2003). Comme les stress hydriques et gel ont des 

réponses métaboliques communes (Jonak HW�DO., 1996; Taji HW�DO., 2002), il est possible que le 

raffinose agisse plus comme un cryoprotecteur des membranes cellulaires dans la tolérance au 

gel chez le pois que comme un osmorégulateur dans l’ ajustement de la pression osmotique. 

En effet l’ accumulation du raffinose de 0,8 mg.g-1 de matière sèche à P3 dans l’ appareil aérien 

de Champagne correspond à un augmentation de la pression osmotique de 0,3 mOsmol.kg-1, 

en prenant en compte un cœfficient osmotique de 1 pour les sucres solubles et basée sur une 

teneur en eau de 0,85 mL.g-1 de matière fraîche. Il semble que la contribution du raffinose 

dans l’ osmorégulation soit faible. 

 

1.3. Variation de la composition en sucres solubles chez les lignées 

recombinantes cultivés en champ  

La capacité des 59 lignées recombinantes à tolérer des températures de gel en 

condition de culture au champ a été mesurée en utilisant notre échelle de note. Leur contenu 

en sucres solubles (glucose, fructose, saccharose et raffinose) dans l’ appareil aérien a 

également été déterminé. Aucune corrélation n’ a été mise en évidence entre la teneur en 

saccharose des lignées recombinantes et leur tolérance ou sensibilité au gel (Tableau 3). Par 

contre la teneur en raffinose est corrélée significativement à l’ acquisition de la tolérance au 

gel (Tableau 3). Cependant les résultats des teneurs en raffinose, dans les lignées 

recombinantes cultivées en champ, révèlent qu’ elles ne se divisent pas en deux groupes 

distincts selon leur tolérance ou leur sensibilité au gel. Ceci indique que le raffinose n’ est pas 

le seul élément impliqué dans l’ acquisition de la tolérance au gel et que d’ autres sucres 

solubles interagiraient avec lui pendant l’ acclimatation au froid chez le pois. Dans notre étude, 

la teneur en glucose est aussi corrélée avec l’ acquisition de la tolérance au gel dans les lignées 

recombinantes (Tableau 3). 
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 raffinose saccharose glucose fructose tolérance 
au gel 

raffinose 1 0,20673 
0,1162  

��������
�������� 

0,26107 
0,0458 

��������
�������� 

saccharose  1 
 

��������
�������� 

0,25405 
0,0522 

0,04459 
0,7374 

glucose   1 
 

��������
����� 

���������
�������� 

fructose    1 
 

-0,16768 
0,2043 

tolérance 
au gel 

    1 
 

 

7DEOHDX� ��� 5pVXOWDWV� GX� WHVW� GX� FRHIILFLHQW� GH� FRUUpODWLRQ� GH� 3HDUVRQ ÿ * � HQWUH� OHV�
WHQHXUV�HQ�VXFUHV� �UDIILQRVH��VDFFKDURVH��JOXFRVH�HW� IUXFWRVH��HW� OD� WROpUDQFH�DX�JHO�
GHV�OLJQpHV�UHFRPELQDQWHV��
�

Les lignées recombinantes possédant des fortes teneurs en raffinose et en glucose sont 

aussi plus tolérantes au gel (Tableau 4). Cependant, les autres sucres solubles sont également 

impliqués puisque le test de Pearson indique une corrélation entre les teneurs en glucose et 

celles du saccharose, du fructose et du raffinose (Tableau 3). Le métabolisme des sucres 

pendant l’ acclimatation au froid semble être en équilibre entre les monosaccharides, glucose 

et fructose, et les oligosaccharides comme le raffinose. 

�
Numéro note raffinose  glucose saccharose fructose total 

&KDPSDJQH� �� ���� ����� ����� ���� ������
98 0 7,1 34,5 51,8 5,3 98,8 
13 1 10,1 30,0 49,5 8,1 97,7 
82 1 8,9 41,5 60,8 7,1 118,2 
186 1 8,6 44,8 63,0 6,8 123,2 
9 1 8,2 27,7 62,6 5,3 103,8 
14 1 7,2 22,2 41,5 5,1 76,0 
80 1 6,9 32,1 46,2 7,6 92,8 
118 1 6,8 19,6 33,8 5,2 65,5 
103 1 6,1 33,8 62,8 5,2 107,9 
200 1 5,8 27,8 50,0 3,4 87,0 
41 1 5,4 24,5 55,0 3,0 88,0 
���� �� ���� ����� ����� ���� �����

7DEOHDX����7HQHXU�HQ�UDIILQRVH��JOXFRVH��VDFFKDURVH�HW�UDIILQRVH�HQ�PJ�J + , �GH�PDWLqUH�
VqFKH� GH� O¶DSSDUHLO� DpULHQ�GHV� ��� OLJQpHV� UHFRPELQDQWHV� UHJURXSpHV� HQ� IRQFWLRQ� GH�
OHXU�QRWH�GH�JHO ,�- �
                                                
17 .�/10#243�5"6 5#7�6 2�087#082�9�5#: 6 .�5#2�087'0�;#<�=  
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Numéro note raffinose  glucose saccharose fructose total 
130 1 4,4 16,8 39,5 4,1 64,8 
78 2 9,8 24,3 53,1 5,1 92,4 
1 2 8,7 23,5 54,9 3,2 90,2 

190 2 8,7 27,9 66,6 6,6 109,8 
150 2 8,4 23,0 47,1 4,5 83,0 
88 2 8,2 33,2 43,5 4,3 89,1 

121 2 6,6 20,7 45,0 4,4 76,7 
40 2 5,8 22,5 44,8 6,5 79,6 
90 2 5,6 29,4 56,6 3,5 95,2 
83 2 4,9 21,9 52,8 6,8 86,4 
92 2 4,5 30,6 60,2 6,0 101,2 

112 3 9,3 26,2 32,2 4,6 72,3 
151 3 8,0 23,6 48,3 6,6 86,5 
26 3 8,0 22,6 57,0 11,3 98,9 
31 3 7,3 24,6 58,9 3,4 94,1 
21 3 6,1 26,7 55,9 3,0 91,7 

106 3 5,5 30,4 78,6 6,1 120,6 
20 3 4,9 25,2 49,6 4,0 83,7 
35 3 4,0 22,5 46,8 2,5 75,8 
16 3 3,3 15,4 32,3 4,0 55,0 
18 4 8,5 25,0 57,6 3,4 94,5 

175 4 7,1 19,6 56,4 7,3 90,5 
154 4 7,1 14,6 37,7 2,3 61,7 
30 4 6,5 17,4 51,8 3,7 79,4 
85 4 6,3 22,7 47,5 4,8 81,4 
38 4 5,5 13,2 39,1 3,4 61,3 

192 4 5,1 18,6 54,6 2,9 81,2 
3 4 4,9 14,9 41,4 5,2 66,3 

162 4 4,4 21,7 45,4 4,2 75,7 
142 4 4,1 26,3 61,9 7,9 100,3 
182 4 4,0 15,9 50,1 4,1 74,1 
53 4 3,8 13,5 48,7 2,7 68,7 

137 4 3,6 22,1 43,0 8,0 76,6 
191 4 3,6 20,9 44,5 5,8 74,9 

Terese 4 3,1 13,1 41,2 3,6 60,9 
94 4 3,1 11,2 37,4 4,6 56,3 
27 4 2,0 20,9 47,9 5,3 76,2 
56 5 7,0 24,1 57,9 5,8 94,8 

131 5 7,0 21,9 68,4 5,5 102,7 
177 5 6,9 29,9 66,0 4,2 107,1 
39 5 6,1 18,8 48,1 5,2 78,2 

184 5 5,7 20,7 48,8 3,0 78,1 
104 5 4,5 12,1 34,0 4,1 54,8 
122 5 4,5 15,6 67,3 4,1 91,6 
108 5 3,7 16,2 39,2 3,0 62,0 
17 5 3,3 14,4 59,1 5,2 82,1 

161 5 2,0 19,2 63,5 3,3 88,1 
168 5 1,9 13,2 41,3 4,8 61,2 

                                                                                                                                                   
18 >�0�?8/1.�@ 0�3�A ?B2�9CA AD0C?EF9�5'7#0#5'G#H87�0�?BI�9�J#0�5'5#0�?B7'0�KBADL1EML#G 6 G 6 9C5#?47MN .OE#EF.�A%0�6 @�.#L�A 6 0C5�7#0�<PEQ@ .#5'G 0C?"7C6 : : LCAD0C5�G 0C?�R  
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D’ autre part nous avons remarqué que certaines lignées dérogent à cette règle. Ainsi 

des lignées, comme le numéro 123, avec de faibles teneurs en sucres solubles sont capables de 

tolérer le gel, et au contraire des lignées, comme le numéro 177, avec de fortes teneurs en 

raffinose et en glucose ne résistent pas au gel (Tableau 4). L’ accumulation de sucres solubles, 

notamment du glucose et du raffinose ne semble pas exclusivement déterminante dans 

l’ acquisition de la tolérance au gel, d’ autres composés que les sucres solubles doivent 

intervenir. Chez $UDELGRSVLV, l’ augmentation de la tolérance au gel est associée à 

l’ accumulation des sucres solubles et de la proline (Wanner et Junttila, 1999). L’ étude de 

Champagne et Térèse en conditions contrôlées a montré que la proline ne s’ accumulait pas 

chez Champagne au cours de l’ acclimatation au froid, mais celle-ci a mis en évidence une 

accumulation du citrate. Ainsi, le dosage de ces composés chez les lignées recombinantes 

serait intéressant pour déterminer les autres composants qui sont explicatifs de l’ acquisition 

de la tolérance au gel.  

 

2. CONCLUSION 
 

Les résultats du premier test sur l’ utilisation du contenu en sucres comme indicateur 

de l’ acquisition de la tolérance au gel en condition d’ acclimatation au froid a permis de 

confirmer que les différences entre Champagne et Térèse ne sont pas déterminées uniquement 

par les différences dans le contenu en sucres solubles. La tolérance au gel est un caractère 

complexe déterminé par l’ induction de nombreux gènes (Jaglo-Ottensen HW�DO., 1998). Il faut 

donc rester prudent sur l’ utilisation des sucres solubles comme bio-indicateurs afin de 

déterminer la tolérance au gel des lignées recombinantes. Cependant il est possible que les 

différences entre les conditions de culture au champ et les conditions contrôlées soient 

responsables des différences de teneurs en sucres solubles et doivent être prises en compte. 

Pendant la culture en champ, les conditions climatiques sont relativement plus douces en 

comparaison aux conditions contrôlées, en particulier pendant la période de gel. De plus, les 

plantes soumises au gel sont plus âgées et ont eu une période d’ acclimatation plus longue. 

Nous nous proposons donc d’ analyser le contenu en métabolites des lignées recombinantes 

mais cette fois cultivées en conditions contrôlées. 
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1. RESULTAT ET DISCUSSION 
 

1.1. Expression différentielle des protéines 

Une carte de référence du profil protéique coloré au nitrate d’argent des deux 

génotypes a été obtenue avant le traitement froid (P1) pour chaque organe (bourgeon, feuille, 

tige et racine) (Figures 14 et 15).  

Les profils obtenus à chaque stade de l’expérimentation pour les deux génotypes ont été 

comparés à la carte de référence et ont servi à la constitution d’un gel composite. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14. Cartes de références des profils protéiques de bourgeon, de feuille, de tige 
et de racine de Champagne à P1 de l’expérimentation contrôle.  
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Figure 15. Cartes de références des profils protéiques de bourgeon, de feuille, de tige 

et de racine de Térèse à P1 de l’expérimentation contrôle.  

 

Après comparaison, le nombre total de spots, répartis sur une gamme de pI de 4 à 7 et de MM 

(masse moléculaire) de 10 à 89 kDa apparaissant au cours des deux expérimentations pour les 

deux génotypes sur les gels composites, atteint 884 spots pour le bourgeon, 855 spots pour la 

feuille, 902 spots pour la tige et 727 spots pour la racine.  

Une méthode de classification hiérarchique a été utilisée pour organiser les données 

qualitatives et quantitatives des spots et pour sélectionner les protéines associées à 

l’acquisition de la tolérance au gel chez Champagne. Un arbre a été obtenu pour chaque 

organe (Figure 16). 
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Dans le cadre de cette thèse, nous avons décidé de focaliser notre intérêt sur les 

protéines qui s’ expriment pendant l’ acclimatation au froid uniquement chez Champagne et 

qui sont absents chez les plantes contrôles et chez Térèse. Huit groupes différents 

correspondant à des variations différentes du profil protéique corrélées avec l’ acclimatation au 

froid chez Champagne ont été sélectionnés (Tableau 5).  

 

Groupes Stades19 Bourgeon Feuille Tige Racine 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 

P2 
P3 
P4 

P2/P3 
P3/P4 

P2/P3/P4 
P1/P2 

P1/P2/P3 

���
11 
25 
2 

27 
6 
0 
0 

���
38 
0 
11 
11 
8 
8 
3 

12 
16 
11 
0 
9 

20 
4 
���

16 
22 
0 
0 
0 
���
14 
0 

Total  138 141 100 125 

�
7DEOHDX� ��� 'HVFULSWLRQ� GHV� JURXSHV� GH� SURWpLQHV� VpOHFWLRQQpV� DYHF� XQH� H[SUHVVLRQ�
VSpFLILTXH�GH�O¶H[SpULPHQWDWLRQ�DFFOLPDWDWLRQ�DX�IURLG�FKH]�&KDPSDJQH�HW�UpSDUWLWLRQ�
GX�QRPEUH�GH�VSRWV�SDU�JURXSH�SRXU�FKDTXH�RUJDQH��
 

Le nombre de protéines d’ intérêts pour chaque organe détecté sur les gels colorés à 

l’ argent a été déterminé (Figure 16) et reporté dans le Tableau 6. Un nombre important de 

protéines est observé avec une expression différentielle associée à Champagne acclimaté au 

froid : 138 spots pour le bourgeon, 141 spots pour la feuille, 100 spots pour la tige et 125 

spots pour la racine (Tableau 6). Ceci correspond à une moyenne de 15% des spots présents 

sur les gels composites. Si on regarde en détail les groupes retrouvés en fonction des organes 

(Tableau 5), le groupe n°1 (spots présents à P2 uniquement chez Champagne acclimaté) est 

celui qui regroupe le plus grand nombre de spots pour les organes bourgeon et feuille. Dans le 

cas des organes tige et racine, ce sont les groupes n°8 et 6 respectivement qui comptabilisent 

la majorité des spots d’ intérêts.  

 

 

 

 

                                                S T�U G .#7#0�?VEM9'3�AF@ 0C?CW�3C0�@ ?X@ 0�?VEYA%9'G L�6 5'0�?X?QN 0OZ�EYA 6 I�0�5�G R
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Figure 16. Classification hiérarchique de l’intensité des spots20 au cours des               
les organes bourgeon, feuille, tige et racine. 

 
                                                 
20 La couleur verte représente une augmentation relative de l’expression, alors que le rouge représente une 
diminution. L’échelle de couleur s’étend d’un ratio égal à log 3 à – log3. Chaque ligne correspond à une protéine,  
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expérimentations acclimatation au froid et contrôle chez Champagne et Térèse pour 
 

 
chaque stade de prélèvement (P1, P2, P3, P4 et P5) des deux expérimentations (AF=Acclimatation au froid ; C 
=Contrôle) pour les deux génotypes (Champ=Champagne ;Ter=Térèse) est représenté par une colonne. Les 
groupes de spots d’intérêts sont encadrés et numérotés en fonction de leur profil de variation. 
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Pour réaliser l’ identification des protéines par LC-ESI/IT, les échantillons protéiques 

de Champagne aux stades P2, P3 et P4 de l’ expérimentation acclimatation au froid ont migrés 

une nouvelle fois et les protéines ont été colorées au Sypro Ruby, colorant compatible avec la 

spectrométrie de masse. Le nombre de protéines soumis à l’ identification par LC-ESI/IT 

correspond au nombre de spots d’ intérêts détecté à la fois sur les gels colorés au nitrate 

d’ argent et au Sypro Ruby. A cause des différences de révélation des protéines dues à 

l’ utilisation d’ un autre colorant, le Sypro Ruby, le nombre de spots d’ intérêts diminue de 2 

fois pour l’ organe feuille à 9 fois pour l’ organe tige (Tableau 6). 

 

Organes Bourgeon Feuille Tige Racine 

Nombre de spots d’intérêts 138 (16%) 141 (17%) 100 (11%) 125 (17%) 

Nombre de spots détectés 38 (28%) 60 (42%) 11 (11%) 21 (17%) 

Nombre de spots identifiés 30 (79%) 45 (75%) 7 (63%) 8 (38%) 

 

7DEOHDX����5pFDSLWXODWLI�GX�QRPEUH�GH�VSRWV�DQDO\VpV�DX�QRPEUH�GH�VSRWV�LGHQWLILpV��
�

Par conséquent, un nombre important de variations de l’ expression protéique associées 

à l’ augmentation de la tolérance au gel est perdu avec la coloration au Sypro Ruby. Cent 

trente spots ont ainsi été soumis à la LC-ESI/IT. Le nombre de spots identifiés pour chaque 

organe est reporté dans le Tableau 6. Quatre-vingt dix protéines ont été identifiées avec 

succès, ce qui correspond à 70% des spots soumis à la LC-ESI/IT (Tableau 6). En ce qui 

concerne les protéines non identifiées, les séquences en acides aminés pour ces protéines ne 

présentent pas de régions conservées de protéines déjà caractérisées ou des produits de 

nouveaux gènes. De plus, le pourcentage d’ identification le plus faible est retrouvé pour les 

racines (38% contre 79% pour le bourgeon) comme cela a également été montré lors de 

l’ analyse du protéome de racine de 0HGLFDJR�WUXQFXODWD�où 37% des protéines analysées ont 

été identifiées, même avec l’ utilisation d’ une base de données d’ EST (Mathesius HW�DO., 2001). 

Cela est certainement du au faible nombre d’ études portant sur les mécanismes des racines.  

 

1.2. Similarité des séquences 

Parmi les protéines identifiées reportées dans le Tableau 7, 31 (34%) ont déjà été 

identifiées chez le pois, 59 (66%) ont été identifiées grâce à une forte homologie avec des 

protéines séquencées chez d’ autres espèces végétales. Dans 70% et 55% des cas 
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respectivement, les valeurs de la masse moléculaire et du point isoélectrique théorique ne 

varient pas de plus de 15% des valeurs de la masse moléculaire et du point isoélectrique de la 

protéine de référence. 

L’ identification des protéines a été réalisée avec deux bases de données: la NCBI non 

redondante et une banque d’ EST compilant des EST de 0HGLFDJR�WUXQFXODWD et de *O\FLQH�
PD[. Trente huit (42%) protéines ont été identifiées à la fois avec les bases de données nr et 

EST, 12 (14%) protéines ont été identifiées uniquement grâce à la base nr et 40 (44%) 

protéines grâce à la banque d’ EST. Si nous avions utilisé uniquement la banque d’ EST pour 

réaliser les identifications, 78 protéines soit 60% des protéines analysées par LC-ESI/IT 

auraient été identifiées. Nous montrons ainsi que l’ utilisation d’ une banque d’ EST pour un 

modèle végétal dont le génome n’ a pas été entièrement séquencé est un outil puissant pour 

réaliser l’ identification des protéines à partir de séquences obtenues par LC-ESI/IT.  

L’ identification des fonctions des protéines nous a permis de classer les protéines en 

trois catégories majeures décrites par Sarry et ses collègues (2004): le métabolisme 

énergétique, le métabolisme général et la réponse aux stress biotiques et abiotiques (Tableau 

7). Nous avons défini deux catégories supplémentaires: une regroupant les protéines 

intervenant dans le WXUQRYHU des protéines et la seconde qui regroupe le reste des fonctions des 

protéines qui ont été identifiées. Chaque catégorie regroupe plusieurs sous catégories de 

fonctions (Tableau 7).  

Deux malate déshydrogénases s’ exprimant dans la racine, deux actines et deux 

enzymes de synthèse de la thiamine dans le bourgeon ont été retrouvées avec le même poids 

moléculaire et des points isoélectriques successifs chez Champagne, ces protéines 

correspondent à des isozymes.  
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3 GLYCOLYSE ET GLUCONEOGENESE
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5 PHOTOSYNTHESE – CYCLE DE CALVIN
6 PHOTOSYNTHESE – CHAINE THYLAKOIDIENNE
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14 TRANSCRIPTION
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22 PROTEINES NON CLASSEES

T

E

M

A

S

E   
30%

M 
23,4%

A 
10%
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13,3%

L’identification des protéines nous montre que différentes catégories de protéines 

(acides, basiques, membranaires, solubles) ont été retrouvées. Ceci nous permet de supposer 

que les protéines détectées au Sypro et identifiées sont représentatives de l’ensemble des 

protéines ayant un profil d’expression associé à l’acclimatation au froid chez Champagne. La 

majorité des spots identifiés (30%) et associés à l’acquisition de la tolérance au gel est 

impliquée dans le métabolisme énergétique (E) comprenant l’utilisation du carbone (1,1%), le 

transfert d’électron (2,2%), la glycolyse/gluconéogenèse (7,8%), la voie des acides organiques 

(2,2%), le cycle de Calvin (5,6%) et l’appareil thylakoidien (11.1%) de la photosynthèse 

(Figure 17). Les protéines impliquées dans les voies du métabolisme général (M) sont 

comprises dans la seconde catégorie, la plus représentée avec 23,4% des protéines identifiées 

et exprimées au cours de l’acclimatation au froid chez Champagne. Ces protéines sont 

impliquées dans le métabolisme des acides aminés (5,6%), des lipides (5,6%), des nucléotides 

(3,3%) et dans le métabolisme secondaire (5,6%) (Figure 17). Le turn over des protéines (T) 

comprenant la traduction, le repliement, le transport et la dégradation des protéines 

correspondent à 21,2% des protéines identifiées (Figure 17). Les protéines de réponse aux 

stress (S) représentent 13,3% des protéines identifiées induites par l’acclimatation au froid 

chez Champagne (Figure 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17. Distribution des protéines en fonction des 22 sous catégories définies tous 

organes confondus23. 

                                                 
23 E = métabolisme énergétique ; M = métabolisme général, A = Autres ; T = Turnover des protéines ; S = 
réponse aux stress. 
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1.3. Réponse organo-spécifique de l’acclimatation au froid 

Seules 6 protéines s’ exprimant en réponse aux basses températures sont communes à 

différents organes (Tableau 7). Une isoforme du cytochrome B6-F est exprimée 

spécifiquement chez Champagne au stade P2 dans les organes feuille et bourgeon. 

L’ expression d’ isoformes d’ une sous-unité du PSII et d’ une cyclophiline a été détectée dans 

le bourgeon à P2 et dans la feuille de P2 à P4. Celle d’ une myo-inositol-1-phosphate synthase 

(MIPS) dans le bourgeon à P1 et dans la feuille à P2. Un facteur d’ assemblage du PSII 

(HCF136) et un facteur de transduction (TCTP) sont exprimés au cours de l’ acclimatation au 

froid dans la tige. Le premier est également retrouvé dans la feuille et le second dans le 

bourgeon avec une expression transitoire de P2. Comme nous pouvont le constater le nombre 

de protéines d’ intérêt communes à plusieurs organes est faible, il représente 6,5% des 

protéines identifiées. La majorité des protéines ainsi exprimées spécifiquement au cours de 

l’ acclimatation au froid est différente en fonction des organes. Ceci permet de suggèrer une 

réponse organo-spécifique aux basses températures qui traduit des besoins différents des 

organes. 

De plus, nous pouvons constater que la répartition des 5 catégories des fonctions 

protéiques est variable en fonction de l’ organe analysé (Figure 18). Ici, seuls les organes 

feuille et bourgeon ont été analysés séparemment car les organes tige et racine ne 

comptabilisent pas assez de protéines identifiées. La catégorie du « métabolisme 

énergétique » représentent 46,9% des protéines identifiées dans les feuilles (Figure 18), la 

majorité des protéines étant impliquées dans la photosynthèse (17,9%) et la glycolyse 

(15,6%), contre 10,1% pour le bourgeon (Figure 18). Le maintien de l’ activité de la 

photosynthèse par les feuilles au cours de l’ acclimatation au froid chez Champagne semble 

essentiel dans l’ acquisition de la tolérance au gel. Chez les bourgeons, la majorité des 

protéines identifiées sont impliquées dans le WXUQRYHU des protéines, 33,2% contre 8,8% pour 

les feuilles. Comme le bourgeon est un lieu de division cellulaire important, nous pouvons 

suggèrer que les protéines identifiées permettent d’ assurer la synthèse des protéines pour le 

fonctionnement des cellules.  
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Figure 18. Distribution des protéines en fonction des 22 sous catégories définies par 
organes : feuille et bourgeon24. 
 

1.4. Les fonctions des protéines exprimées au cours de l’acclimatation au froid 

impliquées dans le réajustement du métabolisme 

L’exposition des plantes aux basses températures semble induire une baisse de 

l’activité de la photosynthèse (Huner et al., 1993). Cependant nous avons retrouvé une 

majorité de protéines impliquées dans la synthèse de la chaîne photosynthétique avec 11,1%.  

Les protéines identifiées impliquées dans la photosynthèse sont des protéines de réception de 

l’énergie lumineuse de l’appareil thylakoidien : les protéines du PSI (sous-unité 2 du centre 

réactionnel, la protéine fixant la chlorophylle a/b de type III) et du PSII (protéine de fixation 

de l’oxygène dans les organes feuille et bourgeon) ; et du transport d’électrons : le 

cytochrome B6-F (une isoforme dans la feuille et une autre dans le bourgeon) et la 

plastocyanine (Tableau 7, Figure 19). Chez Arabidopsis, il a été montré qu’une augmentation 

du taux de transcrits du gène de la chlorophyll a-b binding protein dans les feuilles 

développées à 5°C est associée à une augmentation de la photosynthèse (Strand et al., 1997). 
                                                 
24 E = métabolisme énergétique ; M = métabolisme général, A = Autres ; T = Turnover des protéines ; S = 
réponse aux stress. 
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Ainsi, l’ expression de certaines isoformes de la chaîne thylakoïdienne de la photosynthèse 

spécifique de l’ acclimatation au froid chez Champagne suggère une augmentation du WXUQRYHU 
des protéines de la chaîne de transport des électrons et de l’ antenne collectrice de lumière qui 

permettrait à Champagne une récupération de la photosynthèse inhibée par la chute des 

températures comme cela a été montré chez $UDELGRSVLV (Hurry HW�DO., 2000).  

De la même façon, toujours chez $UDELGRSVLV, il a été observé une augmentation de 

l’ activité des enzymes du cycle de Calvin (Strand HW�DO., 1999). Dans notre étude, nous avons 

trouvé l’ expression d’ isozymes du cycle de Calvin (grande sous-unité de la rubisco, rubisco 

activase, phosphoribulokinase, ribose 5-phosphate isomerase et ribulose 3-phosphate 

epimerase) dans les feuilles de Champagne à basses températures (Tableau 7, Figure 19), ce 

qui suggère que la photosynthèse n’ est pas inhibé au cours de l’ acclimatation au froid chez 

Champagne. De plus, l’ augmentation des activités des enzymes du cycle de Calvin, dans les 

feuilles d’$UDELGRSVLV développées à basses températures, qui permettrait d’ augmenter la 

capacité d’ assimilation du CO2 (Hurry HW�DO., 2000) est associée avec une augmentation des 

enzymes de la synthèse du saccharose (Strand HW�DO., 1999). Il semble que l’ accumulation des 

sucres solubles à basses températures ne soit pas associée à la suppression de la photosynthèse 

ou à l’ expression des gènes dont les produits sont impliquées dans la photosynthèse (Strand HW�
DO., 1997). Dans notre étude, nous pouvons observer l’ expression d’ isozymes de la glycolyse 

et de la gluconéogenèse (enolase, aldolase1 cytoplasmique, phosphoglycerate kinase, 

glycéraldehyde 3-phosphate déshydrogenase et triosephosphate isomerase) dans les feuilles 

de Champagne acclimaté au froid (Tableau 7, Figure 19). Ces enzymes sont communes aux 

voies de la glycolyse et de la gluconéogénèse. Cependant les deux voies sont régulées de telle 

sorte que l’ une est inhibée lorsque l’ autre est activé et YLFH� YHUVD. Le principal signal qui 

contrôle cette régulation est le rapport ATP/AMP. En cas d’ excès d’ ATP, le cycle de Krebs 

ralentit et l’ accumulation de citrate va conduire à l’ inhibition de la glycolyse au profit de la 

gluconéogènese. Ainsi, en condition de basses températures l’ accumulation de citrate mis en 

évidence chez Champagne, activerait la voie de la gluconéogénèse afin de mettre en réserve 

l’ énergie sous forme de saccharose dont l’ accumulation a été également mis en évidence chez 

Champagne au cours de l’ acclimatation au froid. Le saccharose peut ensuite s’ engager dans 

des voies différentes en fonction des besoins de la plante, à savoir, i) l’ apport de glucose pour 

produire de l’ énergie afin d’ assurer le métabolisme, ii) le transport des sucres vers d’ autres 

organes, et iii) la synthèse d’ autres sucres solubles dont le raffinose. Aucune enzyme de la 

biosynthèse du saccharose comme la fructose-1,6-bisphosphatase et la saccharose phosphate 
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synthase n’ a été identifié chez Champagne au cours de l’ acclimatation au froid. Cependant 

ces enzymes font peut être parties des protéines non détectées sur les gels colorés au Sypro.  

 

1.5. Induction de la synthèse de cryoprotecteurs au cours de l’acclimatation au 

froid 

Dans notre étude, l’ expression d’ enzymes (la glutamine synthétase et la cysteine 

synthase), impliquées dans la synthèse de deux acides aminés, la glycine et la cystéine, a été 

mise en évidence dans les feuilles de Champagne à basses températures (Tableau 7). La 

synthèse d’ isoformes de la glutamine synthase et de la cystéine synthase induites par les 

basses températures, suggère l’ accumulation de glycine et de cystéine au cours de 

l’ acclimatation au froid. L’ augmentation du contenu en acides aminés a été mis en évidence 

en réponse aux basses températures ; par exemple, les acides aminés glutamine, alanine et 

aspartate s’ accumulent dans les feuilles de blé (Naidu HW� DO., 1991) et l’ arginine chez 3RD�
DQQXD L. (Dionne HW�DO., 2001). Comme nous pouvons le constater, les données concernant les 

acides aminés qui s’ accumulent en condition d’ acclimatation au froid sont souvent 

contradictoires, cela est probablement due aux différences de conditions basses températures, 

du matériel végétal et des méthodes d’ analyses. De même, l’ accumulation de la proline en 

réponse à la déshydratation induite par le froid a été observée chez $UDELGRSVLV (Wanner et 

Juntilla, 1999), mais l’ implication de la proline dans l’ acquisition de la tolérance au gel chez 

le pois n’ a pas été mise en évidence ni au niveau du dosage ni au niveau de l’ expression 

d’ enzymes de synthèse de la proline au cours de l’ acclimatation au froid. Ainsi, le mécanisme 

et le rôle de l’ accumulation d’ acides aminés spécifiques au cours de l’ acclimatation au froid 

ne sont pas très clairs. 

 

1.6. Activation du WXUQRYHU des protéines en réponse aux basses températures 

Il a été mis en évidence dans le bourgeon de Champagne l’ expression de plusieurs 

protéines impliquées dans le repliement des protéines comme la protéine chaperone GrpE, 

une cyclophiline et une protéine HCF106 (High-chlorophyll fluorescent) intervenant dans le 

transport des protéines (Tableau 7). L’ expression de la cyclophiline a déjà été montrée comme 

étant induite par les stress biotiques et abiotiques, notamment dans le cas d’ un choc froid 

(Godoy HW�DO., 2000). Chez des mutants de maïs déficients en HCF106 (Barkan HW�DO., 1986), 

la photosynthèse est inhibée. Il a ainsi été suggéré que HCF106 était nécessaire pour 

l’ assemblage des protéines des thylakoïdes (PSI, PSII et le cytochrome f/b6). HCF106 

participerait chez Champagne à la réparation des protéines des thylakoïdes endommagées par 
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le stress basses températures ou alors contribuerait au repliement des protéines nouvellement 

synthétisées de la chaîne de transport d’ électrons dont certaines isoformes s’ expriment 

spécifiquement. 

Plusieurs protéines impliquées dans la traduction des protéines ont été mises en 

évidence dans les bourgeons de Champagne : l’ expression de deux facteurs d’ élongation de la 

traduction et d’ une protéine ribosomale au cours de l’ acclimatation. Dans les racines, 

l’ expression spécifique d’ isoformes de plusieurs protéasomes indique que la voie de la 

protéolyse semble être active.  

 

1.7. Inhibition du stress oxydatif induit au cours de l’acclimatation au froid 

Le peroxyde d’ hydrogène s’ accumule à basses températures sous l’ action d’ une 

superoxyde dismutase, et pour lutter contre cela le cycle du glutathion impliqué dans la 

détoxification du peroxyde d’ hydrogène est activé au cours de l’ acclimatation au froid (Kocsy 

HW� DO., 2001). L’ expression des protéines qui inhibent le stress oxydatif est fortement 

représentée dans la catégorie des protéines de réponse aux stress. Nous avons mis en évidence 

l’ expression d’ isoformes de la glutathion S-transferase, de la L-ascorbate peroxydase et de la 

2-Cys peroxyredoxine dans les feuilles, de la Cu/Zn superoxyde dismutase II et la 

thioredoxine reductase dans les bourgeons (Tableau 7, Figure 19). Ainsi, les basses 

températures induisent chez Champagne l’ expression de la L-ascorbate peroxydase impliquée 

dans le cycle de l’ ascorbate-glutathion qui participe à la détoxification du peroxyde 

d’ hydrogène. De même, pour la glutathion S-transferase qui catalyse la conjugaison du 

glutathion avec des substrats comme l’ hydroxyperoxydase participe à la régulation de la 

peroxidation des lipides de la membrane à basses températures (Roxas HW�DO., 1997). 

L’ expression de la thioredoxine m2 et de la thioredoxine reductase a été mise en 

évidence dans les bourgeons de Champagne (Tableau 7, Figure 19). La thioredoxine est un 

élément connu pour interagir avec la 2-Cys peroxyredoxine (Broin HW� DO., 2002) dont 

l’ expression a été trouvée dans les feuilles de Champagne. Le rôle des protéines de la famille 

des peroxydases thioredoxine-dépendante est de réduire le taux de peroxyde d’ hydrogène en 

transférant les électrons vers des résidus sulfhydriques (Chae HW� DO., 1994) et de protéger 

l’ appareil photosynthétique contre les dommages oxydatifs (Baier and Dietz, 1999). 
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Figure 19. Positionnement des protéines25 dont l’expression d’une isoforme est 
métabolisme de la plante. 
25 ATP = Adenosine triphosphate ; CEO = complexe évoluant l’oxygène ; CP = complexe chlorophylle protéine ; 
Cytb6F = cytochrome b6F ; Fdx = Ferredoxine ; GSH = glutathion réduit ; GSSH = glutathion oxydé ; LCH = light 
harvesting complex of photosystem II ; Lhca = light harvesting complex of photosystem I ; Mn = manganèse ; 
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spécifique de l’acclimatation au froid chez Champagne tolérant au gel dans le 
 
IMP = myo-inositol monophosphatase ; NADP = Nicotinamide adenosine dinucléotide phosphate ; Pc = 
plastocyanine ; Pheo = pheophytine ; PQ = plastoquinone ; Prx = 2-Cys peroxiredoxine ; QA = ubiquinone A ; QB 
= ubiquinone B ; Thx = thioredoxine. Les protéines et les enzymes écrites en rose sont les protéines exprimées 
chez Champagne acclimaté. 
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La thioredoxine serait un composant important pour le transfert du pouvoir réducteur vers les 

2-Cys peroxyredoxines (Broin HW�DO, 2002). La thioredoxine serait à son tour réduite par une 

ferredoxine-thioredoxine réductase, qui est connue pour diriger le flux d’ électrons de la 

chaîne d’ électrons de la photosynthèse vers la thioredoxine m et f (Jacquot HW�DO., 1997). Ceci 

suggère que chez le pois, les basses températures induiraient un stress oxydatif  comme cela a 

déjà été montré chez le maïs (Prassad HW� DO., 1994). Chez Champagne, la période 

d’ acclimatation au froid induit la synthèse de protéines permettant de diminuer les dommages 

liés à ce stress causé par la chute des températures, ce qui permet d’ augmenter la tolérance à 

la photoinhibition dans le feuilles comme cela a déjà été montré chez $UDELGRSVLV� (Gray HW�
DO., 2003).  

D’ autres facteurs mis en évidence dans notre étude participent également à l’ inhibition 

du stress oxydatif. Une accumulation de MIPS, enzyme intervenant dans la synthèse de 

l’ inositol, a été observée dans les feuilles de Champagne après 10 jours à basses températures 

(Tableau 7, Figure 19). Les transcrits et les protéines MIPS ont déjà été observés comme sur 

exprimés en réponse au stress salin (Nelson HW� DO., 1998) et au contraire sous exprimés en 

réponse à des conditions défavorables pour la photosynthèse (Keller HW� DO., 1998). Dans la 

tolérance au gel, le rôle de l’ inositol serait de protéger les structures cellulaires de l’ effet des 

espèces réactives d’ oxygènes et de maintenir le contrôle de la pression osmotique des cellules 

(Nelson HW�DO., 1998). 

L’ expression de la MIPS suggère que l’ inositol s’ accumule au cours de l’ acclimatation au 

froid pour protéger les cellules contre les effets du stress oxydatif, diminuant ainsi la 

photoinhibition de la photosynthèse. Cependant, la MIPS est également impliquée dans la 

synthèse du raffinose qui s’ accumule spécifiquement chez Champagne au cours de 

l’ acclimatation au froid comme nous l’ avons observé dans la Partie 1. Des expérimentations 

réalisées sur des protoplastes isolés à partir d’ embryons de pois (Xiao HW�DO�, 2001) suggèrent 

que le raffinose est impliqué dans la stabilisation des membranes cellulaires dans des 

conditions de stress en interagissant directement avec la membrane.  

L’ expression de l’ enzyme de synthèse de la thiamine et la GDP-mannose 

pyrophosphorylase (Tableau 7) suggère la synthèse des vitamines B et C en réponse aux 

basses températures dans les bourgeons de Champagne. Le rôle possible des vitamines en cas 

de gel n’ a pas encore été étudié. Par contre on sait que la vitamine C agit comme un 

antioxydant potentiel pour éliminer les différentes espèces réactives d’ oxygènes (Smiroff, 

1996). De même, l’ expression de deux enzymes, la chalcone-flavonone isomerase dans les 

racines et la 3-beta hydroxysteroid déshydrogenase/isomerase dans les feuilles, impliquées 
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respectivement dans la synthèse de flavonoïdes et des stéroïdes (Tableau 7) est 

spécifiquement détectée au cours de l’ acclimatation au froid chez Champagne. Ces deux 

composés doivent jouer un rôle dans l’ acquisition de la tolérance au gel chez Champagne 

mais leur synthèse en réponse aux stress n’ a pas été étudiée, à notre connaissance. Cependant 

les flavonoïdes sont connus pour agir comme des antioxydants dans l’ alimentation humaine 

(Miranda HW�DO., 1999). 

 

2. CONCLUSION 
 

Nos recherches ont montré que la majorité des protéines et enzymes identifiées et 

s’ exprimant spécifiquement en réponse aux basses températures dans l’ organe feuille de 

Champagne acclimaté au froid, est impliquée i) dans le réajustement du métabolisme, plus 

particulièrement de la photosynthèse, dans la synthèse de sucres solubles, ii) dans l’ inhibition 

du stress oxydatif causé par la chute des températures et iii) dans la diminution de la 

sensibilité à la photoinhibition. Le fonctionnement de la photosynthèse et la détoxification des 

radicaux libres sont deux évenements qui ont déjà été mis en évidence au niveau 

transcriptomique lors d’ une étude portant sur l’ expression des gènes en réponse aux basses 

températures chez $UDELGRSVLV (Provart HW� DO., 2003). Comme suggéré par Huner et ses 

collègues (1998), l’ appareil photosynthétique pourrait intervenir dans la perception des 

variations de l’ environnement et induire la transduction du signal basses températures 

conduisant ainsi à l’ expression des gènes relatifs à l’ activité de la photosynthèse et 

spécifiques de l’ acclimatation au froid. De plus, le maintien de la photosynthèse permettrait la 

production d’ énergie nécessaire aux modifications physiologiques survenant lors de 

l’ acclimatation au froid (Levitt, 1980) et critiques pour l’ acquisition de la tolérance au gel.  

 

 Cette étude a ainsi été réalisée sur les variations qualitatives (présence/absence) de 

l’ expression des protéines au cours de l’ acclimatation au froid spécifique de Champagne 

acclimaté. Dans le but d’ étendre l’ analyse aux variations quantitatives (surexpression ou 

répression de l’ expression), il est nécessaire de mettre en évidence le taux de variation 

quantitative des spots due aux variations expérimentales et notamment du mode de coloration 

car l’ utilisation du nitrate d’ argent sature la coloration des spots quantitativement majoritaires. 

Dans la partie suivante, nous avons réalisé l’ étude des variations qualitatives et surtout 

quantitatives liées à l’ utilisation de deux types de coloration, celle au nitrate d’ argent et celle 

au Sypro Ruby, et quantifié cette variation expérimentale dans le cadre de notre laboratoire. 

Par la même occasion, nous avons comparé deux méthodes de préparation des échantillons 
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qui vont nous permettre d’ évaluer la variation analytique uniquement due à l’ expérimentation 

et la variation biologique lorsque plusieurs plantes sont comparées séparément. 
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1. RESULTAT ET DISCUSSION 
 

1.1. Analyses qualitative et quantitative de la reproductibilité des gels d’une 

expérimentation biologique et analytique. 

Chez les végétaux, des plantes d’une même lignée homozygote soumises aux mêmes 

conditions de culture peuvent exprimer des différences de l’expression quantitatif des 

protéines. Ces différences ont pour origine des différences existantes dans le 

microenvironnement des plantes, des petites variations génotypiques ou des différences dans 

la distribution des isoformes produites par les modifications post-traductionnelles. Cette 

variation biologique estimée sur les variations quantitatives des protéines entre 10 plantes 

similaires de luzerne a été évaluée à 24,2% (Asirvatham et al., 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20. Présentation des deux méthodologies utilisées26. 
 

Pour déterminer une variabilité biologique et analytique, 3 répétitions de 10 plantes de pois 

avec un développement similaire ont été prélevées après la phase de nursery (Figure 20A). Un 

mélange des 3 extractions protéiques obtenues a été appliqué sur 3 gels bidimensionnels afin 

de séparer les protéines pour l’expérimentation analytique (Figure 20B). Parallèlement, 

chaque échantillon a été appliqué sur 3 gels différents pour l’expérimentation biologique 

(Figure 20C). Tous les échantillons ont été soumis simultanément à une même migration sur 

des gels IPG provenant du même lot pendant 166 kVh et les gels de deuxième dimension 

réalisés dans une multicuve de 6 plaques pour minimiser les variations. Toutes les images 

sont  scannées  après  coloration  au  nitrate  d’argent  ou  au  Sypro Ruby.  Trois  répétitions 
                                                 
26 Pour la préparation des échantillons en A, 3 extractions à partir de 3 lots de 10 plantes sont 
réalisées. Pour l’expérimentation analytique en B, un mélange des 3 extractions est préparé et migre 
sur 3 gels différents. Pour l’expérimentation biologique en C, les 3 échantillons migrent séparément. 
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sont réalisées pour quantifier la variabilité comme montré par Choe et ses collègues (2003). 

Afin de comparer les variations qualitatives et quantitatives entre les deux expérimentations, 

le mode de coloration a d’ abord été testé afin de choisir la coloration la plus reproductible. 

 

1.2. Comparaison des variations qualitatives et quantitatives de 

l’expérimentation biologique avec une coloration au nitrate d’argent et une 

coloration au Sypro Ruby 

L’ expérimentation biologique est utilisée pour comparer les deux modes de coloration 

car elle comprend la variabilité quantitative de l’ expression des protéines d’ une répétition à 

une autre en plus de la variabilité analytique. 

Le nombre de spots détectés à l’ aide du logiciel Progenesis dans chaque lot de gels des 

deux expérimentations est reporté dans le tableau 8. Pour l’ expérimentation biologique, 454 

spots sont détectés en moyenne avec la coloration au Sypro Ruby contre 546 spots avec la 

coloration au nitrate d’ argent. Cette dernière reste donc plus sensible que la coloration au 

Sypro Ruby (Tableau 8). La différence du nombre de spots détectés a été statistiquement 

testée par une analyse de variance avec un risque de 5%. Aucune différence significative n’ a 

été retrouvée entre le nombre de spots détectés par la coloration à l’ argent et la coloration au 

Sypro Ruby. 

 

Coloration Expérimentation Nombre de spots Moyenne Ecart type 

Argent Biologique 588 – 634 -418 546 114 

Biologique 434 – 475 - 452 454 21 Sypro Ruby 
Analytique 428 – 437 - 426 430 6 

 

7DEOHDX����1RPEUH�GH�VSRWV�GpWHFWpV�VXU�OHV���UpSpWLWLRQV��DYHF�OD�PR\HQQH�HW�O¶pFDUW�
W\SH�SRXU�OD�FRORUDWLRQ�DX�QLWUDWH�G¶DUJHQW�HW�DX�6\SUR�5XE\��
 

Tous les spots appariés sur les gels ont été manuellement examinés afin de vérifier les 

appariements entre tous les gels des deux expérimentations et de corriger les erreurs 

d’ appariements. La comparaison du nombre de spots appariés a été réalisée (Figure 21). Seuls 

27% des spots sont communs aux 3 répétitions avec une coloration au nitrate d’ argent. La 

majorité des spots (45%) sont détectés uniquement sur un gel. Le reste des spots (28%) se 

trouve sur deux des trois répétitions (Figure 21). Avec la coloration au Sypro Ruby, le nombre 
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de spots détectés sur les trois répétitions augmente à 50%, mais le nombre de spots présents 

sur un seul gel reste élevé avec 38% des spots (Figure 21). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

)LJXUH�����3RXUFHQWDJH�GHV�VSRWV�FRPPXQV�j����j���HW�VSpFLILTXHV�j�XQH�UpSpWLWLRQ� 
 

L’ analyse quantitative a été réalisée avec les spots communs aux trois répétitions. Les 

coefficients de variation (CV) de l’ intensité normalisée de chaque spot ont été calculés. La 

moyenne des CV de l’ expérimentation biologique a été déterminée à 29,7% avec la coloration 

au Sypro Ruby et à 63,5% avec la coloration au nitrate d’ argent. Il avait déjà été montré que 

le nitrate d’ argent était responsable d’ une grande variabilité de l’ intensité des spots (Voss et 

Haberl, 2000). Comme la coloration au Sypro Ruby donne une meilleure reproductibilité 

qualitative et quantitative que celle à l’ argent, elle a été utilisée pour réaliser 

l’ expérimentation analytique. 

 

1.3. Comparaison de la variabilité qualitative et quantitative entre 

l’expérimentation biologique et analytique avec la coloration au Sypro Ruby 

Le nombre de spots détectés dans l’ expérimentation biologique (454) est plus élevé 

que celui de l’ expérimentation analytique (430) (Tableau 8). Cependant l’ écart type est aussi 

plus important dans l’ expérimentation biologique que dans l’ expérimentation analytique 

(Tableau 8). 

Comme précédemment, 50% des spots sont communs aux 3 répétitions pour 

l’ expérimentation biologique, alors que dans le cas de l’ expérimentation analytique, cela 

concerne 45% des spots (Figure 21). La reproductibilité qualitative est similaire pour les deux 
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expérimentations avec la coloration Sypro Ruby. Seuls 249 spots (29%) sont communs aux 

deux expérimentations. Chaque expérimentation apporte approximativement 25% de spots 

non retrouvés dans l’ une ou l’ autre des expérimentations (Figure 21). Les variations d’ un gel 

à un autre peuvent être dues aux variations expérimentales causées par des pertes de protéines 

pendant l’ étape de réhydratation, d’ équilibration des gels et de transfert entre la première et la 

deuxième dimension (Zuo et Speicher, 2000). Par ailleurs, nous pouvons considérer que les 

protéines en quantité minoritaire spécifiques à chaque lot de plantes sont fortement diluées 

quand les trois échantillons provenant des trois lots de plantes sont mélangés pour tester la 

variabilité analytique. Au contraire, les protéines minoritaires communes aux trois lots de 

plantes sont fortement représentées dans le mélange et dans l’ expérimentation analytique. 

Ceci peut expliquer pourquoi le nombre de spots dans les deux expériences reste similaire 

mais que le profil des spots soit différent. 

L’ analyse quantitative a été réalisée en considérant les 249 spots communs aux trois 

répétitions dans les deux expérimentations. Les CV de l’ intensité normalisée des spots ont été 

calculés. La moyenne des CV pour les 249 spots des deux expérimentations a été calculée afin 

d’ évaluer la variabilité intra-quantitative de l’ intensité des spots (variations de la 

quantification des spots pour chaque expérimentation). Alors que le CV biologique est de à 

29,7%,  le CV analytique est de 29,8% (Tableau 9). Une analyse de variance réalisée sur la 

moyenne des CVs comme facteur avec un risque de 5% montre qu’ il n’ y a pas de différence 

significative entre le CV biologique et le CV analytique. Les CVs biologique et analytique de 

29,7% et 29,8% sont similaires à la variation technique moyenne obtenue pour une séparation 

et une détection quantitative en électrophorèse bidimensionnelle (Molloy HW�DO., 2003). 

 

Expérimentation Moyenne  Ecart type  Coefficient de 
variation 

Biologique 0.4 0.1 29.8 

Analytique 0.4 0.1 29.7 
 

7DEOHDX� ��� 0R\HQQH� GHV� LQWHQVLWpV� GHV� VSRWV� QRUPDOLVpHV�� OHXUV� pFDUW� W\SHV� HW�
FRHIILFLHQW�GH�YDULDQFHV�FDOFXOpV�j�SDUWLU�GHV�WURLV�UpSpWLWLRQV�GH�JHOV�FRORUpV�DX�6\SUR�
5XE\��
 

Les intensités normalisées des 249 spots communs à tous les gels ont été comparées 

individuellement pour chaque spot avec un test d’ analyse de variance entre les deux 
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expérimentations pour évaluer la variabilité inter-quantitative (variation des intensités des 

spots entre les deux expérimentations). Avec un risque de 5%, pour les 249 spots, seuls 9 

montrent une différence significative entre les deux expérimentations.  

Ces résultats confirment que (i) les préparations de plusieurs échantillons de plusieurs 

plantes mélangées n’ apportent pas plus de variabilité dans l’ intensité des spots que 

l’ utilisation d’ une préparation d’ un seul échantillon, (ii) des lots de plusieurs plantes 

équilibrent la variabilité biologique et (iii) une variabilité quantitative de l’ intensité des spots 

d’ environ 30% est encore présente même avec une coloration au Sypro Ruby. 

 

2. CONCLUSION 
 

Les différences qui ont été observées après l’ appariement des gels indiquent une 

variabilité technique du système de l’ électrophorèse bidimensionnelle ou du système 

d’ analyse. Ces différences sont marquées par des spots absents de certaines répétitions et des 

spots dont l’ intensité varie. Le type d’ analyse d’ image et le degré d’ automatisation ont un 

impact sur le niveau de signification qui peut être attribué à une variation spécifique d’ un 

processus. C’ est pourquoi, il est important de faire attention aux résultats d’ une analyse 

différentielle des variations quantitatives à partir des gels d’ électrophorèse bidimensionnelle. 

L’ étude réalisé par Phadke HW�DO. (2001) propose que les niveaux d’ expression des protéines 

sur gels bidimensionnels entre différentes conditions doivent différer de plus de 3,92 � �HQ�
dehors de la distribution gaussienne normale associée à une erreur aléatoire) pour être 

significatifs avec un risque de 5% où � FRUUHVSRQG� à la moyenne du CV. Cette approche 

suggère que la différence d’ expression protéique dans les conditions utilisées dans notre 

laboratoire avec une coloration au Sypro Ruby doit être supérieure à 116% (3,92 x 29,7) pour 

être significative avec un risque de 5%. Comme nous l’ avons vu précédemment, l’ utilisation 

d’ une coloration au nitrate d’ argent nécessite d’ augmenter les niveaux d’ évaluation des 

critères de l’ analyse statistique. Dans ce cas, pour affirmer que la différence dans l’ expression 

protéique est significative, la variation quantitative doit être supérieure à 249% (3,92 x 63,5) 

pour le même échantillon dans les mêmes conditions du laboratoire. La comparaison des 

cartes protéiques utilisant une détection manuelle et un appariement dans le cas d’ une 

expérimentation type biologique (utilisant des mélanges de plusieurs plantes pour un 

échantillon) permet une analyse quantitative de l’ expression des protéines. Ainsi dans le cadre 

de la poursuite de l’ analyse différentielle des protéines au cours de l’ acclimatation au froid, il 

faudra tenir compte de ce facteur pour réaliser l’ analyse au niveau des variations 

quantitatives. 
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 L’ approche protéomique révèle que certains métabolismes sont liés à l’ acquisition de 

la tolérance au gel lors de l’ acclimatation au froid. L’ expression spécifique de certaines 

isoformes des protéines de la chaîne de transport des électrons et de l’ antenne collectrice de la 

lumière, ainsi que des isozymes du cycle de Calvin au cours de l’ acclimatation au froid 

(Figure 22) indique que l’ appareil photosynthétique est le métabolisme clé de l’ acquisition de 

la tolérance au gel chez le pois. L’ expression de ces protéines contribuerait au réajustement de 

la photosynthèse dont l’ activité chute normalement en conditions de basses températures. Le 

maintien de la photosynthèse au cours de l’ acclimatation au froid permettrait de garantir une 

synthèse de sucres solubles, dont l’ accumulation a été mise en évidence chez Champagne 

acclimaté, par l’ activation de la voie de la gluconéogenèse dont l’ expression de certaines 

isozymes est retrouvée spécifiquement chez Champagne. Toutefois comme nous l’ avons 

observé dans les lignées recombinantes cultivées en champ, l’ accumulation de sucres solubles 

n’ est pas exclusive pour l’ acquisition de la tolérance au gel des lignées. D’ autres composés 

non identifiés dans l’ étude des lignées recombinantes contribueraient de façon majeure à 

l’ acquisition de la tolérance au gel. Cependant le maintien de la photosynthèse est également 

obtenu par l’ expression, au cours de l’ acclimatation au froid, de protéines de réponse au stress 

oxydatif intervenant dans le cycle ascorbate-glutathion ainsi que dans la synthèse de certains 

composés comme la vitamine C ou les flavonoides vont permettre d’ éliminer les espèces 

réactives d’ oxygènes afin de diminuer les effets de la photoinhibition de la photosynthèse 

(Figure 22).  

Plusieurs études en cours vont venir compléter nos résultats. Une première étude 

consiste à mesurer l’ activité d’ enzymes du cycle du carbone (RuBisCO, Glycéraldéhyde-6-

phosphodéshydrogénase et la pyruvate kinase) qui complétera nos résultats sur l’ expression 

spécifique des protéines dans le métabolisme de la photosynthèse. La mesure de la pression 

osmotique au cours de l’ acclimatation au froid permettra elle de déterminer la contribution de 

l’ accumulation des sucres dans l’ osmorégulation. 

Une seconde étude porte sur l’ analyse du transcriptome réalisé dans le cadre d’ un programme 

Génoplante (PeaB 2000-2004). Les résultats de cette étude seront confrontés à nos résultats 

d’ expression des protéines afin de mettre en évidence les points communs et les différences 

entre les fonctions des protéines identifiées et si des événements de régulation post-

transcriptionnelles surviennent lors de l’ acclimatation au froid.  
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Figure 22. Schéma récapitulatif des évènements mis en évidence au cours de 

l’acclimatation au froid et associées à l’acquisition de la tolérance au gel. 

 

Les résultats de l’ensemble de ces études va servir, au niveau génétique, à la sélection de 

marqueurs des gènes de synthèse d’enzymes impliquées dans les métabolismes que nous 

avons mis en évidence et à déterminer d’éventuels co-localisation avec les QTL de teneurs en 

sucres et les QTL de tolérance au gel. Ce travail à long terme a pour objectif de mettre en 

évidence des gènes majeurs de l’acquisition de la tolérance au gel.  

L’analyse du protéome va être poursuivi par plusieurs travaux : i) l’amélioration de la 

méthode de détection des protéines non révélées par le Sypro Ruby en utilisant d’autres 

colorants comme par exemple le Deep Purple (Amersham), ii) l’analyse des protéines dont le 

profil d’expression est spécifique de Térèse, c’est à dire qui disparaissent pendant 

l’acclimatation au froid chez Champagne, et iii) l’analyse des variations quantitatives des 

spots en tenant compte du facteur de variation expérimentale déterminée précédemment. Cela 
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permettra d’ amplifier les résultas obtenus et d’ appréhender toutes les facettes de l’ expression 

protéique lors de l’ acclimatation au froid.  

Ce travail réalisé sur les deux variétés Champagne et Térèse va être poursuivi sur les lignées 

recombinantes. En effet, afin de corréler l’ expression des protéines identifiées avec 

l’ acquisition de la tolérance au gel de Champagne ou responsable de la sensibilité ce Térèse, 

une recherche de ces protéines sera réalisée chez les lignées recombinantes et lorsqu’ elles 

seront à notre disposition chez les lignées isogéniques. De plus, la compréhension plus fine du 

rôle des sucres sera entreprise par l’ analyse des lignées recombinantes en conditions de 

culture contrôlées.  
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$QQH[H����&RPSRVLWLRQ�GHV�VROXWLRQV�G¶H[WUDFWLRQ�GHV�SURWpLQHV�
 
Tampon d’ extraction 1 : 

Acide trichloroacétique  10% 

β-mercaptoéthanol   0,7% 

Acétone froid 

 

Tampon d’ extraction 2 : 

β-mercaptoéthanol   0,7% 

Acétone froid 

 

Tampon de solubilisation : 

Uréé     9,5M 

Triton X100    2% 

K2CO3    50mM 

DTT     30mM 

SDS     1,25% 
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$QQH[H� ��� &RPSRVLWLRQ� GHV� VROXWLRQV� GH� PLJUDWLRQ� GHV� SURWpLQHV� HQ� � õ1ö ÷ � HW� � õøp÷ �
GLPHQVLRQ�
 

Tampon de réhydratation : 

Uréé     8M 

CHAPS    4% 

DTT     20mM 

Ampholytes 4-6 : 5-8   (2 : 1, v/v) 

 

Tampon d’ équilibration 1 : 

SDS     70mM 

Glycérol    20% 

Uréé     6M 

Tris-HCl pH 8,8 1,5M  0,375M 

Bleu de bromophénol   0,6% 

DTT     130mM 

 

Tampon d’ équilibration 2 : 

SDS     70mM 

Glycérol    20% 

Uréé     6M 

Tris HCl pH 8,8 1,5M  0,375M 

Bleu de bromophénol   0,6% 

Iodoacétamide    135mM 

 

Composition pour deux gels à 11% : 

Acrylamide 40%/PDA (73% / 0,8%) 33mL 

Tris-HCl pH 8,8 1,5M  22,5mL 

H2O     33,15mL 

APS 10%    450µL 

Temed     45µL 

 

Tampon de migration : 

Tris     50mM 

Glycine    384mM 

SDS     0,1% 
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$QQH[H� ��� &RPSRVLWLRQ� GHV� VROXWLRQV� GH� OD� FRORUDWLRQ� GHV� SURWpLQHV� DX� QLWUDWH�
G¶DUJHQW�
 

Solution de fixation : 

Ethanol    50% 

Acide acétique   12% 

Formaldéhyde (37%)   0,1% 

 

Solution de prétraitement : 

Thiosulfate de sodium  0,02% 

 

Solution d’ imprégnation : 

Nitrate d’ argent   0,1% 

Formaldéhyde (37%)   0,05% 

 

Solution de révélation : 

Thiosulfate de sodium  0,004% 

Carbonate de sodium   6% 

Formaldéhyde (37%)   0,05% 
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