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INTRODUCTION

De nombreux pays européens présentent un climat {roid et humide. Dans ces régions,
I'niver est une période difficile pour les espéces végétales cultivées. Les basses
températures sont, avec les précipitations, I'un des facteurs environnementaux qui
limitent le plus la production et la répartition géographique des plantes cultivées.

En France, plus de 2 millions d’hectares sont couverts par des prairies artificielles et
temporaires, soit 15% de la surface totale de terres arables (Agreste, 1994).

En Lorraine, 60% de la Surface Agricole Utile (SAU) est couverte par des prairies
permanentes. En 1984, un programme agronomique est mis en place par la région
Lorraine pour développer I’exploitation prairiale. L'utilisation du trefle blanc (Trifolium
repens 1..) dans les prairies est ainsi relancée.

Le trefle blanc est utilisé en association avec des graminées (ray-grass, fétuque,
dactyle...). Cette espéce constitue un excellent fourrage qui présente une bonne qualité
nutritive, une bonne digestibilité et appétence. En effet, sa matiere séche est constituée de
20 a 30% de composés azotés, de 11% de sucres solubles, de 4 a 7% de lipides, de 6 a
9,5% d'acides organiques (Andrieu, 1983) et de minéraux (calcium, magnésium et
phosphore) (Frame et Newbould, 1986). Le trefle blanc contribue également a la richesse
du fourrage et du sol par sa capacité a fixer I’azote atmosphérique griace a la présence de
nodosités en symbiose avec Rhizobium leguminosarum bv. rrifolii. La fixation
atmosphérique d’azote en plein champ par le tréfle blanc est estimée de 56Kg.ha-!.an"1
en Autriche (Danso, 1991) a ’Z.OOKg.ha‘l.an'1 en Lorraine (Guckert er al., 1983), la
variation est dépendante de la variété utilisée et du climat (Danso, 1991). Une association
a base de ray-grass anglais et de trefle blanc conduite sans fertilisation azotée peut
produire entre 7 et 14 t.ha-1l.an-! de matiere séche (Besnard et al., 1983).

Cependant, malgré ces avantages, le tréfle blanc est souvent considéré comme

instable et peu sfr en raison des problémes de variabilité de rendement inter et intra-
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annuelle (Morton et al., 1985; Collins et al., 1991). L'intérét sur le plan fourrager de ces
associations a base de tréfle est essentiellement conditionné par 1'€quilibre entre les deux
partenaires et notamment par le maintien d'une contribution du trefle blanc au rendement
de l'ordre de 40 & 50%, dans les prairies temporaires. La croissance du tréfle blanc est
ralentie en hiver. Une chute importante de la biomasse des stolons de tréfle blanc est
observée pendant I'hiver et au début du printemps (Guckert er al., 1983). L'équilibre
tréfle-graminée est perturbé, ainsi que le rendement printanier (Guckert et al., 1983 ;
Sackville Hamilton et Harper, 1989 ; Collins et al., 1991).

Plusieurs causes peuvent étre a l'origine de cette réduction de la part du trefle dans la
prairie au printemps. La compétition interspécifique peut devenir trés importante au
printemps du fait du retard de départ en végétation du tréfle blanc par rapport aux
graminées (Munro et Hughes, 1966 ; Cooper et Breese, 1971 cités par Ollenrenshaw and
Baker, 1981). Si 'hiver est rigoureux, les conditions hivernales sont destructrices et
allongent la phase de latence précédant la croissance du trefle (Kung Benoit, 1991). La
disparition du tréfle blanc observée au printemps semble &tre diie a l'effet des faibles
températures et des faibles photopériodes hivernales qui vont limiter le développement du
trefle pendant cette période (Woledge et al., 1990).

En plein champ, d'autres variables comme la composition granulométrique du sol,
l'intensité, le spectre et la durée d'insolation sont certainement corrélées a la température
du sol et vont affecter la vitesse de croissance du tréfle blanc (Sackville Hamilton et
Harper, 1989). Les faibles températures hivernales vont également limiter la fixation
symbiotique de l'azote ce qui peut en conséquence induire une diminution de la
croissance du trefle blanc (Davies et Young, 1967).

Une part non négligeable de la pérennité du tréfle blanc est attribuée au
compartiment réserve constitué par les stolons. Le stolon, tige rampante du tréfle assure
la multiplication végétative et la colonisation du terrain. Cet organe essentiel assure la
survie de la plante pendant I'hiver et la reprise de végétation au printemps. En automne,

lorsque les températures et la photopériode diminuent, le tréfle blanc accumule des
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réserves carbonées et azotées dans ses stolons sous forme d'amidon et d'acides aminés
(Vez, 1961). Ces réserves carbonées et azotées sont élaborées, stockées et utilisées par la
plante. Ces substances servent au maintien et au développement de nouveaux bourgeons

et racines pendant I'hiver (May, 1960 ; Liischer, 1989).

Cette these a été co-financée par I'INRA et la Région Lorraine. En effet, la survie
hivernale du tréfle blanc est un sujet important pour cette région sachant que 60% de la
surface agricole utile est recouvert par des prairies permanentes. De plus, ce sujet fait
partie des préocupations agronomiques actuelles au niveau européen. Ainsi, en 1993 s'est
engagée l'action COST 814 dont le but principal est de "coordonner le développement des
plantes cultivées dans les régions nordiques et ouest de I'Europe qui sont fortement
influencées par un climat maritime. D'autres régions présentant des probléemes liés a
l'altitude sont inclues dans cette action". La seconde étape de ce projet porte sur les effets
des basses températures sur les plantes cultivées, avec dans le questionnement
l'acclimatation, la résistance et les mécanismes biochimiques et physiologiques sous-
Jacents.

Au sein de cette action COST 814, un groupe de travail a pris naissance a Ziirich en
1992, incluant des équipes de Ziirich (Pr Nosberger), de Weihenstephan (Pr Simon),
d'Aberystwyth (Pr Wilson), et de Nancy (Pr Guckert). L'objectif de cette action COST
est d'étudier la survie hivernale du treéfle blanc et sa reprise printaniére dans les différents
pays européens présentant un climat hivernal froid et humide. Une partie du travail de
cette thése fait l'objet de cette collaboration COST. Le principe de cette action est de
réaliser des suivis expérimentaux communs en plein champ et daboutir & une
comparaison multisite des comportements du tréfle blanc. L'étude concerne deux variéiés
de tréfle blanc ; cv. Huia et cv. Aberherald (selectionné au Pays de Galles pour une

meilleure tolérance au froid et une reprise printaniére précoce).
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Figure 1: Pays impliqués dans le programme COST 814 : "White clover winler survival
and spring regrowth”.
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Actuellement, ce projet COST en est a sa 3éme année de réalisation. De nouvelles équipes
d'Ttalie (Pr Parente), de Finlande (Dr Nykidnen Kiirki), de Suéde (Dr Frankow-
Lindberg), d'Islande (Dr Helgadottir) se sont associées (fig 1). Des réunions de travail
annuelles ont permis d'échanger les connaissances de chaque équipe et ont fortement

contribué a I'élaboration de ce travail.

L'objectif de cette these est d'apporter des €éléments de compréhension de la survie
hivernale du tréfle blanc. Le travail présenté est une approche écophysiologique de la
question. Une partie des résultats ont ét€ obtenus en plein champ sur des parcelles
expérimentales mises en place a 'TNRA-SAD de Mirecourt. Quatre saisons hivernales ont
été étudiées a Mirecourt : 1991-1992 ; 1992-1993 ; 1993-1994 et 1994-1995.

La deuxieme partie des résultats provient d'expérimentations conduites en conditions
controlées. Ces derniéres auront pour but d'approfondir les mécanismes observés en
plein champ.

Le plan suivi dans la rédaction de ce document est constitué de 5 chapitres. Dans le
premier, nous ferons un état des connaissances actuelles sur le comportement des plantes
en saison hivernale et printaniere, tant du point de vue morphologique que physiologique.
Le deuxieme chapitre précisera les méthodes et outils utilisés pour la réalisation de ce
travail. Le troisieme chapitre aura pour but de caractériser le comportement hivernal du
trefle blanc dans la région Lorraine pendant les quatre hivers considérés et de soulever les
questions sur les mécanismes mis en jeu. Le quatriéme chapitre concernera les
expérimentations en conditions controlées. Son but sera d'apporter des €léments de
réponse aux questions soulevées lors des expérimentations en plein champ. Le cinquieme
chapitre constitue une synthése des résultats obtenus lors de ce travail et des réponses
apportées pour la compréhension des mécanismes impliqués dans la survie hivernale du
trefle blanc. Nous terminerons cette partie par des perspectives de recherches que cette

étude peut laisser envisager.
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ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

L'étude des effets du froid sur les plantes fait intervenir de nombreuses notions
d'écophysiologie qui nécessitent des définitions claires et précises pour une bonne
compréhension de la suite de ce travail. Nous aborderons ici les notions d'adaptation,
endurcissement, tolérance et évitement au froid et au gel, aprés avoir défini les effets de
ces facteurs sur les plantes cultivées. Un glossaire situé a la fin du manuscrit rassemble

les définitions des termes abordés dans ce travail.

1.EFFETS DU FROID SUR LES PLANTES CULTIVEES

1.1. Les effets des basses températures sur les plantes :

Pendant [’hiver, les plantes sont soumises a deux types de températures : des
températures basses positives (“chilling”) et des températures inférieures a 0°C
induisant un gel (“freezing”). Dés 1894, Molish fit la distinction entre la mort résultant
du gel et celle entrainée par des températures basses non gélantes qui, en les nommant
respectivement Erfrieren et Erkdltung, établit une distinction qui subsiste dans les
termes anglo-saxons de freezing injury et de chilling injury. 11 faut regretter que

I'appellation frangaise de "maladies du froid" manque de précision (Come, 1992).

1.1.1. Les effets des températures basses positives

Les températures basses positives sont souvent nommées chilling, terminologie issue du

terme anglais sans équivalent francais, regroupant I'ensemble des températures proches

de 0°C, ne provoquant pas de gel (Graham et Patterson, 1982).
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Les effets des basses températures prennent la forme de plusieurs symptomes (fig 1.1):
nécroses, décoloration, fragilit€ tissulaire, brunissement, réduction de la croissance ou
probléemes de germination dans le cas des graines. D’autres effets peuvent tre observés
comme la réduction de la taille des grains, une chute du rendement, une réduction de la
photosynthése et une réduction de 1’absorption d’eau. Les effets seront également
importants au niveau cellulaire. Chez une tomate exposée a 5°C pendant 3 jours, les
effets sont progressifs. Aprés 2h, les modifications sont minimes. Apres 4h, on observe
une perte d’organisation des thylakoides et les membranes mitochondriales montrent
des discontinuités. Apres 8h, les changements dans les membranes sont drastiques, et
les parois cellulaires deviennent opaques avec des renflements. Aprés 16h, tous les
symptomes deviennent plus accentués et sont accompagnés de précipitations des
protéines dans les vacuoles. Ces évenements ont €té décrits par llker ef al. (1979) et

sont cités par Hale et Orcutt (1987).

1.1.2. Les effets du gel (“freezing injury”) :

La limite critique de température basse qui induira un gel chez les plantes est difficile a
déterminer. Selon les plantes et selon la concentration des solutés a 'intérieur de la
cellule, le gel interviendra plus ou moins rapidement. Le gel peut intervenir également
au moment de la reprise de l'activité végétale (gelées de printemps). En période
hivernale, les effets du gel dépendent de son intensité plus que de sa durée. Ainsi, des
gelées moyennes mais brutales, survenant apres une période prolongée de redoux sont
parfois plus dangereuses que des gelées plus intenses mais plus progressives. Les effets
du gel sont dus a la formation de glace extra-cellulaire qui provoque alors une perte de
turgescence de la cellule et donc la mort de la cellule. Selon I’intensité du gel, la
déshydratation sera létale ou non. Si la déshydratation n’est pas létale, on observera
alors une réhydratation des cellules si la plante est a nouveau placée dans des conditions

favorables (fig 1.1) (Hale et Orcutt, 1987).
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SYMPTOMES CONSEQUENCES

CHUTES DU RENDEMENT

BASSES TEMPERATURES
POSITIVES
EFFET RAREMENT LETAL
NECROSES FRAGILITE
TISSULAIRE
REDUCTION DE CROISSANCE
BRUNISSEMENT

MODIFICATIONS CELLULAIRES
thylakoides
membranes mitochondriales
précipitation des protéines

MORT DE LA CELLULE

GEL Oou

REHYDRATATION
POSSIBLE SI LA
LIMITE LETALE N'EST
PAS
ATTEINTE

DESHY DRATATION CELLULAIRE
ET PERTE DE TURGESCENCE

INTENSITE DU STRESS

ECHELLE DE TEMPS
-

Figure 1.1 : Symptomes occasionn€s par des expositions aux basses températures
positives et au gel des plantes cultivées. Les fleches indiquent l'intensité du stress de

température.
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1.2. Notions d'adaptation et d' acclimatation

Les deux termes vont se distinguer par leur implication génétique chez la plante.

1.2.1.Adaptation :

Réponse a des changements & long terme qui résulte en des altérations génétiques
héréditaires. Ces altérations sont stables et se maintiendront dans les populations

pendant des générations (Huner et al., 1993).

1.2.2. Acclimatation :

Réponse induite par des changements environnementaux qui produisent des
modifications phénotypiques sur une seule génération sans modification du génotype
(Huner et al., 1993). En automne, lorsque la température, la photopériode et l'intensité
lumineuse diminuent, les plantes s'acclimatent & ces nouvelles conditions (Come, 1992 ;
Larsen, 1994). Nous pouvons, dans notre cas considérer l'acclimatation au froid des
plantes comme un endurcissement, compte tenu de la notion de contrainte imposée par

les basses températures.
1.3. Notions de résistance et tolérance
1.3.1. Résistance
La résistance d'une plante a un facteur est sa faculté a réagir de maniére active contre
les effets négatifs imposés par ce facteur de stress en développant des mécanismes de

protection. Généralement, la résistance d'une plante a un facteur est caractérisée par la

présence d'un ou plusieurs génes dits de résistance.
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1.3.2. Tolérance :

La tolérance est la capacit¢ d’une plante a survivre a un stress avec des petites
altérations ou sans altérations du tout; la capacité relative d’un organisme a croitre, se
développer ou survivre lorsque cet organisme est soumis a un facteur environnemental

défavorable; la capacité a supporter les effets d’une maladie ou d’un stress sans mourir

ou souffrir des altérations irréparables.

1.3.3. Evitement :

Une plante qui est capable de contourner les effets négatifs d'un facteur, grace a des

mécanismes physiologiques ou physiques montre une réaction d'évitement.

2. MORPHOGENESE DU TREFLE BILANC: CYCLE ANNUEL DES DIFFERENTS

ORGANES

2.1. Le trefle blanc

Le trefle blanc semble étre originaire des régions méditerranéennes (Vavilov,
1951, cité par Davies et Young, 1967). C'est dans I'Herbarum Tomus de Brunfels
(1532), cité par Erith (1924) qu'apparaissent les premiers essais de classification du
tréfle blanc. Pendant plus de deux siécles, il sera dénommé Trifolium pratense album.
C'est en 1753 que Linné sépare le trefle blanc du tréfle violet et lui donne le nom de
Trifolium repens. Le tréfle blanc est une légumineuse dicotylédone qui croit en
association et en compétition avec diverses especes d'herbes.
Il existe trois types de tréfle blanc ; le type sauvage (petites feuilles, stolons fins) ; le
type hollandicum (feuilles moyennes, stolons épais) et le type giganteum ou ladino

(feuilles tres larges) (Erith, 1924).
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(d'apres Laperriere, 1984).

I 24310y

81



Chapitre 1 19

Le type le plus cultivé est le type hollandicum auquel appartiennent les variétés Huia et
Aber-Herald sur lesquelles nous avons travaillé. Le type ladino est fréquemment

rencontré dans les régions méditerranéennes.

En phase d'implantation, la premiere feuille du trefle blanc est unilobée; elle est
déployée une dizaine de jours aprés la levée (fig 1.2). Les feuilles suivantes sont
trilobées. Des stolons apparaissent environ 2 mois apres le semis dans des conditions
non limitantes. Les bourgeons axillaires des stolons donneront d'abord naissance a des
stolons secondaires (ramifications) puis durant 1'ét€ a des inflorescences.

La racine principale évolue en pivot et donne ensuite naissance a des racines
secondaires qui engendrent elle-mémes des racines trés fines. Des racines adventives se
forment a partir des noeuds des stolons. En présence de Rhizobium, des nodosités de
forme et de taille variables se rencontrent sur la plupart des racines, en particulier au
niveau des ramifications. Les nodosités se trouvent en général dans les 10 premiers
centimetres du sol. L'ensemble de ces organes de trefle va présenter un comportement

particulier, et évoluer de mani¢re différente pendant I'automne, 'hiver et le printemps.
2.2. Evolution du stolon -

Le stolon est une tige rampante (fig 1.3) qui permet au trefle blanc de coloniser
l'espace (Harris, 1987). Il se développe a partir du mois d'avrl par la production de
nouveaux noeuds et sa croissance se poursuit pendant tout I'été (Treillet, 1981). En été,
la ramification du treéfle blanc est importante et dépend de la vitesse d'émission des
feuilles qui elle-méme dépend de la température. La ramification des stolons est donc
liée aux fluctuations saisonniéres de la température, dans le cas ou l'alimentation
hydrique n'est pas limitante (Simon et al., 1989).Les stolons représentent une part
importante de la biomasse aérienne du tréfle blanc : 40 a 50% en ét€ (fig 1.5) (Woledge

et al., 1990 ; Harris et al., 1983). En automne, lorsque les températures, la photopériode
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et l'intensité lumineuse diminuent, la biomasse et la longueur du stolon augmentent
(Vez, 1961 ; Harns et al., 1983). La part des stolons dans la biomasse aérienne peut
atteindre 80% en janvier (Treillet, 1981). Cette augmentation de la biomasse correspond
a une accumulation de réserves carbonées et azotées (Vez, 1961 ; Cyr et al., 1990). Au
cours de I'hiver, la biomasse des stolons va chuter selon les auteurs de 43%, 58% ou
72% jusqu'an mois de mars selon Harris et al. (1983) ; Guckert ez al. (1983) et Vez,
(1961) respectivement.

La longueur des stolons et la longueur des entre-noeuds diminuent également du mois
de février au printemps (Nosberger, 1983 ; Collins et al., 1991). La longueur du stolon
diminue moins vite que sa biomasse. On observe alors une diminution de la masse

linéique du stolon (Harris et al., 1983).

INFLORESCENCE
FEUILLE ADULTE W BOURGEON
e TERMINAL
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Figure 1.3. Schéma d'une plante entiere de tréfle adulte (d'apres Thomas, 1987).
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La perte de biomasse et de longueur des stolons observée pendant I'hiver s'accompagne
également d'une mortalité accrue des stolons 2 la sortie de I'niver (Marriott et Smith,
1992; Collins et al., 1991). Cette mortalité c_:orrespond en fait a2 une nécrosé apicale (fig
1.4)) qui fragmentera la plante en sous parties indépendantes (Hay et al, 1987).
Certains auteurs ont observé des réactions de protection du stolon contre les agressions
hivernales par un enfouissement de ces stolons dans les prairies paturées (Grant et al. ,
1986; Woledge ef al., 1990). Cette réaction est soit passive (action des vers de terre qui
remuent la terre), soit active (attraction exercée par la racine pivotante) (Fothergill,

1995, communication personnelle).

Figure 1.4. Nécrose apicale du stolon observée en plein champ a Mirecourt

(mars 1993).
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2.3. Evolution des feuilles

En absence de compétition pour la lumiére, Simon et al. (1989) indiquent que la
vitesse d'apparition des feuilles dépend de la température. De maniére générale, le
nombre de feuilles totales par plante et leur biomasse diminuent en hiver mais
également au début du printemps (fig 1.5) (Davies et Evans, 1982; Guckert et al.,
1983). Cependant, il existe une production continue de feuilles en hiver chez le trefle
blanc mais a une vitesse réduite, de 'ordre de 1 feuille toutes les 7 & 8 semaines en
climat océanique (Davies et Evans, 1982). Les feuilles produites pendant I'hiver sont
petites, basses et incomplétement développées (Guckert et al., 1983 ; Woledge et al.,
1990). Les feuilles vont &tre trés sensibles aux conditions hivernales et beaucoup d'entre
elles vont disparaitre. Le nombre moyen de feuilles par axe de stolon est d'environ 2,2
en décembre et 6,6 en aofit en climat océanique (Sackville Hamilton et Harper, 1989).
Les données les plus massives rencontrées dans la littérature sont issues des études
réalisées au Pays de Galles. Il est important de considérer la différence de climat entre
cette région et la Lorraine pour ensuite interpréter nos résultats.

Les gains et pertes pendant l'hiver ont ét¢ estimés du méme ordre en Angleterre :
15kg/ha/jour de février a mars (Davies et Evans, 1982). Le rythme de production des
feuilles de la variété Huia & Lusignan a ét€ estimé en pleine saison a 0,19 feuilles par
jour, soit une feuille tous les 100°Jour (Simon et al., 1989). En hiver, ce rythme
d'émission a €€ estimé a 0,09 feuilles par jour pour la vanété Huia a 10°C, en
conditions controllées et a 0,156 feuilles par jour en octobre-novembre en plein champ,

en Angleterre (Eagles et Othman, 1986).

La température du sol & 10 cm a un effet trés important sur la vitesse d'apparition des
noeuds chez le tréfle blanc. En plein champ, d'autres variables telles que la composition

granulométrique du sol, ou l'insolation (intensité, spectre et durée) influent sur la
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température du sol affectant ainsi la vitesse de croissance du tréfle blanc (Sackville

Hamilton et Harper, 1989).
2.4. Evolution des racines

La biomasse des racines va suivre celle des stolons en automne ; elle augmente mais en
plus faible proportion (Vez, 1961). Comme pour les stolons, cette augmentation
correspond & une accumulation de réserves. Au cours de I'hiver, les racines peuvent
perdre jusqu'a 57% de leur biomasse (Vez, 1961). Une seconde période de mortalité
importante est obervée au printemps, elle semble correspondre a une utilisation des
réserves pour la repousse (Westbrooks et Tesar, 1955). Les racines sont le site de la
fixation symbiotique de l'azote atmosphérique grice a la symbiose avec une bactérie
fixatrice : Rhizobium leguminosarum bv.trifolii. Cette fixation est sensible a la
température et sera limitée si la température du sol est inférieure a 12°C et la

température de l'air inférieure a 7°C (Guckert et al., 1983).
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2.5. Evolution des inflorescences

Les inflorescences se forment de juin a aolt a l'aisselle des bourgeons axillaires des
stolons (Marshall ez al., 1993). La floraison est induite par des jours longs (13,5 heures)
a une température élevée (30°C) (Takeda et Agata, 1966). La fécondation est allogame,
réalisée par les insectes. Un plant de trefle produit en général 1400 a 2000 graines a
l'issue de la premiere année de croissance mais ces graines constituent un faible
potentiel de dissémination de l'espece dans des conditions naturelles. Seulement 4,4%
des graines produites pourront donner une plante adulte, les autres graines ne germeront
pas ou les plantules seront sujettes & des compétitions pour la lumiere et les éléments
nutritifs selon la densité de végétation de la prairie (Chapman, 1987). Nous ne nous
intéresserons pas aux inflorescences de tréfle blanc dans cette étude étant donné que les
fleurs ne sont pas présentes en hiver ni au printemps et qu'elles représentent un potentiel

tres faible de multiplication et de progression du tréfle blanc dans une péture.

2.6. Rythme de croissance des parties aériennes et reprise printaniére

Les premicres reprises de biomasse aérienne du treéfle blanc sont observées entre le 15
mars et le 5 avril au Pays de Galles, lorsque la température de 1'air dépasse 6,8 °C et
celle du sol 5,9°C (Davies et Evans, 1982). D'autres auteurs ont montré que la reprise
printaniere du trefle n'est effective que si la température de l'air devient supérieure a
5°C (Menzi et al., 1991; Ollenrenshaw et Baker, 1981). Dans le Massif Central, & 890m
d'altitude, le seuil de température pour la croissance nette de la biomasse épigée du
trefle blanc a ét€ déterminé entre 4 et 5°C (Arregui, 1990). La reprise de croissance des
feuilles au printemps s'observe d'abord par une augmentation de la longueur des
pétioles (Davies et Evans, 1982) mais elle n'est effective qu'au-dela de 8°C en

montagne (Arregui, 1990). De méme, en 1966, Munro et Hughes ont montré que la
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température minimale de croissance du trefle blanc était de 9°C, comparée a 5-6°C pour
les graminées.

On observe un taux de mortalité des feuilles trés important au printemps (Ollenrenshaw
et Haycock, 1984; Arregui, 1990 ). Cette réduction du nombre de feuilles est
compensée par un fort accroissement de la surface moyenne d'une feuille, elle peut étre
multipliée par 5 (Arregui, 1990). Ce méme auteur a montré que la probabilit€ que des
feuilles émises en février survivent pendant une durée équivalente & 100° jours n' est
que d'environ 40-45% au mois de mars, probablement du fait de gelées tardives . De
plus, durant I'hiver, la faible croissance de la biomasse foliaire, ainsi qu'une faible
vitesse d'émission des feuilles, peuvent placer le tréfle en situation défavorable pour la
compétition avec le ray-grass lors du démarrage de la croissance au printemps. Pendant
la repousse printani¢re, les stolons vont assurer une fourniture d'énergie par la
disponibilité de réserves et permettre la croissance du tréfle blanc. Des auteurs anglais
ont montré que la quantité de stolons présente au début de I'hiver déterminait la capacité
d'un cultivar a recommencer de croitre au printemps. Ils ont mis en évidence une
corrélation positive entre le rendement de la premiére coupe au printemps et le poids de
stolon au début de I'hiver (Harris et al., 1983).

La reprise de l'activité fixatrice des nodosités sera dépendante non seulement de la
température du sol mais également de la taille de I'appareil photosynthétique et de la
taille des stolons. Au printemps, les réserves carbonées sont plus utilisées pour
I'élaboration de nouvelles structures foliaires que pour les nodosités. Il existe donc une
période pendant laquelle la masse foliaire va limiter la fixation symbiotique (Treillet,

1981).

En résumé, trois phases d'évolution de la biomasse du tréfle blanc sont & prendre en
compte pour étudier sa survie hivernale et sa reprise printaniere (fig 1.6). En automne,

la matiére séche des stolons et racines augmente, correspondant & une mise en réserves.
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Au cours de l'hiver, la biomasse des stolons est la plus importante mais elle peut
diminuer de 40 & 70%. La production de feuilles continue & un rythme trés ralenti
pendant I'hiver et les feuilles sont petites, basses et incompletement développées. Au
printemps, la biomasse des stolons, racines et feuilles chute et I'on peut observer une
mort accrue des stolons. Ces phénoménes vont placer le tréfle en situation défavorable
de reprise et donc de compétition avec les graminées. De plus, la température minimale
de croissance du tréfle ne semble pas encore clairement déterminée. Elle explique en

grande partie le retard en végétation du tréfle au printemps par rapport aux graminées.

3. EFFETS DE LA TEMPERATURE SUR LES ECHANGES GAZEUX FOLIAIRES

3.1. Photosynthese Nette

D' une maniére générale, les travaux relatifs a I' étude de l'assimilation de CO?2 chez les
plantes cultivées concluent sur le fait que les faibles températures réduisent cette
assimilation (Woledge et Tewson, 1989 ; Koscielmak, 1993 et Stirling et al., 1993).
Woledge et al., 1989 observent une photosynthese nette journaliere inférieure en hiver
de 90% aux valeurs estivales pour un couvert de tréfle et ray-grass en plein champ. Les
mémes auteurs ont remarqué que le taux de photosynthése du tréfle en hiver est
inférieur a celui du ray-grass alors que l'inverse se produit en été. Dans le cas de gels, la
photosynthese nette risque d’€tre totalement inhibée (Klosson et Krause, 1981). Des
especes de régions froides présentent un optimum de photosynthese a des températures
plus basses que les especes des régions tempérées, et ces optima peuvent se déplacer si
les espéces sont capables de s'acclimater (Come, 1992), (fig 1.7).
En hiver, la réduction de la température s'accompagne également d'une forte

diminution du rayonnement. 1l existe alors de fortes interactions entre la photosynthese
et le rayonnement solaire (Woledge et Tewson, 1989). La diminution de la

photosyntheése sera plus importante sous forte luminosité (Woledge et Dennis, 1982). A
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basse température, l'intensité lumineuse nécessaire pour saturer l'incorporation du COp
est plus faible qu'a température normale (Come, 1992). De nombreuses €tudes tentent
d'expliquer la diminution de la photosynthése induite par des faibles températures.
Lorsqu'un gel intervient, la chute de la photosynthése suggeére que l'environnement
choroplastique interne et externe a €té altéré pendant les premiéres étapes du gel
(Steffen et al., 1989). Chez le mais soumis au froid, la diminution de la photosynthése
peut étre due 4 une augmentation de la résistance des stomates mais €galement a la
diminution de I'accumulation de chlorophylle a et b (Koscielmak, 1993). Les réactions
enzymatiques sont également sensibles a la diminution de température (Krall et
Edwards, 1993). L'effet global de la température sur l'activité photosynthétique est donc
la résultante de multiples effets sur les étapes élémentaires du processus

photosynthétique (Come, 1992).

3.2. Photoinhibition :

La diminution de l'efficience photochimique des photosystemes II et 1 (PSII et PSI)
peut €tre a I'origine de la baisse de photosynthese chez les plantes soumises a un stress.
Ce parametre est mesuré grace aux techniques de fluorescence chlorophyllienne. L'un
des phénomenes les plus courant conduisant a la perte de rendement photochimique des
photosystemes est la photoinhibition. Elle est définie par une série d'événements se
produisant au niveau des centres réactionnels de la photosynthese, c'est a dire, les PSII
et PSI. De nombreux auteurs démontrent 1'existence d'une photoinhibition lorsque, a
l'obscurité, quand tous les centres réactionnels entre les deux photosysitmes sont
déconnectés la fluorescence maximale émise par le PS II et le PSI augmente (Genty et

al., 1989 ; Tyystjarvi et al., 1994).
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Figure 1.7. Effet de la température sur I'activité photosynthétique de deux especes

en C3, adapt€es ou non aux faibles températures. A correspond a l'espéce adaptée
aux températures fraiches (16°C) (Atriplex glabriuscula) ; B correspond a l'espéce
adaptée aux températures élevées (45°C) (Larrea divaricata). Les mesures ont été
réalisées 4 0,1% de CO, dans des conditions d'éclairement élevé et de concentration
normale en oxygéne (21%). Les especes adaptées au {roid présentent des optima de
température (fléches) de leur activité photosynthétique inférieurs a ceux des espéces

adaptées aux températures €élevées. D'aprés COme (1992).

Cependant, on ne peut conclure a l'existence d'une photoinhibition que lorsque ce
phénomene est réversible (Tyystjarvi et al., 1994). Le processus de photoinhibition

commence par une absorption de photons, il conduit tout d'abord a une perte de
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l'activité photochimique du centre PSII et ensuite a une dégradation de la protéine D1
qui conditionne le transfert d'électron du PSII vers le PSI. La photoinhibition est due a
la diminution du transfert de I'exces d'énergie produit en pleine lumiére vers les centres
réactionnels. L 'accumulation d'énergie au niveau des centres réactionnels risque de
favoriser une création en exceés d'atomes d'oxygene ou de radicaux libres et de les
détruire (Hale et Orcutt, 1987). Pour éviter cette altération, I'énergie sera dissipée sous
forme de chaleur ou de fluorescence (appelée alors "quenching non photochimique" de
'énergie d'excitation du PSII), (fig 1.8).

De récentes études font €tat de la photoinhibition induite par les faibles températures
(Oquist et al., 1992 ; Kristjansdottir et Merker, 1993). Ces résultats ont pu &tre obtenus
grace a l'utilisation de mesure de la fluorescence chiorophyllienne dont le principe sera
décrit en matériel et méthodes. La diminution de l'efficience photochimique des
photosystemes [ et II peut également &tre diie & des phénomenes différents de la
photoinhibition. L'existence de ces phénomenes pourra &tre mise en évidence a la
lumiere, lorsque les centres réactionnels sont activés. Dans ces conditions, si le PSII est
affecté par un facteur externe, la température par exemple, l'exces d'énergie stockée
autour du PSII sera dissipée sous différentes formes : dissipation thermique, transfert
direct vers le PSI. Ces modifications seront alors mises en évidence par la diminution

de la fluorescence émise.

En résumé, les faibles températures vont diminuer la photosynthése nette. La
diminution de la photosynthése qui peut expliquer la réduction de croissance du trefle
blanc soumis & des faibles températures va s'accompagner d'une modification de la
gestion du carbone fixé. Des phénomenes de photoinhibition peuvent expliquer cette
réduction de la photosynthése mais également d'autres altérations de type enzymatiques

ou de dissipation d'énergie.
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Figure 1. 8: Représentation schématique des différentes voies d'utilisation de 'energie recue
par le photosysteme II (P 680, centre réactionnel du PS II). D'apres Epron, 1993.



Chapitre 1 33

4. EFFETS DU FROID SUR LA GESTION DU CARBONE ET DE L'AZOTE

4.1. Les réserves carbonées

Réserves : Les réserves sont des glucides et des composés azotés élaborés, stockés dans
la plante et utilisés comme substrat pour sa maintenance et pour le développement des

futurs bourgeons et racines (Graber et al. (1927); Weinman (1948) dans May (1960)).

Des feuilles aduites de trefle blanc exportent 70% du carbone fixé pendant la
photopériode et retiennent simultanément 30% de ce carbone pour ['utiliser pendant la
nuit. Ce stockage temporaire est principalement constitué d'amidon et de saccharose, ce
qui représente une particularité chez les feuilles de treéfle blanc (Gordon et al., 1987).
Les 70 % du carbone fixé par les feuilles sont redistribués dans les stolons, les racines
et les nodosités. Trois semaines aprés un marquage au 14C, 10% du carbone fixé par les
feuilles est investit dans les réserves dites "a long terme"et localisé dans les stolons et
les racines. Les réserves carbonées sont des molécules de faible et de haut poids
moléculaire mais 18 jours aprés un marquage au 14C, les stolons contiennent plus de
molécules a haut poids moléculaire qu'a faible poids moléculaire alors que l'inverse est
observé dans les racines (fig 1.9) (Danckwerts et Gordon, 1989). Chez le trefle blanc,
les réserves carbonées "a long terme” sont représentées majoritairement par I'amidon.
Cet amidon sera ultérieurement hydrolysé en sucres solubles qui seront utilisés par la
plante pour son métabolisme.Les stolons contiennent 10% d’amidon et 5 & 6% de

sucres solubles en automne.



Chapitre |
t0, A Pebioles
-]
6ot °
40}
=0 :
1 P © ]
s 2029°%8 800308 4408 a !
0 3 10 5306 25 |
B ! 0 C Racines |
30 Stolons | 30, ;
a hd a s ts
i
! i 60 a
60 | :
©
5 40} 3 40 r
3] o |
o] fo !
@« . ° ] j 2.
8 20 LI ‘ o 20 % e
it L astoe, - . :. °
g o . c.nn'::‘:'n::. 3308 3‘0 o %¢ 556 ° fa®aaoa3 Sg o
g 0 s 10 IS 20 25 0 s 10 15 20 25
©
o
.
)
o0
ob
=)
- b f'.'. ) .
. . . .
¢ 88 6oes ® “®® eq ® o o, 8 o =Q= é
) 3 10 15 20 75

34

Figure 1.9 . : Modifications diurnes des composés carbonés des organes de la plante de trefle : A :
Pétioles, B : Stolons, C : Racines plus nodasités attachées, D : Nodosités et E : Feuilles. Amidon0

, saccharose A , glucose ¢ , fructose [

. Les courbes sont tracées entre tous les points lorsque

cela est possible, ou les résultats du jour et de la nuit sont séparés. Le pourcentage de la variance est
pour (A) : amidon, 85% ; saccharose, 0-12h : 85%, 12-24h : 98% ; (B) : saccharose, 90% ; (C)
saccharose, 72% ; (D) : amidon, 75% ; saccharose, 0-12h : 93%, 12-24h : 85% ; (E) amidon, 90% ;
saccharose, 0-12h : 61%, 12-24h : 84%. D'aprés Danckwerts et Gordon, 1989.
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Dans les stolons de trefle blanc il existe deux parties distinctes concernant la
localisation de I’amidon:

- dans la partie intermédiaire, l'amidon est localisé dans les cellules corticales,
contre les faisceaux vasculaires. Il est concentré au niveau des noeuds (départ des
racines et des pétioles) (Laperniere, 1984).

-dans la partie apicale, I'amidon est localisé autour des faisceaux vasculaires, il

est concentré dans la moelle a I'apex.

4.1.1. Principaux sucres du tréfle blanc

Les principaux sucres solubles chez le tr¢fle sont le fructose, le glucose, le saccharose,
le maltose et le raffinose. Le saccharose (dans tous les organes) et le maltose (surtout
dans les racines et les stolons) représentent 80% des sucres solubles de la plante entiere
(Beinhart, 1964). Des quantités importantes de pinitol ont également été déteciées chez
le tréfle blanc (Davis et Nordin, 1983). Cette molécule semble impliquée dans la
fixation symbiotique de 1'azote (Philipps et al., 1984) mais n'est certainement pas une
forme de réserve rapidement utilisable (Smith et Philipps, 1982). Le tableau 1.1 donne

quelques concentrations en sucres détectés chez le trefle blanc.

sucres solubles polyols cycliques
F G S Ch My P
en mg.g-1 MS
Feuilles 0,14 2,6-9 0,2-25 06 15 726
Racines 0,1-1 4-7 9-43 08 06 3411
Nodosités  <0,1 34 3,1 64 12 129

Tableau 1.1 : Principaux sucres solubles dans les feuilles, les racines et les nodosités du
trefle blanc adulte prélevé en plein champ : F : Fructose, G : Glucose, S : Saccharose et
polyols cycliques, Ch : Chiro-inositol, My : Myo-inositol, Pi : Pinitol. Les valeurs
indiquées sont des fourchettes de données relevées dans Philipps et al., (1984) et Smith
et Philipps (1982).



Chapitre 1 36

4.1.2. Evolution des sucres et de l'amidon pendant ['hiver

Lorqu'une jeune plante est placée dans des conditions de températures normales
(25°C), les produits de la photosynthése sont pratiquement tous utilisés. Aux alentours
de 5°C, la photosynthese continue & vitesse ralentie tandis que la croissance est
pratiquement arrétée. Dans les plantes endurcies au froid, la diminution de la
production des assimilats ne limite pas leur utilisation qui elle aussi est ralentie, ce qui a
pour conséquence une accumulation de glucides (fig. 1.10) (Come, 1992). En automne,
le carbone fix€ en exces est stocké sous forme de polysaccharide non structural :
'amidon dont la quantité peut atteindre 10 & 20% de la matiere séche (Cyr et Bewley,
1989). On observe alors chez le tréfle une accumulation d’amidon dans les stolons et
une diminution des sucres solubles (polymérisation) (Vez, 1961, Treillet, 1981). En
hiver, la teneur en amidon dans les stolons chute (Liischer, 1989) quelle que soit la
partie considérée (Laperriere, 1984). Cet amidon est hydrolysé en monosaccharides et
disaccharides pendant la période hivernale (Cyr et Bewley, 1989; Volenec et al., 1991,
Bertrand et Paquin, 1991). En février l'amidon ne représente plus que 4,2% de la
matiere séche et le saccharose est 7 fois plus concentré qu'en automne.

Chez le tréfle blanc, le saccharose représente 0,8% de la mati¢re seche en novembre et
6% en février, le glucose lui ne représente plus que 0,15% a la fin de l'hiver. Les

variations des teneurs en glucides sont plus importantes dans les stolons que dans les

feuilles (Guckert et al., 1983) (fig 1.11).
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Figure 1.10. Représentation schématique des effets du {roid sur ['utilisation des
glucides chez une jeune plante endurcie au (roid. A 25°C, la majorité des produits

de la photosynthese sont utilisés pour la croissance de la plante et par le processus
respiratoire ; une faible quantité est accumulée dans les réserves. A 5°C, la croissance
est pratiquement stoppée et la photosynthése est ralentie. L'accumulation de

glucides est alors augmentée. D'aprés Come, 1992.
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Figure 1.11 : Fluctuations saisonniéres des teneurs en glucides utilisables des stolons de
tréfle blanc. Détermination en 1980 et 1981 sur le stolon entier (A) et en 1982 et 1983 sur
les parties apicales et intermédiaires du stolon. D'apres Guckert et al., 1983 et Laperriere,

1984.
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En réponse a un coup de froid (février), un pic hivernal de glucose et de saccharose est
observé dans les parties intermédiaires du stolon de trefle blanc (Lapemiere, 1984).
Chez d’autres plantes soumises au froid, on observe une augmentation de la teneur en
glucose, saccharose et raffinose : (Yelenosky et Guy, 1989 ; Bertrand et Paquin, 1991 ;
Koster et Lynch, 1992 ; Tronsmo et al., 1993).

Au printemps, on observe une diminution rapide de la concentration en amidon a I'apex.
Cette diminution correspond a une mobilisation du carbone pour la repousse
(Laperriere, 1984). Le rendement de la premiere coupe au printemps s'établit au dépens
de la biomasse des stolons qui représentent une quantité d'énergie nécessaire au
développement des plantes pendant I'hiver et au printemps (Harris e al., 1983). La
chute de la concentration en amidon provoque cependant une mortalité importante des
bourgeons, certainement dile a la consommation de réserves au début du printemps
pour supporter la repousse (Ashworth et al., 1993).

Dans les parties intermédiaires du stolon, la concentration en amidon augmente, il s'agit
d'un stockage de carbone en méme temps que les feuilles apparaissent et que la

photosynthese reprend (Laperriere, 1984).

4.2 Les réserves azotées

Chez le trefle blanc, l'azote soluble ne comprenant pas les protéines représente 60 mg.g-
1 de matiere seche dans les feuilles, 50 mg.g-1 dans les racines et 25 mg.g-! de matiere
séche dans les nodosités (Gérant-Sauvage, 1982). Cette fraction d'azote soluble est
constituée :
-d'acides aminés solubles dont les teneurs sont respectivement de 119, 53
et 280 mg de N.g-1 de matigre séche dans les feuilles, les racines et les nodosités
-d'azote ammoniacal dont les teneurs sont respectivement de 14, 14 et 30

mg de N.g-1 de matiere seche dans les feuilles, les racines et les nodosités
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-d'amides dont les teneurs sont respectivement de 260, 53 et 280 mg de
N.g'lde matiére s¢che dans les feuilles les racines et les nodosités (Gérant-Sauvage,

1982).

Tres peu de données existent sur 1'évolution saisonniere des réserves azotées chez le
tréfle blanc. Une accumulation d’asparagine a ét€ montrée chez le tréfle blanc en
automne (32,6 mmol.g-! de Matiere Fraiche (MF)), cet acide aminé sera remplacé au
printemps, aprés la repousse par I’arginine (21,8 mmol.g-1 MF) (Sagisaka, 1987).
L'asparagine est une forme de transport et de stockage alors que 1'arginine n'est qu'une
forme de réserve. Ainsi, l'asparagine s'accumule dans les jeunes organes et représente
une source d'azote disponible pour une croissance rapide au printemps alors que
l'arginine se trouve dans les organes plus 4gés (Rosnitschek-Schimmel, 1985). Les
études sur l'évolution des composés azotés chez le tréfle blanc concernent les
mouvements du pool azoté aprés une coupe ou lors de la repousse printani¢re. Culvenor
(1991) a montré que les protéines solubles étaient les formes principales de
mobilisation de l'azote apres une coupe chez le tréfle souterrain (Trifolium
subterraneum 1..). Lors de la repousse printaniere, 40% de 1’azote des racines et 74% de
I’azote des stolons sont remobilisés pour la repousse des parties aériennes. Une grande
part de I’azote en réserve est utilisée pendant les 10 premiers jours de repousse. Une
protéine de 17,3 KD dans les stolons et une de 15KD dans les racines semblent réagir
comme des protéines de réserves pour le développement végétatif (Corre et al., 1994).
Des travaux plus avancés sur le rOle et le comportement du pool azoté pendant l'hiver
ont été réalisés sur d'autres espéces pérennes appartenant a la famille des astéracées, des
euphorbiacées et des labiacées. lis concluent généralement sur un role important des
composées azotés dans la viabilité des plantes perennes.

La proline est un acide aminé indicateur de stress. Chez le trefle blanc, la concentration
en proline augmente au froid et représente 50 % des acides aminés totaux apreés un

traitement & 0,5°C (Sandli et al. 1993). Chez l'euphorbe, I’asparagine est le composé
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azoté qui augmente en quantité la plus importante pendant ’hiver, ’arginine est aussi
associée a la survie hivernale (Cyr er al., 1990). Chez la luzemne, 12 3 18 nouveaux
polypeptides sont synthétisés lors d’une acclimatation a 2°C (Castonguay et al., 1993).
Alors que la proline diminue pendant I’hiver dans les racines de luzerne, la teneur en
protéines solubles augmente de 500% chez les plantes de luzerne endurcies et de 200%

chez des plantes non endurcies (Jung et al., 1967).

En résumé, les réserves carbonées du tréfle blanc sont majoritairement représentées par
I'amidon. Cette molécule s'accumule dans les stolons et les racines en automne. Au
cours de l'hiver, elle sera hydrolysée en molécules plus simples comme le saccharose.
La concentration en amidon est donc trés faible a la sortie de I'hiver ce qui pourrait
expliquer le taux de mortalité accru des stolons au printemps. Tres peu de données
existent sur 1'évolution des réserves azotées du tréfle blanc pendant I'hiver. Certains
acides aminés et protéines s'accumulent pendant ['automne et des protéines de faible

poids moléculaire semblent trés impliquées dans la repousse du tréfle blanc.

5. EFFETS DU FROID SUR L'ETAT HYDRIQUE DE LA PLANTE

Nous aborderons ici les notions relatives aux potentiels hydriques et osmotiques, et les
teneurs en eau relative, parameétres qui caractérisent |'état hydrique d'une plante ou d'un
organe. Devant le faible nombre de travaux sur I'état hydrique du trefle blanc soumis a
de faibles températures nous évoquerons dans cette partie des recherches conduites sur
d'autres plantes.

On observe chez certaines plantes des variations saisonniéres de 1’état hydrique. Des
températures froides de type "chilling" (de 0°C & 5°C) peuvent induire une [égere
diminution de la teneur en eau des cellules mais dans des proportions ne permettant pas

de parler de déshydratation (Hale et Orcutt, 1987 ; Gonzalez et al., 1990). Par contre,
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des températures négatives entrainent une déshydratation cellulaire avec une diminution
de la teneur en eau relative (Charest et Phan, 1990). Si un gel intervient, il induit une
déshydratation dont les effets peuvent étre 1étaux si elle atteint 75% (Y elenosky et Guy,
1989). Dans ce cas, la sortie d'eau vers 'apoplasme provoque une déshydratation dont
les effets peuvent étre irréversibles (Capell et Dorffling, 1993; Fukuda ef al., 1993;
Goldstein et al., 1994). Les modifications induites par le gel se produisent en plusieurs
étapes. Dans un premier temps, ’eau a P'intérieur des cellules et dans les espaces
intercellulaires se refroidit, la glace se forme en dehors des cellules car la concentration
est inférieure a celle a I’intérieur des cellules. La nucléation a I’intérieur de la cellule est
empéchée grace a la barriere plasmique. Tant que la glace n’est pas en contact avec le
contenu cellulaire, un gradient de pression de vapeur se forme entre les deux
compartiments. L’équilibre vapeur-glace s’établit soit par l’evaporation d’eau en
direction du compartiment extracellulaire, soit par la formation de glace a ’intérieur des
cellules. La maniere dont I'équilibre s’installe va dépendre de la vitesse de
refroidissement en relation avec la perméabilité du plasmalemme. La quantité d’eau qui
va sortir de la cellule va dépendre de la perméabilité du plasmalemme mais aussi de la
surface disponible pour le flux. Si le flux n’est pas adéquat, I’équilibre est établit par la
formation de glace a I'intérieur de la cellule ce qui généralement cause la mort de la
cellule (Hale et Orcutt, 1987). Si la déshydratation n’atteint pas un seuil critique, on
pourra alors observer une réhydratation chez la plante replacée dans des conditions
optimales. Cependant, cette réhydratation ne sera pas totale et la vacuole ne retrouvera
pas son volume initial. La réexpansion des cellules sera alors variable selon le degré de
tolérance au gel de la plante, via les particularités de ses membranes (Hale et Orcutt,

1987).

Il existe donc une différence trés importante de réaction hydrique d'une plante selon
qu'elle sera soumise a des faibles températures proches de 0°C ou a des températures

inférieures & 0°C, conduisant au gel. Les températures froides ne sont pas les seuls
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facteurs d'une déshydratation de la plante au cours de I'hiver. Un vent froid et une
couverture neigeuse entrainent une diminution du potentiel hydrique foliaire (-1,2 MPa
en pleine nuit et -2,3 MPa en pleine journée du lendemain) chez le thé. Un vent plus
faible et une température moyenne de 3 & 5°C n’abaissent le potentiel hydrique que
jusqu’a -1MPa (Fukuda ef al, 1993).

La perte d'eau des cellules soumises au gel peut €tre ralentie ou évitée par le
développement d'un ajustement osmotique, qui correspond & une accumulation de
solutés sans perte d'eau concomittante de la cellule (Munns, 1988). Certains auteurs ont
observé la diminution du potentiel osmotique lorsque des plantes sont soumises a des
faibles températures (Yelenosky et Guy, 1989; Thomas et James, 1993). Cette
diminution du potentiel osmotique peut résulter d’une concentration passive en solutés
en réponse a une déshydratation ou d'une accumulation active en solutés. La diminution
du potentiel osmotique par concentration passive peut étre due a une perte de la teneur
en eau; a une diminution du volume de tissu foliaire due a des altérations de la cellule; &
une modification de I’élasticité du tissu foliaire ou & une répartition de I’eau entre le
volume symplastique et apoplastique (Girma Fekade et Krieg, 1992). La contribution
maximale au potentiel osmotique est assurée par les sucres réducteurs et les ions K+. La
contribution de la proline est trés importante aprés un stress hydrique et sa régulation
semble plus effective que celle des autres solutés lors d’un ajustement osmotique.
Quelle que soit la nature du stress, 1’ajustement osmotique peut €tre considéré comme
un mécanisme qui modifie 1’équilibre entre la production et la consommation d’une
plante (Li et al., 1992). Le processus de conservation ou de génération des solutés
osmotiques (sucres ou acides aminés) limite la synthése de macromolécules qui sont
généralement nécessaires a la croissance des plantes. Des cellules adaptées a un stress
ont une croissance plus faible que des cellules en condition témoin méme si leur

turgescence semble étre beaucoup plus élevée (Handa et al., 1983).



Chapitre 1 44

En résumé, les principales altérations hydriques de la plante interviennent en cas de
gel. La déshydratation qui suit peut &ire létale. Chez les plantes soumises a des
températures froides positives, il n'existe que de faibles déshydratations. Par contre, un
ajustement osmotique peut intervenir par I'accumulation active de solutés et permettre a
la plante de maintenir une turgescence positive, donc de lutter contre les effets

déshydratants du froid.

Les chapitres précedents font état des modifications de morphologie, physiologie et de
métabolisme induites par les basses températures, sur les plantes cultivées, notamment
sur le trefle blanc lorsque ces données sont connues. Nous avons €galement abordé en
début les définitions relatives aux phénomenes de résistance, tolérance et adaptation
aux faibles températures.

Les chapitres qui suivent auront pour objectif de décrire les relations existant entre les
modifications physiologiques induites par le froid et la tolérance des plantes aux basses
températures. Le role de ces modifications sera abordé et nous ferons le point des

connaissances sur le déterminisme de la survie hivernale du trefle blanc fig 1.12.

6. ACCLIMATATION-ENDURCISSEMENT

De nombreuses expérimentations sur les effets des faibles températures sur les plantes
font état de périodes d'acclimatation ou endurcissement avant le véritable traitement au
froid. Ces périodes d'acclimatation ont pour but de préparer la plante a des conditions
plus séveres. La définition de Larsen, (1994) rappelle qu'une acclimatation au froid
intervient apres une exposition de la plante a des températures, photopériodes et
intensité lumineuses plus faibles que celles auxquelles la plante est régulierement
soumise. Des acclimatations en conditions contrdlées ont pour but de simuler un

"automne" et donc d'induire chez les plantes des réponses spécifiques.



Chapitre 1

45

(

RALENTISSEMENT DE LA MORPHOGENESE

PETITES FEUILLES
PERTES DE BIOMASSE DES FEUILLES

ET STOLONS
RYTHMES D'APPARITION RALENTIS

~

(MODIFICATIONS DU METABOLISME

CONSOMMATION DES GLUCIDES
VARIATION DES ACIDES AMINES
ET DES PROTEINES

ACCUMULATION DE SACCHAROSE
DIMINUTION DES RESERVES
DESHYDRATATION

Figure 1.12. Syntheése des effets du froid sur le trefle blanc
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Ainsi, une exposition a des températures proches de 0°C et des faibles photopériodes
(12h) induit une acclimatation au {roid chez le tréfle blanc qui semble lui permettre de
mieux résister au gel. Il est possible qu'en plus d'une période d'acclimatation & de
faibles températures supérieures & O°C, quelques petites gelées conduisent a un
endurcissement rapide chez le trefle blanc (Juntilla et al. 1990).

Une acclimatation au froid augmente la résistance intérieure de la vacuole chez la
luzerne, ce qui conduit a une augmentation de la tolérance au froid. Il existe deux
phases dans le processus d'acclimatation au {roid chez les herbacées. La premiére étape,
a des températures supérieures a 0°C induit une diminution du potentiel osmotique (due
a une accumulation de sucres solubles) et une diminution du potentiel hydrique
(corrélée a une augmentation de i'acide abscissique). La deuxieme étape est dépendante
du gel. Si les températures sont comprises entre -3°C et -5°C, des modifications
réversibles des propriéts de la membrane se produisent. Ceci induit une accentuation
de la chute du potentiel hydrique et du potentiel osmotique ainsi que la synthese d'acide
abscissique (Kacperska et al. 1993). Chez la luzerne par exemple, une acclimatation de
2 semaines a 2°C permet de passer d’une température létale de -5°C a -9,5°C pour un
cultivar sensible et a -14,5°C pour un cultivar tolérant au froid. Par contre, I’extension
de la période d’acclimatation de 2 semaines a2 4 semaines cause une diminution de la

tolérance au gel (Castonguay et al., 1993).

7. LA SURVIE HIVERNALE DES PLANTES CULTIVEES

Le froid, nous l'avons vu dans les chapitres précédents, induit des réactions
morphologiques et physiologiques chez les plantes. Ces réponses physiologiques vont
de la diminution de l'assimilation nette & la mise en réserves et consommation de
composés carbonés et azotés et font intervenir des mécanismes de régulation

osmotique. Actuellement, il existe de nombreuses controverses quant a la définition du
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rOle exact de ces composés dans la résistance ou la tolérance de la plante concernée aux

faibles températures.

Des 1955, Hodgson et Bula concluent sur du mélilot cultivé en Alaska (Melilotus spp.)
que la tolérance au froid ou l'intolérance au froid ne sont pas liées aux quantités de
carbone en réserves dans les racines ou dans les stolons. Beinhart (1964) remarque que
le carbone n'est pas un facteur limitant pour la repousse du trefle blanc et qu'il n'existe
pas de corrélation entre les sucres solubles et la ramification ou la croissance du treéfle.
Cependant, Vez (1961) a partir de ses travaux sur le tréfle blanc en Suisse démontre que
la survie hivernale du tréfle est assurée par le niveau de réserves dans les racines et dans
les stolons. Dés lors, de nombreuses controverses apparaissent.

La quantité de stolons présente au début de I'hiver détermine la capacité d'un cultivar a
recommencer de croitre au printemps. Il existe une corrélation positive chez le tréfle
blanc entre le poids de stolons au début de I'hiver et le poids de stolon a la fin de I'hiver
(r=0,982) (Harris et Rhodes, 1983). Nous avons vu dans les chapitres précédents que les
stolons de tréfle blanc accumulaient une grande quantité de réserves en automne. On
peut donc penser que ces réserves carbonées et azotées vont étre déterminantes dans la
reprise printani¢re du tréfle et dans sa survie hivernale.

Yelenosky et Guy (1977) montrent que la conversion de I'amidon en sucres solubles
confere une meilleure tolérance au froid chez les arbres. Les plantes capables de
s'acclimater au froid montrent un potentiel €nergétique plus élevé que des plantes ne
pouvant pas s'acclimater. Il semble en plus qu'au cours d'une exposition au froid, le
mécanisme controlant la polymérisation des sucres favorise I'accumulation de mono et
oligo-saccharides. Ces molécules sont facilement transportées dans la plante et peuvent
immédiatement apporter de ['énergie et diminuer le point de congélation par simple
effet colligatif (cohésion entre les molécules) (Tronsmo et al., 1993).

L'un des effets des sucres solubles contre le froid est un effet cryoprotecteur sur la

membrane plasmique. Cet effet a ét€ démontré pour le saccharose et le raffinose
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accumulés pendant une acclimatation au froid de ’orge (Koster et Lynch, 1992). Un
second effet est lié au role osmotique des sucres a l'intérieur des cellules. En effet,
l'accumulation de sucres dans les plantes est supposée faciliter la survie hivernale en
diminuant la formation de glace et en évitant la déshydratation, en augmentant le
métabolisme des sucres en energie ou en autres substances protectrices, en protégeant
les membranes du gel et en diminuant le point de congélation du contenu cellulaire
(Lym et Messersmith, 1993 ; Tronsmo et al, 1993 ; Olien et Clark, 1993).
L'accumulation de sucres de mai a janvier dans le ray-grass de 19,9 mg.g-1 MF
correspond a 0,09 MPa et a un abaissement du point de congélation de»l’eau de 0,17°C.
Les sucres solubles sont donc responsables de la diminution du potentiel osmotique
observé lorsque les plantes sont soumises au froid (Gonzalez et al., 1990).

D'autres molécules semblent jouer un r0le plus important dans la tolérance au froid que
les sucres (Riitten et Santarius, 1993). Les acides aminés sont également
osmotiquement actifs. L’augmentation de ’arginine et autres acides aminés pendant
I’hiver chez le tréfle blanc joue un rle important dans le stockage d’azote mais aussi
pour protéger les plantes des dommages caus€s par le froid (Sagisaka, 1987). Des
variétés de Mélilot d’ Antarctique ont converti beaucoup d’acides aminés et peptides en
protéines solubles pendant I’automne, la conversion continue jusqu’a ce que la plante
soit suffisament pourvue en protéines pour tolérer le froid (Hodgson et Bula, 1955).
Chez la luzeme, la tolérance au froid est associée de pres a la concentration en protéines
solubles des collets et racines, ces molécules semblent reliées a la protection contre le
gel et dégel (Faw et Jung, 1972).

D'autres substances permettent également & la plante de retrouver un bon état hydrique
apreés un gel. Des plantes déshydratées par le froid récuplrent un niveau correct
d'hydratation entre 20 & 30 heures. La turgescence retrouvée est en relation avec la
fermeture des stomates et la production d'acide abscissique endogene qui semble jouer

un role dans la tolérance des plantes au froid (Barnes et Wilson, 1986).
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Les solutés qui s'accumulent dans les cellules de plantes soumises a des faibles
températures et qui conduisent & un ajustement osmotique, permettent de diminuer le
point de congélation de ces cellules et d'éviter ainsi la formation de gel pour une
température donnée (Stout et Steponkus, 1977 ; Yelenosky et Guy, 1989 ; Gonzalez et
al., 1990 ; Tronsmo et al., 1993).

Cependant, le role exact de cet ajustement osmotique dans la tolérance au froid n'est pas
encore défini et reconnu (Bertand et Paquin, 1991; Thomas et James, 1993). En effet,
I’ajustement osmotique permet de maintenir une turgescence positive méme si le
volume hydrique diminue (Li ef al., 1993). Cependant, certains auteurs montrent que la
turgescence ne semble pas controler directement la croissance des végétaux et qu'une
plante peut ne plus croitre et avoir encore une turgescence positive. Ainsi,
I"accumulation de solutés qui conditionne I’ajustement osmotique peut tre une réponse
passive due a la diminution de la croissance de la plante. Une diminution de 30% de
croissance relative peut augmenter la pression osmotique de 0,1 a 0,2 MPa dans la
plante si la vitesse d’assimilation des solutés organiques et inorganiques n’est pas
affectée (Munns, 1988).

De maniere {réquente dans la littérature, la tolérance des plantes au gel est mesurée par
la température létale & 50% (LT50) dans des bains réfrigérants. 1l est aisé ensuite
d'établir des corrélations entre cette donnée et la quantité de réserves présentes dans la
plante. De cette mani¢re, des auteurs anglais ont montré qu'il n'existait pas de relation
entre la LT50 et le potentiel osmotique ou la concentration en solutés chez le ray-grass
(Thomas and James, 1993). Chez la luzeme, le coefficient de relation entre les sucres
totaux, les sucres réducteurs et la TL 50 est infénieur a4 0,5. La méthode de la LT50 est
certes rapide et facile 3 mettre en oeuvre mais elle ne permet pas d’obtenir des
renseignements sur les modifications métaboliques induites par le froid ou le gel donc
d'aboutir a des informations précises sur les mécanismes de tolérance au gel des plantes.

De plus, elle ne donne que des résultats & court terme sur les effets du gel.
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L'hypothese stipulant qu'il faut un niveau élevé de réserves (sucres et amidon) pour
tolérer un gel chez les plantes n'est pas forcément vraie. Les sucres peuvent €tre
impliqués dans le processus d'endurcissement sans €tre necessairement liés a
l'acquisition maximale de la tolérance au gel (Bertrand et Paquin, 1991). 1l s'agirait
alors uniquement d'une conséquence passive des effets du froid sur la croissance de la
plante. L'existence d'une corrélation entre le niveau de sucres solubles et la survie au
froid ne confére pas forcément & la plante une tolérance au froid, il faut tenir compte
des autres facteurs susceptibles d'influencer cette tolérance comme les pratiques
culturales et les conditions météorologiques : la température, I’intensité lumineuse ou
encore I’humidité (Wample ez al., 1993).

Des controverses quant au role des composés azotés existent également. En effet,
l'augmentation de la proline observée chez le ray-grass pendant une acclimatation au
froid semble résulter d'une réduction de la synthése protéique ou d'une augmentation de
la dégradation des protéines pendant les conditions extrémes et n'est pas reliée a
l'acclimatation (Thomas and James, 1993). La croissance initiale des stolons ayant
passé l'hiver peut €tre influencée par la mobilisation des réserves stockées avant la
dépendance des assimilats fournis par la photosyntheése (Eagles et Othman, 1988 ; Vez,
1961). Peu de travaux précisent le rOle des réserves dans la reprise printanicre du tréfle.
Il semble que les réserves azotées jouent un rble plus important que les composés

carbonés (Corre et al., 1994).

En résumé, une acclimatation au froid permet a la plante de mieux tolérer le gel et les
faibies températures. Cette acclimatation correspond a la phase automnale en plein
champ, la plante supportera alors plus ou moins bien les conditions hivernales selon
'intensité de son endurcissement. Chez le treéfle blanc, deux théories sont actuellement
débattues : 1. La quantité de réserves et leur évolution vont conditionner la survie
hivernale du trefle blanc

2. Ces molécules n'ont pas d'effet actif sur la survie hivernale.
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Dans I'hypothese ou une relation positive entre la quantité de sucres et la tolérance au
froid existe, les sucres pourront jouer plusieurs roles : ils apporteront un pool d'énergie
facilement mobilisable, ils permettront de diminuer le point de congélation de la cellule
par un effet osmotique et ils auront un rdle cryoprotecteur autour de la membrane
plasmique.

L'ajustement osmotique décrit précédemment ferait donc intervenir les sucres solubles
mais €galement des acides aminés. Ces dernieres substances semblent d'ailleurs étre de
plus en plus considérées comme inductrices de la tolérance au froid du tréfle (tab 1.2).
Les facteurs physiologiques de la plante conditionnant sa reprise printani€re sont quand

a eux encore trés mal définis.

8. CONCLUSION :

De nombreux travaux concernent les effets du froid sur les plantes cultivés. Ces effets
seront soit directs : réduction de la morphogénese, de la photosynthése, altérations des
organes exposé€s, soit indirects : modifications du métabolisme carboné et azoté,
développement de mécanismes de protection : ajustement osmotique. Les effets les plus
dangereux du froid sont le gel qui induit une déshydratation de la plante qui peut étre
1étale.

Cependant, il existe des mécanismes qui vont se développer chez certaines plantes
cultivées soumises & de faibles températures. Chez le tréfle blanc, ces mécanismes ne
sont pas encore clairement élucidés. 11 apparait que cette plante est capable de s'endurcir
en automne lorsque les températures, la photopériode et l'intensité lumineuse
diminuent. Cet endurcissement se traduit par un ralentissement de la morphogénése et

une accumulation de réserves carbonées telles que I'amidon.
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ABSENCE DE ROLE DES COMPOSES
CARBONES ET AZOTES DANS LA
TOLERANCE AU FROID ET DANS LA
REPRISE PRINTANIERE

ROLE DES COMPOSES CARBONES ET
AZOTES DANS LA TOLERANCE AU FROID
ET DANS LA REPRISE PRINTANIERE

Pas de relation entre la teneur en carbone
et la résistance au froid (Hodgson et Bula,
1955 ; Bertrand et Paquin, 1991).

La survie hivernale du trefle blanc est
assurée par le niveau de réserves dans les
racines et dans les stolons (Vez, 1961).

La relation entre les sucres et la survie
hivernale ne veut pas forcément dire
qu’on observe une augmentation de la
résistance au froid (Wample et al., 1993).

L’hydrolyse de I’amidon en sucres
solubles confére une meilleur tolérance au
froid (Yelenosky et Guy, 1977 ; Lym et
Messersmith, 1993). Effel positif de
I’accumulation de solutés dans les cellules
des plantes sur la tolérance au {roid (Hale
et Orcutt, 1987).

Le carbone n’est pas un facteur limitant

pour la repousse (Beinhart, 1964).

Corrélation positive entre la quantité de
stolons présente a [’automne et la reprise
printaniere (Harris et Rhodes, 1983).

Effet cryoprotecteur des sucres sur les

membranes (Koster et Lynch, 1992).

Role non osmotique des sucres mais rdle
colligatif (Ashworth et al., 1993).

Pas de relation entre le potentiel
osmotique et la LT50 (Thomas et James,
1993).

Role osmotique des sucres a I'intérieur
des cellules (Gonzalez, 1990 ; Lym et
Messersmith, 1993 ; QOlien et Clark, 1993)
Tronsmo et al., 1993 )

Les sucres vont limiter la déshydratation
induite par le gel (Ashworth et al. 1993).

Role plus dynamique des réserves azotées
dans la résistance au froid (Cyr et Bewley,
1990).

L’augmentation de compos€s solubles
azotés correspond a une diminution de la
teneur en protéines et n’est pas reliée a
I’endurcissement au froid (Odlum et al.,
1993 ; Thomas et James, 1993)

Role osmotique et cryoprotecteur des
acides aminés (Rosnitschek et Schimmel,
1985 ; Sagisaka, 1987 ;, Santarius, 1994 ).

Tableau 1.2 : Tableau récapitulatif des hypotheses relatives au role des sucres, des

acides aminés et du potentiel osmotique dans la résistance au froid.
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['étude présentée ici a dans un premier temps pour but de définir les modifications
induites par le froid chez le trefle blanc cultivé en plein champ en suivant le
comportement de deux varniétés. Les études menées en plein champ seront réalisées a
des fréquences de prélevement rapprochées et sur une période de 6 mois, répétée quatre
années. Nous espeérons ainsi obtenir des résultats plus précis que ceux connus
actuellement sur la dépendance de la morphogénése du trefie blanc avec les facteurs
climatiques et les réserves carbonées. Dans un deuxiéme temps, il s'agira de
comprendre le role des composés carbonés dans la survie hivernale du tréfle blanc et
dans sa reprise printanicre. Des études en conditions contrdlées, conduites sur des
périodes plus longues que celles observées dans la littérature seront entreprises pour
visualiser les réactions métaboliques et morphologiques du trefle blanc aux basses

températures positives et au gel.
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1. MISE EN PLACE ET SUIVI DES EXPERIMENTATIONS :

Nous détaillerons ici la mise en place des parcelles de trefle et ray-grass en plein champ

puis la mise en place des cultures de tréfle au laboratoire.

1.1. Semis en plein champ :

Deux expérimentations ont €t€¢ mises en place a la station expérimentale de
I’INRA-SAD de Mirecourt dans les Vosges. La station est située a 289 m d’altitude,
-6°81'E et 53°6'N et présente une pluviométrie annuelle de 850mm. Les caractéristiques
physicochimiques du sol sont données en annexe 1.

La premiére expérimentation est constituée de 5 parcelles (10m*10m) associant du ray-
grass anglais (cv. Preference, type intermédiaire) et du tréfle blanc (cv. Huia). Le semis
a €té réalisé en mai 1991 a raison de 4kg/ha de trefle blanc et de 20kg/ha de ray-grass.
Aucune fertilisation azotée n’a été apportée pendant toute la durée de
I’expérimentation. Les apports de P et K ont été gérés selon les besoins inhérents a la
culture et selon les analyses de sol. Les parcelles n’ont regu aucun traitement chimique
global pendant toute la durée de I’expérimentation. Des désherbages manuels ou
chimiques (Roundup) ont été réalisés afin de lutter contre les adventices.

Le deuxieme essai a ét€ semé en mai 1992. Le protocole d’installation des parcelles a
été décidé en commun entre toutes les équipes de la collaboration européenne COST
814. Les parcelles de 5Sm*5m sont disposées en 5 blocs dans lesquels nous avons réparti
les variétés de trefle blanc Huia et Aberherald en association avec le ray-grass
Preference. la variété Aberherald a été selectionnée par 1’équipe de I'GER a
Aberystwyth (Pays de Galles) pour ses aptitudes a la tolérance au froid et a une reprise
printaniere précoce. Les densités de semis sont les mémes que pour I’expérimentation
précédente. Le semis de tréfle a été€ réalisé a la volée en mélangeant le trefle a du sable

et le ray-grass a été semé a la machine. Les parcelles ont recu 25kg.ha-1d’azote au
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semis puis aprés chaque coupe et & chaque printemps et des fertilisations de P et K
optimales.

Sur les deux expérimentations, trois & cinq coupes sont réalisées par an, 2 la faucheuse.
Nous avons effectué au hasard un prélévement de 0,09 m?2 par parcelle avant chaque
coupe afin de déterminer le rendement en matiere séche de trefle blanc et de ray-grass.
La date de la premiere coupe est décidée en fonction du stade de développement du ray-
grass (annexe 2). Lorsque 50% des talles de ray-grass ont atteint le stade 33, la coupe
peut &tre réalisée. Ce stade a ét€ choisi de mani¢re a rendre homogenes les dates de
coupes entre les équipes. De plus, il correspond a un stade de maturité optimal pour
'obtention d'un fourrage de qualité. La derniere coupe est réalisée au plus tard a la fin

du mois d’octobre.

Figure 2.1. Placement de 'anneau de laine autour du stolon, a l'aisselle de la

deuxieme feuille développée.
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1.2. Cultures de trefle au laboratoire :

Pour réaliser les expérimentations en conditions contrdlées, nous avons choisi de
travailler sur des boutures de trefle issues d’un méme clone afin de limiter les
hétérogénéités entre plantes. Ces boutures sont réalisées a partir d'apex de stolon
d’environ 3 cm de long. A la mise en place, ces apex sont défoliés pour limiter la
déshydratation induite par 1'évaporation et les racines sont coup€es. Les boutures sont
placées horizontalement sur un mélange de tourbe, vermiculite et sable (30/20/50
v/vlv). Environ 10 jours aprés le bouturage, les plantes sont inoculées avec une
suspension de Rhizobium trifolii (annexe 3). Lorque les racines sont bien développées,
les plantes recoivent une solution nutritive de Mac Knight, modifiée par Robin e! al.

(1989) une fois par semaine (annexe 4).

2. MORPHOGENESE :

2.1. Taux de croissance :

Afin de déterminer les taux d’apparition ou de disparition des feuilles, les stolons sont
bagués au troisieme noeud depuis 1’apex. En plein champ, ce baguage correspond a la
mise en place d’un anneau de laine autour du stolon (fig 2.1). Cet anneau est ensuite
attaché a un piquet numéroté. En conditions contrdlées, le repérage initial se fait par
marquage du noeud considéré par apposition d'une peinture blanche "tipex".

Le nombre de feuilles et ramifications développées depuis la bague est compté. Les
feuilles sont comptées mortes lorsqu'elles sont jaunes et completement flétries.

Les résultats sont exprimés de la maniére suivante (Maitre et al., 1985):

NLt = NLt-; + At - Dt

ol NLt = nombre de feuilles vivantes au temps t ; At et Dt = nombre de feuilles

apparues et disparues au temps t.
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Les taux relatifs d’apparition de feuilles a(t), de mortalité d(t) et de croissance r(t)

peuvent alors €tre calculés :

a(t)———Al-
~ NLt
Dt
d(t) = —
() NLt
1 DNLt
t)=—r =a(t) —d(t
r(t) Nsz Y a(t) —d(t)

2.2. Caractéristiques morphologiques du trefle

Les études morphologiques du trefle en plein champ sont réalisées a partir de

prélevements de 2 cylindres de sol par parcelle, d’un diamétre de 12cm et de 20 cm de

profondeur (fig 2.2). Apres élimination de la terre nous séparons le tréfle du ray-grass

pour déterminer les caractéristiques morphologiques du tréfle et compter le nombre de

talles de ray-grass. Les mesures suivantes sont exprimées par m? :

- nombre de bourgeons axillaires et terminaux

- nombre et surface des feuilles développées

- longueur totale du stolon

- longueur des entre-noeuds de ’apex au 6éme noeud et pourcentage de noeuds

enracinés

- nombre de racines



Chapitre 11 59

Figure 2.2: Prélevement destructif en plein champ d'un cylindre de sol de 12cm

sur 20cm, contenant le tréfle en association avec du ray-grass. Chaque espece est
ensuite séparée et les caractéristiques morphologiques du trefle sont

déterminées.
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En conditions contdlées, les mémes mesures sont réalisées sur des plantes entieres.

Au cours des lectures, le nombre de stolons nécros€s est enregistré de maniére a
exprimer le pourcentage de survie de ces stolons par rapport a la premiere lecture.

Les matieres séches de chaque organe sont ensuite déterminées en placant les
échantillons a I’étuve pendant 48 heures a 80°C.

A partir de la matiere séche des stolons et de leur longueur, nous pouvons calculer la

masse linéique du stolon (g.cm-1).

Les fréquences de prélevement des échantillons en plein champ et en conditions

contrdlées seront détaillées pour chaque expérience dans les chapitres correspondants.

3. RELEVES METEOROLOGIQUES

Les données météorologiques des expérimentations en plein champ sont enregistrées a
partir d’une station météorologique automatique, située sur le domaine de ’INRA-SAD
“de Mirecourt, a 500 m du site expérimental.

Les données suivantes sont retenues pour notre étude :

- température de 1’air sous abri a 2 m: minimale et moyenne (°C)
- température minimale du sol a 10 cm de profondeur (°C)

- indice actinothermique a 10 cm (°C)

- vitesse du vent (m.s-1)

- rayonnement global (MJ.m?)

- Pluviométrie (imm)

L’ensemble de ces données est relevé jour par jour par la station. Selon les besoins
d’interprétation, nous avons utilisé les moyennes mensuelles de ces paramétres ou les

moyennes par décade. La liste de tous les parametres météorologiques et de leurs
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abbrévations utilisées figure a la fin du document dans la nomenclature et les
abbréviations.

L'indice actinothermique représente une température minimale mesurée la nuit, a la
surface du couvert végétal. Sa définition repose sur le principe suivant : une plante
recoit, comme le sol, un excédent d'énergie par rayonnement pendant le jour, mais elle
en perd du fait de la transpiration, si elle est alimentée en eau. Par une nuit claire, une
plante se refroidit beaucoup par rayonnement et cette perte d'énergie, notoirement plus
importante que d'éventuels gains par changements d'état de 1'eau, risque de devenir un

danger (Come, 1992).

4. DETERMINATIONS DES RESERVES CARBONEES ET AZOTEES

4.1. Prélevements, stockage des échantillons

Les échantillons destinés aux analyses biochimiques sont immédiatement congelés par
immersion dans 1’azote liquide aprés le prélévement. Cette précaution pertmet d’éviter
des réactions enzymatiques qui pourraient modifier la nature des composés a doser.

En plein champ, des stolons, feuilles et racines sont prélevés au hasard dans les
parcelles, rincés dans l’eau et immédiatement congelés. Le transport jusqu’au
laboratoire se fait dans une glaciére.

En conditions controlées, chaque organe prélevé est conservé de la méme maniére et

stocké au congélateur a -18°C.

Les échantillons congelés sont lyophilisés pendant 48 heures, broyés puis conservés

dans un dessicateur a température ambiante.
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4.2. Détermination des sucres solubles et de I’amidon

Les sucres solubles sont extraits a 1’éthanol a 80% puis dosés colorimétriquement a la
méthode a ’anthrone (annexe 5) (Van Handel, 1968). lls sont ensuite, pour certains
€chantillons analysés par CHLP (Beckman, systeme Gold) pour étudier leur répartition
en fonction du froid. Les sucres solubles sont séparés & 80°C sur une colonne de plomb
selon les deux principes ; partage par 1’équilibre de Donnan et tamisage moléculaire.
Un détecteur réfractométrique placé en sortie de colonne permet alors de doser chaque
sucre. Les données sont immédiatement traitées a I’aide d’un logiciel Beckman Gold.

1.’amidon est extrait dans 1’eau & partir du résidu d’extraction des sucres solubles. 11 est
ensuite hydrolysé par addition d’amyloglucosidase et dosé selon la méthode de

Bergmeyer ef al. (1974) (annexe 6).
4.3. Détermination des acides aminés

Les acides aminés sont extraits au méthanol & 80% puis purifiés par passage sur une

résine cationique DOWEX H+ (annexe 7).

Rg/ Avant I’extraction des acides aminés, les échantillons lyophylisés doivent &tre
conservés a -25°C, pour éviter toute activité protéasique.
La fraction aminée est dosée colorimétriquement par la méthode a la nynhydrine de

Yemm et Cooking (1955) (annexe 8).
4.4. Dosages du carbone et de 1’azote total :

La teneur en azote total est déterminée par 1’autoanalyseur carbone-azote Carlo Erba Na
1500 en chromatographie phase gazeuse. Aprés combustion de 1'échantillon a 1030°C,
les gaz CO2 et N2 produits sont séparés par une colonne chromatographique et détectés

ensuite par catharométrie. Les résultats sont exprimés en pourcentage de carbone et
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azote par rapport & la matiere seche introduite. Le principe du fonctionnemend de

'autoanalyseur est détaillé en annexe 9.

5. CARACTERISATION DE L’ETAT HYDRIQUE DES PLANTES

L'état hydrique d'une plante est généralement déterminé par deux mesures, celle de la
teneur en eau relative (TER) qui caractérise 1'état quantitatif de I'hydratation des cellules
et le potentiel hydrique qui caractérise 1'état qualitatif de 'hydratation des cellules c'est
a dire la force de rétention de I'eau a l'intérieur des cellules. Le potentiel hydrique d'une
cellule est composé de deux potentiels : le potentiel osmotique et le potentiel de
turgescence. La mesure de la TER et celle du potentiel hydrique sont complémentaires
mais il n'est pas indispensable de disposer des deux pour caractériser 1'état hydrique
d'une plante ou d'un organe. Par contre, le potentiel osmotique est interessant a
considérer car il permet, en association avec la TER, de mettre en évidence le
développement d'un ajustement osmotique. C'est pourquoi nous avons choisi dans cette
étude de déterminer la teneur en eau relative et le potentiel osmotique des feuilles et

stolons du tréfle blanc.
5.1. Teneur en eau relative

La détermination de la teneur en eau relative est réalisée sur des feuilles et des stolons

frais selon la formule suivante :

(MF - MS) N
(MFPT - MS)

TER(%) =
La masse fraiche (MF) est déterminée immédiatement aprés [’échantillonnage. La
masse fraiche a pleine turgescence (MFPT) est obtenue par la pesée du méme organe
apreés immersion dans de |’eau distillée pendant 12 heures a 4°C. La masse seche (MS)

est obtenue apres déshydratation a I’étuve a 80°C pendant 24h.
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5.2. Potentiel osmotique

Le potentiel osmotique est une des composantes du potentiel hydrique d’une cellule ou
d’un tissu végétal isolé, en absence de flux d’eau. Clest la mesure physique de la
pression osmotique du cytosol dans lequel des ions et des molécules sont dissous.

Les mesures de potentiel osmotique sont réalisées sur des feuilles ou stolons placés
dans des seringues de 1ml et congelés immédiatement aprés 1’échantillonnage. La séve
est recueillie par pression sur la seringue lors de la décongélation. L’osmolalité de la
seve est déterminée grace 4 un osmometre hygroscopique a tension de vapeur (Wescor
5500). La seve recueillie est déposée dans la chambre étanche de ’osmometre. Le
plafond de cette chambre est muni d’un thermocouple qui est refroidi au contact de
I’échantillon par effet Peltier. Des goutelettes de condensation se forment a la surface
de I’échantillon, la température va alors s’échauffer jusqu’a un point d’équilibre qui
correspond au point de rosée. La différence entre la température de réference du
thermocouple (37°C) et la température du point de rosée est proportionnelle a la tension
de vapeur 2 la surface de ’échantillon et donc a sa concentration en osmoticum.

Le potentiel osmotique est ensuite calculé grice a la formule suivante :

Mo (MPa)= RxTxCx10-6

ol R = constante des gaz parfaits = 8,32 Jmol-1LK-!, C est la concentration en
osmoticum (en mmol.kg-1) et T est la température de la chambre de mesure en degré

Kelvin.
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6. MESURE DES ECHANGES GAZEUX

6.1. Assimilation nette de CO»

Les mesures sont réalisées grace a un systéme portable de mesure de la photosynthése
(Portable Photosynthesis system). Cet appareil est constitué d’une chambre de mesure a
circuit ouvert dans laquelle la température et I’humidité sont déterminées, d’un
analyseur a infra-rouge qui fournit la concentration et le flux de CO2, d’un
microprocesseur qui gére le systéme et enregistre les données.

Les mesures sont réalisées sur deux folioles de la deuxiéme feuille adulte depuis I'apex.
Le foliole non mesuré est repéré grice a de la peinture blanche, on peut ensuite mesurer
la surface exacte des folioles ayant servi a la détermination des échanges gazeux.

Les parametres utilisés sont l'assimilation nette de CO2 (A) exprimée en umoles de
CO2.m 251 ; et 1a conductance stomatique (Gs) exprimée en moles d'HpO.m-2.571. Le
rapport A/Gs est ensuite calculé pour déterminer 'efficience de l'utilisation de l'eau
pour la photosynthese. Le principe de fonctionnement du PPsystem est détaillé en

annexe 10.

6.2. Fluorescence chlorophyllienne

La fluorescence chlorophyllienne provient essenticllement des molécules de
chlorophylle a, associ€ées au photosysteme 11 (PSll) avec une faible participation du
photosysteme 1 (PSI) & une longueur d’onde supérieure a 700 nm. La fluorescence de la
chlorophylle représente une fraction de l'énergie lumineuse collectée par les antennes
collectrices du photosystéme 11, qui n'est pas convertie en €nergie chimique par les
chloroplastes ni transmise en chaleur par dissipation thermique.

Quand une feuille est illuminée & intensité constante, elle va fluorescer a un niveau
constant. Si la feuille est maintenue a l'obscurit€¢ pendant plusieurs minutes, puis

soudainement éclairée a intensité saturante (700 umoles de photons.m’z.s‘l), la
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fluorescence va rapidement passer d'un niveau faible (Fp) & un niveau maximal (Fm),
en passant par un état intermédiaire puis va graduellement diminuer en passant par de
nombreux états intermédiaires pour atteindre un niveau proche du point de départ (fig
2.3). 1l est important de noter que lintensité du signal de fluorescence sera
proportionnelle a l'intensité d'illumination.

La difference entre la fluorescence maximale (Fm) obtenue quand tous les centres
réactionnels du PS 11 sont fermés (donc a 1'obscurité) et la fluorescence minimale (Fo)
obtenue quand tous les centres réactionnels sont ouverts est appelée la fluorescence
variable (Fv) ; Fv = Fm - Fo.

Le rapport Fv/Fm peut alors étre calculé, il représente l'efficience photochimique
optimale du PSII, et est fortement corrélé au rendement quantique de la photosynthése
nette de feuilles intactes (Genty et al., 1989).

La deuxieme étape consiste a appliquer un flash de lumiere blanche saturante (Ls) afin
de mesurer la fluorescence maximale (Fy'). Ensuite, on place les plantes a la lumiére et
une lumiere actinique blanche (La) (3000 pumoles de photons.m‘z.s‘l) est allumée pour
induire la cinétique de fluorescence . L'addition d'un flash saturant (Ls) a 1'équilibre F'
permet de mesurer la fluorescence maximale Fp' Aprés extinction de la lumiere

actinique, le niveau de fluorescence minimale Fg' est déterminé. On calcule ensuite le

AF : .
rapport T Ce rapport permet de déterminer le quenching de fluorescence, c'est a
m

dire l'existence de phénomenes différents de la fluorescence au niveau du PSII.

La mesure de la fluorescence est non destructive et peut €tre totalement adaptée a des
mesures périodiques sur les mémes plantes au cours du temps. On utilise un fluorimeétre
modulé (P.A.M 2000., Walz, Allemagne) (annexe 11). Les impulsions de lumiére ont

une durée de 1ms, & une {réquence de 1,6 ou 100 kHz.
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Figure 2.3. : Représentation schématique d'une cinétique d'induction de fluorescence.
Une rondelle foliaire adaptée 2 I'obscurité est illuminée avec une lumiére modulée de
tres faible intensité (Lm) afin de mesurer la fluorescence minimale (Fp). Puis un flash
de lumiére blanche saturante (Ls ; 0,7s ; 4000umole.m‘2.3'1) est surimposé afin de
mesurer la fluorescence maximale (Fm). Une lumiére actinique blanche (La) est
allumée pour induire la cinétique de fluorescence. ['addition d'un flash saturant (L.s) a
1'équilibre (F) permet de mesurer la fluorescence maximale (F'm). Aprés exctinction de
la lumiére actinique, le niveau de fluorescence minimale F'O est détermin€. Au bout de
100 puis 300 secondes d'obscurit€, des flash saturants (Ls) sont effectués pour
déterminer la fluorescence maximale (Fmd100 et Fmd300) correspondant au niveau de
fluorescence minimale FOd100 et FOd300. L'évolution de 'efficience photochimique du
PSII au cours de la cinétique est représentée schématiquement dans la partie haute du

graphique. (D'arpés Epron, 1993).
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7. ANALYSES STATISTIQUES

Les données sont traitées par analyse de variance, en utilisant le logiciel SAS (SAS,
Institute, Inc., 1987) et la procédure PROC GLM. Les moyennes sont comparées entre
elles par le test de Bonferroni ou par le test de student a p<0,05.

Des régressions linéaires sont calculées dans le chapitre I1I, utilisant la procédure
PROC REG, avec I’option “Stepwise, forward selection”. Chaque variable explicative
est additionnée une & une au modele, la valeur F du modele intégrant cette variable est
calculée. Si le modele est significatif a p<0,5, cette variable est inclue dans le modéele et
rejettée dans le cas inverse.

Des analyses en composantes principales sont réalisées en utilisant le logiciel STAT-

ITCF.



CHAPITRE III. RELATIONS ENTRE LA
MORPHOGENESE, LA DYNAMIQUE DES
RESERVES ET LES PARAMETRES
CLIMATIQUES EN PLEIN CHAMP






Chapitre 111 69

CHAPITRE 111. RELATIONS ENTRE LA MORPHOGENESE, LA
DYNAMIQUE DES RESERVES CARBONEES ET LES PARAMETRES
CLIMATIQUES EN PLEIN CHAMP.

1. OBJECTIFS DE L’ETUDE EN PLEIN CHAMP P70
2. PROTOCOLE EXPERIMENTAL P71
3. RESULTATS P74

3.1. Données météorologiques

3.2. Données morphologiques et morphogéncse

3.3. Evolution de la biomasse et différences variétales

3.4. Rendement annuel et printanier

3.5. Composés carbonés et azote total

3.6. Relations entre la morphogénese, les réserves et les parametres

climatiques
4. DISCUSSION P 104

5. CONCLUSION P 109



Chapitre 11 70

1. OBJECTIFS DE L ’ETUDE EN PLEIN CHAMP

La période hivernale en Lorraine est généralement trés longue, (5 & 6 mois d’arrét de
croissance) et présente souvent des périodes de froid dont les températures minimales
peuvent atteindre -15°C. La température moyenne des mois les plus froids (décembre,
janvier et février) est de 1,5 °C (moyenne enregistrée sur 23 années). Les 1égumineuses et
graminées qui couvrent les prairires permanentes sont alors exposées a des risques de
mortalité pendant cette période. Des travaux réalisés dans les années 1980 au laboratoire
ont déja mis en évidence des pertes importantes de tréfle blanc entre I’automne et le
printemps (-40 a -70% de la biomasse des stolons) (Guckert et al., 1983). Cependant, peu
de données nous renseignent sur la morphogénese du tréfle blanc pendant I’hiver. De plus,
aucune étude n’a encore précisé le role exact des parametres climatiques dans cette activité
ainsi que la relation existant entre les réserves accumulées chez le tréfle en automne et la
tolérance aux conditions hivernales.
L’étude présentée ici est une synthése des suivis de quatre saisons hivernales : (1991-1992)
; (1992-1993), (1993-1994) et (1994-1995) de la morphogénese et de l'évolution des
réserves carbonées du trefle blanc cv. Huia. Les trois derniers hivers incluent une
deuxieme variété de trefle, d’origine alpine (Suisse) et sélectionnée au Pays de Galles pour
ses aptitudes a la résistance au froid et a une reprise printaniere précoce ; la variété
Aberherald.
Les objectifs de ce chapitre sont de :

- caractériser la morphogénese hivernale et printaniere du tréfle blanc ;

- suivre I'évolution des réserves carbonées des feuilles et des stolons pendant
ces périodes ;

- mettre en évidence la nature des relations qui existent entre la
morphogénése, les réserves et les paramétres climatiques correspondant ;

- comparer le comportement de deux variétés : Huia et Aberherald pour

identifier d'éventuelles différences dans la tolérance au froid.



Chapitre 11l 71

2. PROTOCOLE EXPERIMENTAL

La mise en place des parcelles a été détaillée en chapitre 2. Les suivis morphologiques non
destructifs sont réalisés tous les dix jours sur les premicres parcelles installées en 1991.
Nous avons répété ces mesures pendant trois hivers 1991-1992; 1992-1993 et 1993-1994.
Parallelement a ces suivis, dont le principe a ét€ détaillé en chapitre 2, nous avons prélevé
des feuilles et des stolons afin de déterminer ’évolution des réserves carbonées. Les
parameétres mesurés et déterminés sur ces parcelles sont les suivants :

- taux relatif d’émission de feuilles ;

- taux relatif de mortalité de feuilles ;

- bilan de croissance ;

- teneur en sucres solubles des feuilles et stolons ;

- teneur en amidon des feuilles et stolons ;

- pourcentage de mortalité des stolons ;

Lors du dernier hiver, des mesures supplémentaires ont ét€ réalisées a partir de 10 stolons
prélevés au hasard dans les parcelles : longueur des entre-noeuds (6 entre-noeuds depuis
1’apex), nombre de noeuds ramifiés, nombre de noeuds enracinés.
Des suivis morphologiques destructifs ont été réalisés sur les parcelles semées en 1992,
incluant les deux variétés Huia et Aberherald. Ces observations, associées a des
déterminations de réserves carbonées (sucres solubles et amidon) dans les stolons ont été
réalisées une fois par mois & partir du mois d’octobre jusqu'au mois d'avril et répétées
pendant les deux hivers : 1993-1994 et 1994-1995. L'année 1992 correspondant &
l'installation de la prairie, nous n'avons pas pris en compte l'hiver 1992-1993. Les
parameétres déterminés sont les suivants et sont exprimés par surface de sol prélevé :

- nombre de feuilles.m-2 ;

- nombre de bourgeons (axillaires et terminaux).m-2 ;

- surface individuelle des feuilles (cm2.feuille-1) ;
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- nombre de feuilles par bourgeons terminaux ;
- matiére séche des stolons (g.m2) ;

- matiére séche des feuilles (g.m2) ;

- matiére seche des bourgeons (g.m'2) ;

- masse linéique du stolon (mg.cm1) ;

Afin d'expliquer les relations entre les parametres morphologiques, les réserves et les
données météorologiques, les résultats des trois hivers consécutifs ont été regroupés.
L'étude des relations entre ces parametres est abordée de trois maniéres
complémentaires. Nous avons d'abord réalisé des analyses en composantes principales
(ACP), afin de caractériser globalement 1'évolution du trefle pendant I'hiver et de
regrouper les parameétres corrélés entre eux. La deuxieme étape est une analyse
graphique des nuages de points entre les variables sélectionnées d'aprés I'ACP. Elle
permet alors de visualiser le type de relation qui existe entre les parametres. La
troisitme étape est une analyse statistique des relations entre les paramétres ; nous
avons réalis€¢ des régressions linéaires afin de hiérarchiser l'importance de chaque

facteur dans la variation d'un paramétre considéré.

Les données météorologiques sont considérées de deux fagons : les valeurs du jour de la

mesure et la moyenne des 10 jours précédant la mesure morphologique. D'un point de vue

biologique, il est évident que les données moyennes des 10 jours précédant la mesure (10J)

auront un effet sur la morphogénése du tréfle blanc plus significatif que la seule donnée du

jour méme de prélevement ou de mesure (jour J). Mais certaines variations brusques de

température entrainent des réactions métaboliques rapides, il est donc également

intéressant de considérer la température du jour de mesure. Dans un premier temps, nous

analyserons les effets des variables climatiques en condidérant les deux types de données

puis, pour affiner les résultats attendus avec les régressions linéaires, nous ne conserverons

que les données des 10 jours précédant la mesure.
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NOV DEC JAN FEV MAR AVR HIVER

hiver 1991-1992

temp moy air (°C) 19 46 33 34 88 77 4.9
nombre de jours de gel 150 60 120 160 20 40 58
temp sol -10cm (°C) 6.1 1.8 1.9 2.1 54 82 4.2
indice actinothermique (°C) 0.2 -3.6 -37 -26 -0.1 12 -1.4
vent (m/s) 26 20 22 22 23 23 2.2
rayon. global (MJ/m?2) 99 104 120 205 287 182 166
precipitations (mm) 86 61 24 37 82 53 343
hiver 1992-1993

temp moy air (°C) 70 08 01 32 62 85 4.3
nombre de jours de gel 30 70 190 120 140 80 63
temp sol -10cm (°C) 74 47 33 27 40 94 5.2
indice actinothermique (°C) 23 -13 -04 -34 -34 25 -06
vent (m/s) 23 22 30 16 19 22 2.2
rayon. global (MJ/m2) 105 84 101 144 218 482 189
precipitations (mm) 127 40 66 24 10 32 299
hiver 1993-1994

temp moy air (°C) 28 46 33 34 103 77 4.4
nombre de jours de gel 150 60 120 150 20 40 54
temp sol -10cm (°C) 1.4 4.1 37 32 78 84 4.7
indice actinothermique (°C) -7.2 1.5 -1.1 -16 32 09 -0.7
vent (m/s) 18 39 28 22 28 24 2.6
rayon. global(MJ/m2) 121 65 95 158 301 421 193
precipitations (mm) 20 209 126 79 61 86 581
hiver 1994-1995

temp moy air (°C) 87 48 2,3 6,3 46 87 59
nombre de jours de gel 1,0 90 140 50 150 3,0 47
temp sol -10cm (°C) 99 62 40 59 50 88 6,6
indice actinothermique(°C) 4,0 1,1 23 1,6 20 28 0,9
vent (m/s) 14 2,9 24 28 29 1,9 2,4
rayon. global (MJ/m?2) 978 773 1073 161,1 3503 3744 195
precipitations (mm) 22,0 130.5 180,0 90,0 121,5 61,0 605

hiver moven de 1973 4 1991

temp moy air (°C) 45 21 08 15 50 73 3.5
temp sol -10cm (°C) 51 16 07 07 31 63 29
indice actinothermique (°C) -03 -23 -24 -3.1 -07 -04 -1.5
vent (m/s) 1.7 19 2.1 1.8 2.1 1.8 1.9
rayon. global (MJ/m2) 113 75 86 155 276 426 188
precipitations (mm) 89 31 79 63 69 59 390

Tableau 3.1: Données météorologiques moyennes mensuelles des 4 hivers : 1991-1992;
1992-1993; 1993-1994 et 1994-1995 et comparaison a la moyenne observée sur 23 ans
a Mirecourt.
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Le but de cette analyse n'étant pas de modéliser la morphogénése du trefle en période
hivernale, nous utiliserons des méthodes simples et relativement faciles & mettre en oeuvre.
Pour le choix des paramétres inclus dans ces analyses, nous avons considéré les données
météorologiques généralement citées dans la littérature (températures, rayonnement,
pluviométrie). Les parametres morphologiques choisi pour les études de relations sont les
taux d'apparition et de mortalité des feuilles et le bilan de croissance.

Ces données sont obtenues pendant trois années, avec des fréquences plus importantes que
pour les données de biomasse, elles permettent donc d'obtenir des modeles significatifs du

fait de leur nombre important

3. RESULTATS

3.1. Données météorologiques

Pendant les quatre hivers de 1'étude, les valeurs de différents paramétres mét€orologiques
sont supérieures aux moyennes enregistrées les 23 dernieres années, excepté pour le
rayonnement global (tab 3.1). Les mois les plus froids sont décembre, janvier et février
avec une exception en novembre 1993 ou la température minimale a atteint -7°C. 11 est
important de constater que la température minimale du sol & 10 cm de profondeur n’atteint
jamais des valeurs négatives. Par contre, l’indice actinothermique qui concerne
directement le couvert végétal atteint régulierement des températures inférieures a 0°C,
surtout lors des mois les plus froids. L’hiver 1991-1992 est le plus froid avec les
températures minimales les plus basses (fig 3.1.) et la plus faible somme des températures
comparée aux trois autres hivers. Par contre, I’hiver 1994-1995 est le plus doux avec le
plus petit nombre de jours avec gel et une température moyenne du mois de novembre au
mois de mars plus élevée. La somme des températures moyennes au-dessus de 0°C est de

802° jour, 1000° jour, 958° jour et 1080° jour pour les quatre années respectivement.
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Figure 3.2 . Taux de croissance des feuilles du tréfle blanc en plein
champ, (A): taux d'apparition (B) taux de mortalité, (C) : bilan de
croissance pour les trois hivers A 1991-1992 , O 1992-1993

et o 1993-1994 . Les plus petites ditférences significatives pour
chaque date sont données au scuil de 5% sclon le test de Bonferroni.
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La température commence & nouveau a s’élever a partir du mois de mars et le printemps
1994 est le plus chaud. Le dernier printemps montre les températures les plus froides en
mars (4,6°C en moyenne et 15 jours de gel). Le rayonnement global est fortement réduit
pendant I’hiver, les mois les plus faibles en intensité lumineuse sont les mois de novembre,
décembre et janvier et le rayonnement s’intensifie a nouveau dés le mois de mars.

L’hiver le plus doux (1994-1995) est aussi le plus humide, un total de 605 mm de pluie est
enregistré, ce qui représente plus des 2/3 de la quantité annuelle moyenne de pluie dans
cette région (850 mm). Pendant les trois hivers, aucune couverture de neige durable (plus

de 2 jours de suite) n’a ét€ observée.

3.2.Morphogénése

3.2.1. Taux de croissance

On compte en moyenne 1 feuille morte tous les 95, 75 et 66 jours lors des hivers 91-92,
92-93 et 93-94 respectivement. La mortalité des feuilles est élevée en novembre 1993, en
raison de la période de froid trés précoce (fig 3.2 B). Pendant les deux autres hivers, la
mortalité des feuilles est toujours élevée lors des périodes les plus froides (janvier 1993 et
février 1992). Pendant les trois hivers, on observe cependant une production de nouvelles
feuilles, a 1’apex des stolons (fig 3.2 A). Le taux moyen d’apparition des feuilles est de 1
feuille nouvelle tous les 61, 140 et 90 jours en 91-92, 92-93 et 93-94 respectivement. La
plus importante production de feuilles est observée en 1993-1994, en dehors de la période
froide du mois de novembre. En 91-92 et 93-94, le taux d’apparition des feuilles augmente
en mars mais diminue en avril. En 1993, la repousse ne s’observe qu’a partir du mois
d’avril. Le bilan entre la production de feuilles et la mortalit€ de feuilles évolue entre des
valeurs positives et négatives (fig 3.2 C). Ce bilan est fortement négatif en novembre 1993

et lors des autres périodes de froid (entre janvier et février).
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Le nombre moyen de feuilles vivantes et complétement développées par axe étudié est de

1,6 pendant tout 1’hiver (de novembre a mars).

3.2.2. Survie des stolons

Quelle que soit ’année étudiée, la plus forte mortalité des stolons est observée au
printemps (fig 3.3). Cette mortalit€¢ se caractérise par une nécrose de I’apex du stolon,
24%, 34% et 22% des parties apicales des stolons respectivement présentes en octobre 91,

92 et 93 ont disparu au printemps.
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Figure 3.3: Pourcentage de mortalité des stolons. pendant les trois hivers 1991-1992

,1992-1993 ,1993-1994 . Chaque pourcentage correspond aux stolons nécrosés

dénombrés par rapport au nombre de stolons repérés le jour de la mesure.
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Figure 3. 4. Bourgeons axillaires et terminaux du tréfle blanc, variété Huia et

Aberherald, déterminés en 93/94 et 94/95. L'effet variétal est non significatif a 5% les 2
années. L'effet date est signifcatif 2 5% en 94/95.
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La longueur moyenne des nouveaux noeuds émis diminue pendant ’hiver (tab 3.2). Au
printemps, les noeuds apicaux s’allongent & nouveau. Le pourcentage de noeuds ramifiés
diminue fortement au printemps. Le pourcentage de noeuds enracinés est trés faible au

milieu de I’hiver (février), pour les trois premiers noeuds.

dates EN1 E.N. 2 EN.3 E.N. 4 EN. 5

L{m)Enr. R |L (cm)Enr. R L{cm)Enr. R |L (cm)Enr. R L (cm) Enr. R

18oct{nd O 012 O 018 90 10}19 81 60}2 90 60
20dec{nd O 0104 12 013 100 018 100 25{22 100 25
28fevind O 010.1 0 0{03 57 14108 100 42{14 100 71
21mar|{nd O 0701 9 10{02 100 30{06 100 40{09 100 40

Tableau 3.2 : Longueur des entre-noeuds (L), de I'apex (EN 1) a la base du stolon (EN
5), pourcentage de noeuds enracinés (Enr) et de noeuds ramifiés (R) des stolons en
1993-1994.

3.2.3. Développement du tréfle , du ray grass et caractéristiques variétales

Le nombre de talles de ray-grass augmente progressivement pendant tout I'hiver (tab 3.3).

En 93/94, Huia semblait plus agressif (ns) qu' Aberherald alors qu'en 94/95, on observe

I'inverse.
année Cultivar Oct Nov Dec Jan Fev Mar Avr date
Nombre de talles.m-2
1993/1994
Huia 791 635 922 1296 1265 1326 1517
Aberherald 1231 736 1324 1351 1167 1758 1430
Effet variéial ns ns ns ns ns *EX pg *
1994/1995
Huia 1072 1082 1277 1622 1296 2062 2001
Aberherald 758 650 1229 1078 1371 1176 1852
Effet variéial ns ns ns ns ns ns ns *%

Tableau 3.3. Développement du ray-grass (cv. Préference) en association avec Huia ou
Aberherald pendant I'hiver. Les différences entre variétés et I'effet date sont significatifs
a p<0,001 *** ; 3 p<0,01 ** et & p<0,05 * ou non significatifs (ns) selon le test de

Bonferroni.
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Au début de l'hiver, le nombre de bourgeons apicaux augmente, jusqu'en décembre,
ensuite, il diminue progressivement jusqu'au printemps alors que le nombre de bourgeons
terminaux augmente (fig 3.4 ). 1 n'existe aucune diftérence variétale, quel que soit 'hiver

considéré.

3.3. Evolution de la biomasse et différences variétales

La matiére seéche des feuilles diminue a partir du mois novembre pour atteindre une valeur

minimale en janvier ou février (tab 3.4).

Oct Nov Dec Jan Fev Mar Avr date

Matiere seéche des feuilles (g.m'z)

93/94
Huia 24 57 34 32 29 71 24
Aberherald 17 39 44 20 16 56 16
Effet variété ns ns *¥%%  ng ns ns ns *Ex
94/95
Huia 11 13 7 6 7 11 19
Aberherald 12 11 9 8 9 14 24
Effet variété ns ns ns ns ns ns ok *k*
Matigre séche des stolons (g.m=2)
93/94
Huia 35 40 39 27 22 25 37
Aberherald 36 28 35 15 15 16 33
Effet variété ns ns ns ns ns ns ns ns
94/95
Huia 38 34 36 34 20 35 35
Aberherald 60 45 44 46 47 50 45
Effet variété x ns ns ns * % ns ns ns

Tableau 3.4. Biomasse des feuilles et des stolons de tréfle blanc variété Huia et
Aberherald. Les différences entre les deux variétés et I'effet date sont significatifs a
p<0,001 : *** ; 3 p<0,01 ** ; & p<0,05 * et non significatifs : (ns). (ND : non déterminé).

La reprise de biomasse foliaire s’observe a partir du mois de mars. Les biomasses foliaires

du demnier hiver sont les plus faibles. Il existe trés peu de différence variétale entre Huia et
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Aberherald. En novembre 1993, Huia présente une biomasse plus élevée qu’Aberherald,

par contre, en avril 1995, I'inverse se produit.

ST 93/94 b b

1 [ 1 i 1 i i 1 ;] I3 Il i i i

ONDIJ FMA ONDIJ FMA

date de prélevement

Figure 3. 5: Masse linéique des stolons de Huia oet Aberherald W pendant les trois hivers
93/94 et 94/95 . Les lettres représentent les différences significatives entre variétés au seuil de
5% d'apres le test de Bonferroni, ns : non significativement différent.

3
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£ 5} 5
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]
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Figure 3.6 : Surface moyenne d'une feuille de trefle blanc Huia © et Aberherald B en

93/94 ¢194/95 . Les lettres représentent les différences significatives entre les variéles au

seuil de 5% d'apres le test de Bonferroni. ns : non significatif.
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La mati¢re séche des stolons a tendance a diminuer au cours de I'hiver & partir du mois de
janvier. Les différences variétales n'apparaissent qu'au dernier hiver (94-95) ou, en
novembre et février, Aberherald a plus de stolons que Huia.

La masse linéique du stolon évolue trés peu pendant I'hiver : 20 2 25 mg.cm™1 en 93/94 et
environ 15 mg.cm™! en 94-95 (fig 3.5). Lors du dernier hiver, Aberherald a des stolons
plus épais que ceux de Huia.

La surface moyenne d'une feuille est réduite pendant les mois les plus {roids de I'hiver puis
elle remonte a partir du mois de mars (fig 3.6). Il n'existe pas de différence significative

entre les deux variétés.

3.4. Rendements printaniers et annuels

Les rendements printaniers de Huia sont toujours supérieurs a ceux de Aberherald sauf en
1995 (tab 3.5). La premi¢re coupe des parcelles de la deuxi®éme expérimentation montre
que le trefle s'est tres peu développé, réfletant une installation trés lente, en particuliers

pour le cultivar Aberherald.

Huia (1ere exp) Huia (2&me exp) Aberherald(2&éme exp)
Années tha-l % tha-l % tha-l %
22 mai 1992 22 42 nd nd
18 mai 1993 1,5 39 0,53 22 0,58 94
O mai 1994 2.1 53 2,08 67 1,370 49
12 mai 1995 0,97 31 137 44

Tableau 3.5: Rendement (t.ha~1) en tréfle et pourcentage de tréfle lors de la premiére
coupe des parcelles de la premiére expérimentation et des parcelles de la deuxieme
expérimentation destinée a la comparaison entre les deux variétés Huia et Aberherald.
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Les rendements annuels n'ont été calculés que pour les années 1993 et 1994 (tab 3.6). La

troisieéme année d'exploitation de l'association (1994) est la plus productive.

Trefle Total association % de trefle
1992-1993 6,2 16 44,5
1993-1994 6,58 12 52

Tableau 3.6. Rendements annuels (t.ha-1) du tréfle blanc Huia dans la premiere
expérimentation et de l'association (trefle + ray-grass) et pourcentage de tréfle blanc dans
I’association.

3.5. Composés carbonés et azote total
3.5.1. Amidon et sucres solubles

Les premiers résultats concernant les réserves carbonées sont issus de la premiére
expérimentation oll les prélevements de feuilles et stolons ont été réalisés tous les 10 jours
sur la variété Huia. Seules les années 1992-1993 et 1993-1994 ont été prises en compte.

La teneur en amidon des stolons est élevée en automne, quelles que soient les années (>
100mg.g-1 MS) (fig 3.7 A). Cette teneur diminue apres les périodes de froid : janvier 1993
et novembre 1993. Apres ces périodes de froid, la teneur en amidon des stolons atteint une
valeur minimale jusqu'au mois de mars (< 50 mg.g-1 MS) puis commence a augmenter en
avril. La teneur en amidon des feuilles est plus faible que celle des stolons tout au long de
I'hiver (de 20 4 80 mg.g~1 MS). Elle diminue en 92-93 pour atteindre un minimum en
Jjanvier, puis augmente ensuite en février (fig 3.7 B). En 93-94, la quantité d'amidon dans
les feuilles est tres faible dés le départ de I'hiver mais elle augmente au printemps. Quel
que soit I'hiver considéré, la teneur en sucres solubles des stolons est tres variable pendant
tout I'hiver (de 40 a 200 mg. g‘1 MS) (fig 3.7 C). Apres chaque période de froid, la quantité
de sucres solubles augmente puis diminue lorsque les températures se réchauffent. En

1993, la teneur en sucres diminue en mars mais réaugmente en avril.
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Figure 3.7 :Evolution des réserves carbonées de Huia en 1992-1993 (symboles
ouverts) et en 1993-1994 (symboles fermés). A: Amidon dans les stolons, B:
amidon dans les feuilles, C: sucres solubles dans stolons et D: sucres solubles des
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Figure 3.8 : Composition en sucres solubles des échantillons de
stolons récoltés cn plein champ pendant les hivers 1992/1993 (A) ct
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La teneur en sucres des feuilles est elle aussi tres fluctuante (fig 3.7 D) et les quantités
maximales sont également observées pendant les périodes {roides (de 180 a 200 mg.g'1

MS).

3.5.2. Analyse qualitative des sucres solubles

Dans les stolons, le sucre majeur rencontré est le saccharose (fig 3.8 A et B). Au cours des
deux hivers considérés, on observe un pic de saccharose lors des périodes froides de
décembre a janvier. Le fructose, le glucose et du pinitol sont également détectés. 11 est
important de constater que l'évolution des sucres solubles analysés par CLHP (mono et

disaccharides) suit les mémes fluctuations que les sucres totaux détectés par colorimétrie.

3.5.3. Caractéristiques variétales

Les deux cultivars ne présentent aucune différence dans les teneurs en amidon ou en sucres
solubles de leur stolons (fig 3.9).

Par contre, lorsque I'on calcule la quantité d'amidon par unité de longueur, il apparait que
la variété Aberherald posséde plus d'amidon que Huia pour une méme longueur de stolon

(fig 3.10).
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Figure 3.9. Evolution des teneurs en sucres et en amidon des stolons de Huia © et de
Aberherald M en plein champ pendant les hivers 93-94 et 94/95. Les letires

représentent les différences significatives entre les variétés au seuil de 5% d'apres le test
de Bonferroni. ns: non significatif.
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Figure 3.10. Teneur en amidon des stolons par unité de longueur de stolon chez Huia © et
Aberherald M en hiver 93-94 et 94-95. Les lettres représentent les différences significatives
cntre les variétés au seuil de 5% d'apres le test de Bonferroni. ns = non significatif.
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3.5.4. Azote total des Jeuilles et des stolons de Huia

La teneur en azote total des stolons augmente d'octobre a décembre 92 et jusqu'en f{évrier
en 94. Ensuite, cette teneur diminue jusqu'a la fin de 1'hiver. La teneur en azote total des

feuilles diminue pendant les périodes froides.

NOV FEV AVR effet date
1992-1993
azote feuilles (%) 3,72 494 434 xR
azote stolons (%) 2,37 2,97 232 ns
1993-1994
azote feuilles (%) 3,39 4,47 431 *kk
azote stolons (%) 3,15 2.68 1,87 *RXK

Tableau 3.7. Teneurs en azote total des feuilles et des stolons de Huia au début, au milieu
et a la fin de l'hiver. L'effet date est significatif & p<0,001 : ¥** ; p<0,01 : ** et p<0,05: *,
ns : non significatif.

3.6. Relations entre la morphogénese, les réserves et les parametres climatiques

Nous avons cherché les relations entre la morphogénése, les réserves et les paramétres
climatiques uniquement pour la variété Huia. En effet, nous disposons de plus de données
avec cette variété étant donné que nous avons réalisé plusieurs prélevements par mois. De
plus, sachant qu'il n'existe que trés peu de différences entre les deux variétés, "il n'est pas
nécessaire" d'étudier les relations pour les deux variétés. La premiere étape de l'analyse
concerne deux analyses en composantes principales (ACP). La premi¢re rassemble les
résultats d'activité morphogénétique (taux d'apparition des feuilles, taux de mortalité et
bilan de croissance) des trois hivers en variables principales et les données
météorologiques correspondantes en variables supplémentaires. Le temps (date de
prélevement est inclus dans les variables principales). Les deux axes 1 et 2 représentent
60% de la variation du nuage de points. Trois groupes peuvent étre identifiés d'apres cette

analyse (fig 3.11):
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- les variables corrélées entre elles et associées a l'axe | horizontal : le
taux de mortalité des feuilles et la température moyvenne, en signe oppose .

- les variables corrélées entre elles et associées a l'axe 2 vertical : le taux

d'apparition des feuilles, la date de prélevement et le rayonnement global,

ces variables évoluent dans le méme sens ;

- les variables faiblement corrél€es a la morphogénese ; ce sont la

majorité des parametres climatiques.

appariti
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Figure 3.11 : Cercle des corrélations entre la morphogéneése et les données méiéorologiques pendant
les trois hivers. La signification des variables est donnée en liste des abréviations a la fin du documen
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Peu de parameétres climatiques semblent directement reliés au taux d'apparition des
feuilles, & leur mortalité ou encore au bilan de croissance (fig 3.11).

La deuxieéme ACP réunit les résultats d'activité morphogénétique et les réserves des deux
hivers 92/93 et 93/94 en variables principales et les données météorologiques en variables
supplémentaires. Les axes 1 et 2 représentent 50% de la variation du nuage de points (fig
3.12). L'axe 1 horizontal est représenté par le taux d'apparition des feuilles, par les sucres
des feuilles et des stolons, 1'azote et le carbone total des feuilles. Ces parameétres sont
positivement reliés a la somme des températures en base 0°C, a la température moyenne de
l'air et négativement a la température minimale du sol 2 10cm de profondeur. L'axe vertical
est majoritairement représenté par le taux de mortalité et la teneur en amidon des feuilles et
des stolons, les deux parametres sont reliés négativement. La somme des températures en
base 5°C évolue dans le méme sens que les réserves sur I'axe 2. Mise a part la somme des
températures, les données météorologiques sont faiblement corrélées aux parametres de

morphogénese et de réserves du trefle blanc.

La matrice des corrélations entre les parametres nous permet de représenter 1'importance
des relations apparues lors de I'ACP. Ainsi, les corrélations entre le taux d'apparition, et les

parametres principaux donnés par I'ACP sont les suivantes :

- temps : +0,495
- mortalité -0,138
- croissance +0,398
- sucres feuilles +0,167 - sucres stolons +0,289
- amidon feuilles -0,207 - amidon stolons -0,294
- azote feuilles +0,195 - azote stolons - -0,039
- carbone feuilles +0,180 - carbone stolons +0,062
- temp. moyenne +0,266 - rayonnement +0,273

- SOMTEMP BO +0,203 - SOMTEMP B5 +0,103
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D'aprés ces ACP, il semble que les parametres morphogénétiques soient peu corr€lés aux
parametres climatiques et faiblement corrélés aux réserves (fig 3.12). Cependant, lorsque
'on représente le nuage de points de la deuxieme ACP, on retrouve des nuages de point
correspondant a des périodes saisonnieres dont les variations climatiques sont trés
marquées (fig 3.13). Le résultat le plus net est le nuage de points représentant les mesures
du mois de novembre 1993. Les températures ont €té trés faibles ce mois-1a, on observe
alors un nuage orienté selon l'axe de la mortalité et des teneurs en sucres faibles. Par
contre, en novembre et décembre 1992, les températures étaient relativement douces, on
retrouve alors un nuage de point orienté selon I'axe des teneurs en amidon. Lorsque les
températures sont basses sans extrémes, on observe alors un nuage de point plus global,
orienté dans le sens du taux d'apparition des feuilles.

Cette répartition des individus selon des variations saisonniéres trés marquées montre qu'il
existe une relation entre les paramétres morphologiques, les réserves du tréfle blanc et le
climat. Cependant, ces relations ne sont pas simples et n'apparaissent pas évidentes dans

une représentation graphique comme une analyse en composantes principales.
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Figure 3.12 : Cercle des corrélations entre la morphogénése, les réserves et les données
météorologiques . La liste des parametres est donnée en liste des abréviations a la tin du document.

~

La deuxieme €tape de notre analyse consisie a

représenter graphiquement certains

parametres entre cux et d'observer la forme des nuages de point obtenus. Afin de simplifier

la présentation, nous n'avons figuré ici que les courbes permettant d'émettre des hypotheses

plus précises quant a l'existence de relations.
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Figure 3.13 :Répartition de la position des individus (mesure) dans le plan formé par les axes de
I'ACP. Chaque regroupement représente une période particuliére de la saison.

Ainsi, le taux d'apparition des feuilles qui présentait un coefficient de corrélation
intéressant avec le rayonnement global est réparti selon un nuage de point tres dispersé

(fig 3.14).
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Figure 3.14 : Taux d'apparition des feuilles en fonction du rayonnement global
du jour de mesure ®  ou moyen sur les 10 jours précédents la mesure 0
Chaque point représente une mesure.

Il en est de méme avec la somme des températures en base 0°C ou en base 5°C (résultats
non présentés). Par contre, en fonction de la température moyenne de l'air, le taux
d'apparition des feuilles admet une courbe enveloppe (fig 3.15). Le principe de cette
méthode est de différencier les situations expérimentales ol un facteur particulier est
limitant, parmi d'autres situations soumises a d'autres facteurs (Guckert et al., 1983). Dans
nos conditions d'expérience, nous pouvons dessiner une courbe limite pour une
température de l'air de -8°C a +13°C. Tous les points situés sur la droite sont
majoritairement limités par la température moyenne. Par contre, les points situés en
dessous de la droite sont limités par des facteurs autres que la température. Ainsi, la
température moyenne agit sur le taux d'apparition des feuilles mais n'est pas le seul facteur

limitant cette grandeur en hiver.
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Figure 3.15 : Taux d'apparition des feuilles de tréfle blanc en hiver en
fonction de la température moyenne de 1'air du jour de mesuree ou dela
température moyenne des 10 jours écoulés avant la mesure o . Chaque
point représente une mesure. La droite représente la limite de la courbe
enveloppe.

La relation entre les sucres des feuilles ou des stolons et l'amidon des mémes organes n'est
pas trés évidente (fig 3.16 A et B). Lorsque l'amidon est hydrolysé, on n'observe pas
simultanément un pic de sucres solubles, la relation n'est pas linéaire mais semble plus

logarithmique.
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Figure 3.16 : Relations entre la teneur en sucres et la teneur en amidon des stolons (A)
et des feuilles (B) chez le tréfle blanc en hiver. Chaque point représente une mesure.

Par contre, il existe une relation entre la teneur en amidon des feuilles et des stolons et la

somme des températures a partir de la date de la derniere coupe ([ig 3.17).
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Figure 3.17 : Teneur en amidon des feuilles ® etdes stolons o
de trefle blanc, en hiver, en {onction de la somme des températures
en base 0°C a partir de la date de la derniere coupe. Chaque point
représente une mesure.

Cetle représentation montre qu'a parlir de la derniére coupe, l'amidon s'accumule jusqu'a
environ 300°jours (jusqu'a la {in du mois de décembre environ), au-dela, l'amidon est
hydrolysé, il semble s'accumuler de nouveau a partir de 600°jours (& partir du mois de

mars). La relation est de type bi-modale.

Seul le bilan de croissance semble montrer qu'il existe une relation entre la morphogénese
et les réserves carbonées des stolons chez le trefle blanc. La relation est de type
asymptotique avec les sucres et l'amidon des stolons (fig 3.18 A et B). En dessous d'une

concentration minimale en sucres ou en amidon, le bilan de croissance est négatif.



Chapitre 111 97

0,1 T T T
A
TPy e ®
® ] -
00 — —,,!3,-:'3‘—2;.—‘-'- — — — — =" ]
e & o ®
- 3 o o & %
ot [ J
o*
r—:\ .
- Ok .
L
Z
o
©
|9
g
2 0,1 } t }
5 B
QL
[5)
ol
o
E <]
‘B ]
© 0,0gi’ o Od%fm e —
- T
Q
LR T
%
o u
-O,IL ]
[+ ]
0,2 - , .
0 100 200 300 400

teneur en réserves (mg.g'1 MS)

Figure 3.18. Bilan de croissance des feuilles de tréfle blanc en hiver en fonction de la
teneur en sucres des stolons (A) et de la teneur en amidon des stolons (B). Chaque point
représente une mesure.

La majorité des paramétres considérés dans cette étude ne montrent pas de relations
linéaires entre eux. Cependant, la troisieme élape de notre analyse consiste a réaliser des
analyses de régressions linéaires en utilisant la procédure stepwise du logiciel SAS. Nous

avons choisi arbitrairement de travailler en modele linéaire car il permel d'oblenir des
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résultats simplifi€s, en évitant ainsi des modeles polynomiaux du 2éme ou 3éme degré.
Nous rappelons ici que le but de cetle analyse n'est pas la construction d'un modele de
prédiction mais d'une aide a la compréhension des mécanismes mis en jeu dans la
tolérance au {roid du tréfle blanc. La procédure stepwise de SAS prend en considération
une 2 une les variables explicatives. Lorsque 50% de la variation du parametre choisi est
expliquée, la procédure s'arréte. 11 est ensuite facile de hiérarchiser l'importance de chaque
parametre dans le modele grice aux coefficients de corrélations cumulés.

Cette derniere étape de notre analyse est une €tape plus fine et plus précise. Nous devons
donc sélectionner les variables explicatives. D'apres les premiéres régressions calculées
(résultats non montrés), il apparait que les valeurs météorologiques moyennes des 10 jours
précedant la mesure morphologique (10J) permettent d'obtenir des modeles plus
significatifs qu'avec les données météorologiques du jour mé€me de la mesure (J). Ainsi,
pour le taux d'apparition, le r2 cumulé est de 0,30 avec les valeurs J et de 0,37 avec les
valeurs 10J. Pour le taux de mortalité on a un r2 de 0,25 avec les valeurs J et de 0,35 avec
les valeurs 10J. Les conditions climatiques des 10 jours précédant la mesure expliquent
mieux la morphogénése du trefle blanc que les données du jour correspondant a la mesure.
Ces résultats assez logiques nous ont conduil a présenter les modeles de régressions entre
les parametres en n'utilisant que les données météorologiques de la moyenne des 10 jours

précédant la mesure.

Ainsi, pour le taux de mortalité des feuilles, on retrouve la température comme facteur
principal. 1l s'agit cependant plus de la température minimale du sol a2 10cm, de la
température minimale de l'air, de l'indice actinothermique, du nombre de jours présentant
une amplitude supérieure & 15°C el de la somme des températures que la lempérature
moyenne de l'air (tab 3.8). D'autres paramétres climatiques sont inclus dans le modéele ; le
vent et la pluie.

Pour le taux d'apparition, on retrouve comme dans la premiere ACP une influence du

rayonnement global. Le facteur température est fortement présent dans ce modele.
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TAUX DE MORTALITE DES FEUILLES

Variable N°  R2Partiel RZcumulé C(p) F Prob>F
1 PL10OJ 1 0.084 0.084 40.5 10.50 0.0016
2 TIOCMI10J 2 0.093 0.177 26.8 1291 0.0005
3 SOMTEMP 3 0.072 0.249 16.8 10.78 0.0014
4 VTI0J 4 0.034 0.283 13.1 536 0.0223
5 TMI10J 5 0.043 0.326 7.8 7.15 0.0086
6 ACTIO] 6 0.012 0.338 7.8 1.9 0.1609
7 AMPI15 7 0.018 0.356 6.8 3.05 0.0835

TAUX D’APPARITION DES FEUILLES

Variable N°  R2Partiel RZcumulé C(p) F Prob>F
1 RT10J 1 0.131 0.131 352 17.31 0.0001
2 ACTI0J 2 0.093 0.223 214 3.63 0.0003
3 T10CM10J 3 0.063 0.286 127 994 0.0021
4 AMPI15 4 0.033 0319 89 551 0.0206
5 VTI0J 5 0.015 0335 83 257 0.1117
6 TMI10J 6 0.026 0.361 59 444 0.0374
7 TMO10J 7 0.009 0370 64 156 02133
BILAN DE CROISSANCE
Variable N°  R2Partiel RZcumulé C(p) F Prob>F
1 PL10J 1 0.080 0.080 537 1002 0.0020
2 SOMTEMP 2 0.129 0.209 322 1870 0.0001
3 T10CM10J 3 0.082 0.292 193  13.19 0.0004
4 TMO10J 4 0.047 0.339 27 796 0.0056
5 VTI0J 5 0.025 0364 102 435 0.0392
6 AMP15 6 0.025 0.389 77 449 0.0362
7 RT10J 7 0.011 0.400 77 200 0.1599
8 TMI10J 8 0.007 0.407 84 126 02633
9 ACT10] 9 0.003 0.409 100 048 0.4877

Tableau 3.8. Résumé de la procédure par étape des régressions linéaires entre les
variables

Le bilan de croissance est globalement expliqué par les mémes parameétres climatiques que
le taux d'apparition et de mortalité des feuilles. La somme des températures est un des
parametres le plus fortement reli€ a ce bilan. Bien que des relations soient mises en
évidence entre la morphogénése et les données météorologiques, seulement 35 a 40% de la
morphogénese est expliquée par le climat. Il reste encore 60% de cette variation a

expliquer.
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TENEUR EN SUCRES SOLUBLES DES FEUILLES

Variable N°  R2 Partiel R2 cumulé Cp) F Prob>F
1 VTI10 1 0.080 0.080 15.6 660  0.0121
2 T10CMI10J 2 0.083 0.163 9.50 748 0.0078
3 ACI10) 3 0.041 0.205 745 387 00526
4 PL10J 4 0.030 0.235 6.40 293 0.0908
5 SOMIEMPBO 5 0.056 0.292 2.90 575 0.0190
6 TMO10] 6 0.007 0300 420 076 03833

TENEURS EN SUCRES SOLUBLES DES STOLONS

Variable N° RZ2 Partiel R2 cumulé C(p) F Prob>F
1 VT10J 1 0.157 0.157 29.51 14.19  0.0003
2 TMOI10] 2 0.170 0327 0.60 1898  0.0001
3 SOMTEMPBO 3 0.052 0.380 6.13 628 00143
4 RI10] 4 0.030 0.410 437 378 0055
5 ACI10) 5 0.019 0.430 3.99 244 0.1221
6 T10CM10J 6 0.013 0.444 430 176  0.1888

TENEUR EN AMIDON DES FEUILLES

Variable N° R2 Partiel R2 cumulé C(p) ¥ Prob>F
1 AMPI5 1 0.269 0.269 43.06 3278 0.0001
2 RTIO 2 0.123 0392 23.11 17.86  0.0001
3 T10CM10] 3 0.098 0.491 7.53 16.89  0.0001
4 ACT10] 4 0.015 0.506 6.82 265  0.1071
5 SOMTEMPBO 5 0.017 0.524 5.68 314 00797
6 TMOI10] 6 0.011 0.535 5.59 212 0.1485
7 TMI10] 7 0.004 0.540 6.74 086 03537
8 VI10J 8 0.003 0.544 8.08 066 04176

TENEUR EN AMIDON DES STOLONS

Variable N°  R2Partiel R2 cumulé C(p) F Prob>F
1 VTI0] 1 0.044 0.044 61.14 420 0.0433
2 SOMIEMPBO 2 0.053 0.098 54.68 1537 0.0227
3 AMPI15 3 0.035 0.133 51.11 363  0.0597
4 RT10 4 0.055 0.188 44.40 601  0.0161
5 TI0CMI10] 5 0.058 0.247 37.25 673 00111
6 ACT10] 6 0.167 0.414 12.96 24.57  0.0001
7 TMII0] 7 0.015 0.430 12.52 231 0.1318
8 TMO10] 8 0.025 0.455 10.52 392 0.0507
9 PL10J 9 0.016 0472 10.00 252 0.1156

Tableau 3.9. Résumé de la procédure par étape des régressions linéaires entre les

réserves carbonées (amidon et sucres solubles) des feuilles et stolons de trefle blanc et

les données météorologiques moyennes des 10 jours précedent la mesure a Mirecourt

sur l'ensemble des hivers 1992-1993 et 1993-1994.

Les teneurs en sucres solubles des feuilles et des stolons sont reli€s principalement a la

température minimale du sol et de I'air (tab 3.9). La teneur en amidon des feuilles et des

stolons est principalement corrélée au nombre de jours présentant une amplitude de
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température supérieure a 15°C, ainsi qu'aux températures minimales de 1'air et du sol. Le

rayonnement global entre significativement dans le modele.

Les pourcentages d'azote et de carbone total des feuilles sont corrélés a la somme des
températures, au nombre de jours présentant une amplitude supérieure a 15°C et au
rayonnement global (tab. 3.10). L'ensemble des variables climatiques considérées dans

cette analyse n'expliquent pas plus de 60% de la variation des réserves.

Les régressions linéaires entre la morphogénese du trefle et les teneurs en sucres, amidon
et azote des feuilles et des stolons montrent que le bilan de croissance est principalement
corrélé a l'azote des feuilles et au carbone total des stolons (tab 3.11). L'apparition et la
mortalité des feuilles sont faiblement corrélées a la quantité d'amidon des stolons du jour
méme de la mesure. 11 est important de constater que moins de 30% de la variation de la
morphogénese est expliquée par les variations des réserves carbonées si 1'on considere les
valeurs correspondantes aux jours de la mesure.

Ces mémes analyses réalisées entre la morphogénése et la quantité de réserves 10 jours
avant la mesure donnent des résultats Iégerement différents (tab 3.11). De cette maniére,
les taux d'apparition et de mortalité des feuilles sont plus fortement corrélés a la quantité
d'amidon et de sucres solubles dans les feuilles. Cependant, les réserves considérées

n'expliquent que 20% de la variation de la morphogénese.
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TENEUR EN AZOTE DES FEUILLES

Variable N° R2 Partiel R2 cumulé Cp) K Prob>F
| SOMTEMPBO 1 0.283 0.283 63.67 36.05 0.0001
2 RT10J 2 0.233 0.517 15.88 4355 0.0001
3 VT10J 3 0.018 0.535 14.03 346 0.0659
4 ACT10J 4 0.008 0.543 14.27 159 02104
5 AMPIS 5 0.011 0.555 13.79 227 0.1348
6 TMO10] 6 0.016 0.571 12.37 321 0.0766
7 TMI10J 7 0.030 0.602 7381 657 00121
8 T10CM10J 8 0.007 0.609 830 152 0.2205
TENEUR EN AZOTE DES STOLONS
Variable N°  R? Partiel R2 cumulé Cip) Prob>F
1 RT10J 1 0.254 0.254 23.07 3072 0.0001
2 V110 2 0.025 0.280 21.23 3.19 00775
3 SOMTEMPBO 3 0.017 0.298 20.57 223 0.1386
4 TI0CM10] 4 0.021 0.320 1931 280  0.0977
5 ACT10] 5 0.073 0393 1043 1035 0.0018
6 TMOI10] 6 0.016 0.409 10.02 232 0.1308
7 TMI0] 7 0.039 0.449 6.10 605  0.0159
''ENEUR EN CARBONE DES FEUILLES
Variable N°  R2 Partiel R2 cumulé C(p) F Prob>F
1 SOMTEMPBO | 0252 0252 37.47 3071 0.0001
2 AMPI15 2 0.121 0373 19.00 1737  0.0001
3 RI10) 3 0.018 0391 794 265 0.1070
4 VT10J 4 0.014 0.406 17.49 214 0.1465
5 PL10J 5 0.083 0.489 544 14.14  0.0003
6 TMO10J 6 0.007 0.496 6.22 123 02703
7 ACT10] 7 0.009 0.505 6.63 161 0.2070
8 TIOCMI0J 8 0.003 0.508 8.114 052 04718
TENEUR EN CARBONE DES STOLONS
Variable N°  RZ Particl R2 cumulé Cp) Prob>F
I AMPI5 { 0.090 0.090 3532 897  0.0035
2 RT10J 2 0.163 0.254 15.12 953 0.0001
3 VI10] 3 0.041 0.295 11.51 516 0.0254
4 SOMIEMPBO 4 0.035 0331 8.65 466  0.0335
5 TMI10) 5 0.007 0.338 9.64 095 03300
6 'T10CM10) 6 0.039 0378 627 541 00223
7 ITMO10J 7 0.009 0.388 6.95 133 02510
8 ACT10] 8 0.003 0391 8.47 048 0489
9 PLI10OJ 9 0.003 0395 10.00 047 04915

Tableau 3.10 . Résumé de la procédure par étape des régressions linéaires entre les
teneurs en carbone et azote total des feuilles et stolons de tréfle blanc et les données
météorologiques moyennes des 10 jours précédent la mesure a Mirecourt sur I'ensemble
des hivers 1992-1993 et 1993-1994.
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TAUX D'APPARITION DES FEUILLES

Variable N° R2 Particl R2 cumulé C(p) F Prob>F
1 CS 1 0.172 0.172 4.96 16.88  0.0001
2 AMIS 2 0.077 0.249 0.85 821  0.0053
3 CFE 3 0.009 0.259 0.14 1.04 03089
4 NF 4 0.008 0.267 130 089 03483
TAUX DE MORTALITE DES FEUILLES
Varable N°  RZ2 Partiel R2 cumulé C(p) ¥ Prob>F
1 NF 1 0.093 0.093 9.98 836  0.0049
2 CS 2 0.029 0.123 9.09 268  0.1053
3 AMIS 3 0.046 0.169 6.48 446 00377
4 NS 4 0.042 0212 4.30 422 0.0432
5 SUCT 5 0.014 0.226 491 140 02392
6 CF 6 0.013 0.239 5.63 130 0.2564
7 AMIF 7 0.006 0.246 7.02 061 04342
BILAN DE CROISSANCE DES FEUILLES
Variable N° R2 Partiel R2 cumulé C(p) F Prob>F
1 NF 1 0.110 0.110 8.38 10.10  0.0021
2 CS 2 0.060 0.171 4.40 587 00176
3 NS 3 0.033 0.205 3.09 335 00709
4 AMIS 4 0.021 0.226 3.02 212 0.1492
5 SUCF 5 0.016 0.243 3.39 168  0.1979

Tableau 3.11. Résumé de la procédure par étape des régressions linéaires entre les
données morphologiques et les teneurs en amidon, sucres solubles, azote total et
carbone total des feuilles et des stolons du trefle blanc sur l'ensemble des hivers 1992-

1993 et 1994-1995

TAUX D'APPARITION DES FEUILLES

Variable N°  R2 Particl R2cumulé  C(p) F Prob>F
I AMIF 1 0.126 0.126 1.53 11.02 00014
2 CF 2 0.045 0.176 0.74 450  0.0371
3 AMIS 3 0.017 0.193 027 161 02073
4 SUCF 4 0.006 0.200 1.16 059 04439
TAUX DE MORTALITE DES FEUILLES
Varable N° R Partiel R2Zcomulé  C(p) ¥ Prob>F
I SUCF 1 0.127 0.127 4.67 1108 0.0013
2 AMIF 2 0.052 0.179 193 480 00315
3 NI 3 0.032 0211 1.05 3.00 00874
4 NS 4 0.010 0.222 2.14 095 03317

Tableau 3.12 : Résumé de la procédure par étape des régressions linéaires entre les
données morphologiques et les teneurs en réserves des feuilles et des stolons du tréfle

blanc 10 jours avant la mesure morphogénétique.
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4. DISCUSSION

Cette étude a €té entreprise dans le but de caractériser la morphogéneése et 1'évolution des
réserves en hiver et au printemps chez le tréfle blanc. La comparaison entre deux variéiés
est abordée dans le but d'identifier des différences dans la tolérance au froid. Cette étude
n'a jamais été réalisée de maniere aussi compléte dans un climat semi-continental. Les
principales données existant sur le comportement hivernal du tréfle blanc proviennent du
Pays de Galles sous un climat océanique {roid.

Les quatre hivers considérés n'ont jamais €t€ rigoureux mais des périodes de froid ont été
observées en novembre, janvier et février. Aucune couverture neigeuse conséquente et
durable n'a été enregistrée. Cette remarque est trés importante car pendant les périodes
froides, les plantes ne disposaient d'aucune protection et étaient directement sujettes aux
effets du gel. Les printemps ont également montré des gelées tardives.

Malgré l'absence de conditions hivernales rigoureuses, il apparait que la morphogénése et
le métabolisme du tréfle blanc sont affectés pendant I'hiver.

Le bilan de croissance évolue entre des valeurs négatives et des valeurs positives, ce qui
indique qu'il existe bien une production de nouvelles feuilles pendant I'hiver, méme si de
nombreuses feuilles disparaissent. Ces résultats sont différents de ceux obtenus par Davies
et Evans (1982) au Pays de Galles. Ces auteurs observent un équilibre entre la production
et la mortalité des feuilles pendant I'hiver. Pendant les trois hivers considérés, la vitesse
moyenne d'apparition de feuilles est de 1 feuille toutes les 14 semaines alors que Davies et
Evans observent la production de 1 feuille toutes les 7 a 8 semaines, ce qui est
pratiquement 2 fois plus rapide. La température moyenne en hiver au Pays de Galles est de
6°C alors qu'elle n'est que de 3,5°C en Lorraine. De plus, les mois les plus froids au Pays
de Galles présentent des températures de 3 a 4°C supérieures a celles que nous avons
enregistrées. Ces résultats montrent qu'en climat continental, méme modéré, la

morphogénese du trefle est fortement réduite. Cette réduction s'observe également par le
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nombre de bourgeons axillaires qui diminue au cours de I'hiver. Les bourgeons axillaires

se développant ont ét¢ comptabilisés ultérieurement comme bourgeons terminaux.

Le facteur environemental déterminant dans la morphogénése du tréfle blanc en hiver est
la température. Cependant, deux températures semblent plus importantes que la
température de l'air : - la température du sol a4 10 cm

- I'indice actinothermique.
Ces résultats sont en accord avec Sackville Hamilton et Harper (1989) qui montrent que la
température du sol 2 10cm de profondeur a un effet sur la vitesse d'apparition des noeuds.
Les organes les plus sensibles aux conditions hivernales sont les feuilles. La matiére séche
totale ainsi que la surface moyenne d'une feuille sont fortement réduites pendant les mois
les plus {roids ce qui est en accord avec les résultats de Woledge ef al. (1990) et de Treillet
(1981). Cette sensibilité des feuilles aux conditions hivernales peut étre expliquée par la
corrélation qui existe entre le taux de mortalité et 'indice actinothermique. En effet, ce
parametre représente la température minimale des feuilles pendant la nuit. La plupart du
temps pendant l'hiver, cette température est négative, les feuilles sont donc directement
exposées a des conditions de gel. Sachant que le gel induit une forte déshydratation des
végétaux qui peut €tre létale (Hale et Orcutt, 1977 ; Yelenosky et Guy, 1989), on peut en
conclure qu'un indice actinothermique faible est un facteur de risque pour la survie
hivernale des feuilles de tréfle blanc.
La vitesse d'apparition des feuilles est également dépendante de la température. Cependant,
un autre facteur environemental influence cette activité ; il s'agit du rayonnement global
comme l'ont également noté¢ Eagles et Othman (1986). Dans notre étude, la reprise de
croissance s'effectue en mars-avril quand les températures et le rayonnement augmentent et
dépassent 7°C et 200 MJ.m2 respectivement. Certains auteurs ont constaté une reprise de
croissance du tréfle blanc uniquement quand la température dépassait 9°C (Munro et
Hughes, }‘9%6), d'autres 1'ont observ€ a 5°C (Menzi et al., 1991). Nous pouvons conclure

qu'erl Lorraine, la reprjse de croissance du tréfle blanc dépend principalement de
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l'augmentation du rayonnement et de 1'éiévation de la température. Cependant, les faibles
corrélations obtenues et l'absence de relations linéaires entre ces parametres indiquent que
d'autres facteurs que nous n'avons pas identifié dans cette étude ont un effet sur le taux
d'apparition des feuilles. D’autre part, ces résultats indiquent que c’est plus un ensemble de
facteurs climatiques qui conditionnent la morphogénese du trefle blanc qu’un seul facteur

1solé.

Pour les stolons, la réduction de la biomasse est beaucoup plus faible pendant I'hiver que
chez les feuilles. Les stolons sont directement posés a la surface du sol et subissent moins
les conditions de gel que les feuilles. De plus, la couverture induite par les feuilles peut
avoir un effet protecteur sur les stolons. Nous n'avons pas observé d'enfouissement des
stolons dans le sol. Ce phénomeéne est certainement dépendant de la composition
granulométrique du sol. Nous avons observé une faible activité biologique dans le sol
compte tenu de la forte teneur en argile (annexe 1).

Malgré l'absence de protection par le sol ou par la neige, la mati¢re seche des stolons n'a
pas €té significativement affectée par les conditions hivernales modérées que nous avons
enregistrées. Ainsi, la répartition de la matiére séche est modifiée pendant l'hiver, au
dépens des feuilles. Pendant l'hiver, le stolon représente alors la plus grande part de la
matiére séche du trefle blanc (Vez, 1961 ; Guckert et al., 1983 ; Harris et al., 1983). Dans
notre cas, ils représentent 47% et 83% de la matiére séche aérienne en 93/94 et 94/95
respectivement.

La longueur des stolons n'évolue pas beaucoup pendant I'hiver, alors que de nouvelles
feuilles apparaissent. Ceci peut €tre expliqué par le rythme ralenti de I'apparition des
feuilles et la réduction de la longueur des entre-noeuds comme l'a déja observé Nosberger
(1983).

Les deux variétés étudiées semblent montrer un comportement différent uniquement au
niveau du stolon. En effet, au cours du dernier hiver, les stolons de Aberherald sont plus

denses que les stolons de Huia. Au printemps, on observe un rendement supérieur chez
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Aberherald. Nous n'avons pas pu mettre en évidence de relation significative entre la
densité des stolons et le rendement de matiére seche étant donné que nous n'avons observé
ce résultat que lors du dernier hiver. D'apres la littérature, il semble que cette meilleure
croissance puisse €tre attribuée a une quantité élevée d'amidon dans les stolons (Vez, 1961
; Ashworth er al., 1993). En effet, chez Aberherald, nous avons observé une quantité
d'amidon par unit€¢ de longueur nettement supérieure a celle de Huia et 'accumulation

printaniére d'amidon est plus rapide chez Aberherald que chez Huia.

Cependant, les relations entre les réserves et la morphogénese du trefle blanc dans cette
étude sont tres faibles malgré les fortes fluctuations des sucres et de l'amidon. La
concentration en amidon qui est élevée a l'automne devient trés faible a la fin de 'hiver.
Les sucres solubles qui montrent des pics de concentration au cours des périodes froides
sont également a un niveau trés faible au printemps. De nombreux auteurs ont déja
mentionné la forte consommation de ces composés pendant 'hiver (Liischer, 1989 ; Vez,
1961). L'accumulation d'amidon pendant l'automne correspond & un mécanisme
d'endurcissement (Vez, 1961 ; Cyr et Bewley, 1989). Cette accumulation est en partie
dépendante de la température, au-dela d'un certain cumul de degrés jours, la concentration
en amidon chute. Au printemps, la concentration en amidon suit & nouveau la courbe
d'augmentation des températures. Les jours présentant une amplitude de température avec
la veille supérieure 2 15°C semblent fortement influer la consommation hivernale
d'amidon. D'aprés nos analyses, il semble comme pour la morphogéneése que la
température soit 1'un des facteurs les plus déterminant dans 1'évolution des composés
carbonés chez le trefle blanc.

Les analyses en composantes principales et les représentations graphiques permettent de
montrer que la relation entre I'amidon et les sucres solubles n'est pas directe.
Contrairement aux travaux de nombreux auteurs (Cyr et Bewley, 1989 ; Volenec e/ al.,
1991), notre étude montre que la diminution de 1'amidon qui conduit & une libération de

mono et disaccharides n'est pas directement visualisable. Les sucres solubles obtenus
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semblent directement utilisés par la plante et ne sont pas detéciés dans les analyses
quantitatives des teneurs en sucres solubles. Malgré ces résultats, on observe une
accumulation importante de sucres solubles pendant les périodes froides. Les principaux
sucres rencontrés 'hiver dans le tréfle blanc sont du saccharose, du fructose, du glucose, du
maltose et du raffinose (Beinhart,1964). Les plus fortes concentrations en saccharose sont
observées apres les périodes de froid. Nos analyses montrent que les sucres solubles sont
corrélés aux tempdratures minimales de l'air et du sol. Certains auteurs ont trouvé du
pinitol dans le tréfle blanc (Davis et Nordin, 1983). Nous en avons €galement détecté mais
en faibles quantités. Cetie molécule n'est pas actuellement reconnue comme essentielle a la

survie hivernale du tréfle blanc.

Malgré les relations entre les teneurs en réserves carbonées et les données météorologiques
hivernales, 1l est difficile d'attribuer un role précis de ces composés dans le maintien de la
morphogénese du tréfle blanc. Vingt pourcent seulement de la variation de la
morphogénese du treéfle blanc au cours de 1'hiver est expliquée par 1'évolution des réserves
carbonées (sucres et amidon). 1l semblerait donc que les réserves carbonées ne soient pas
les seules molécules déterminantes dans la survie hivernale du tréfle et dans sa reprise
printaniére (Y elenosky et Guy, 1989 ; Bertrand et Paquin, 1991 ; Thomas et James, 1993 ;
Tronsmo et al., 1993). D'autres substances comme des composés azotés stockés dans les
stolons comme protéines ou acides aminés pourraient jouer un role dans la survie hivernale
du trefle blanc (Cyr et Bewley, 1989 ; Corre et al., 1994). Ces hypotheses sont justifiées
par la réduction du pourcentage en azote total des feuilles et des stolons au printemps.
Cependant, cette diminution peut aussi &tre expliquée par une faible fixation azotée lorsque

les températures sont faibles (Guckert ef al., 1983).

Le printemps est une période déterminante pour la survie du tréfle blanc. En effet, une
forte mortalité de feuilles est observée pendant cette période. Les feuilles les plus vieilles

qui étaient présentes pendant tout l'hiver meurent (observation in situ), lorsque la
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production de nouvelles feuilles a commencé. Parallélement, une importante mortalité des
stolons se produit au printemps (20% de mortalité en mars). Cette sensibilité printaniére a
déja été observée par Collins ef al. (1991) et par Hay et al. (1987). La mortalité accrue au
printemps est souvent expliquée dans la littérature par une forte consommation des
réserves pendant I'hiver ce qui réduit la fourniture d'énergie pour la repousse au printemps
(Ashworth et al., 1993). Cependant, des regressions calculées entre la morphogénéese au
printemps et le niveau de réserves ne permettent pas de conclure sur un role plus

~

déterminant des réserves a cette époque de la saison. Par contre, il est important de
considérer que la température minimale du sol 2 10 cm de profondeur et l'indice
actinothermique sont des températures qui influencent le taux de mortalité des feuilles.

Ainsi, les gelées tardives du printemps peuvent €tre responsables de la forte mortalité des

feuilles et des stolons.

3.5. CONCLUSION

Cette étude conduite sur 4 hivers monire que la morphogénése du tréfle blanc est
principalement affectée par la température. [l s'agit alors de la température minimale de
l'air, de l'indice actinothermique et de la température minimale du sol & 10cm de
profondeur. Le taux d'apparition des feuilles est également influencé par le rayonnement
global, ce qui laisse certainement envisager des effets indirects via 'assimilation nette du
COao.
Parmi les résultats obtenus, nous pouvons identifier deux effets principaux de I'hiver, et
notemment du froid sur le tréfle blanc. Les premiers sont des effets directs :

- forte mortalité des feuilles en périodes froides ;

- nombreuses nécroses apicales en périodes printaniéres, au moment

des gelées tardives ;
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- production de petites feuilles et réduction du nombre et de la longueur

des entre-noeuds ;

Les seconds sont des effets indirects du froid :
- consommation de I'amidon pendant les périodes froides et
accumulation de mono et disaccharides ;

- modification de la répartition de la biomasse ;

D'aprés les analyses des relations entre les différent paramétres, nous pouvons émettre
deux hypotheses i)les réserves carbonées ne sont pas les seuls déterminants de l'activité
morphogénétique hivernale du trefle blanc ii) les parametres choisis et les méthodes
utilisées ne nous permettent pas dans nos conditions expérimentales de mettre en évidence
toutes les relations.

En effet, nous avons choisi d'utiliser des méthodes linéaires de caractérisation des relations
entre nos différents parametres, il est fort probable que les relations entre la morphogénése

du trefle blanc et le métabolisme carboné ne soient pas de type linéaires.

Le nombre de facteurs environnementaux est considérable en plein champ et rend 1'étude
trés compliquée. Nous avons observé que le parameétre principal qui détermine la
morphogénese et 1'évolution des réserves du trefle blanc est la température. Il est donc
indispensable pour mieux étudier les effets des faibles températures sur le tréfle blanc de
maitriser leurs variations ainsi que les interactions avec les autres facteurs
environnementaux. Nous utiliserons alors pour la suite de notre étude des méthodes
expérimentales en conditions controlées en ne faisant varier que la température. Nous
aborderons la morphogénése du tréfle blanc et son métabolisme carboné et azoté, sous
différents traitements de température et affineront ainsi la compréhension globale des
mécanismes impliqués dans la survie hivernale du tréfle blanc et dans sa reprise

printaniére.
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ANALYSE DE LA REPONSE AU FROID DU TREFLE BLANC

Nous avons vu dans le chapitre III que la morphogénese du tréfle blanc était fortement réduite
pendant I’hiver. Cependant, il subsiste une activité méristématique qui conduit 3 maintenir un
nombre de feuilie minimum (2 feuilles par axe) pendant les mois les plus rigoureux de I’hiver.
Les réserves accumulées pendant ’automne dans les feuilles et les stolons résultent en un
endurcissement du trefle, ces réserves sont ensuite consommées pendant I’hiver. En plein
champ, la relation existant entre le devenir des réserves et |'évolution morphologique est tres
faible. Cependant, de nombreux auteurs attribuent aux réserves carbonées (amidon et sucres
solubles) un rdle important dans la résistance au froid (Vez er al., 1961 ; Yelenosky et Guy,
1977 ; Ashworth et al. 1993). Ces composés carbonés semblent agir comme des cryoprotecteurs
et permettre ainsi de lutter contre les effets déshydratants du froid et du gel. 1.’état hydrique
d’une plante soumise & de faibles températures est un paramétre important a considérer.
Cependant, peu de données nous renseignent sur les évolutions de cet état hydrique chez le
trefle blanc soumis au froid.

La premiere étude, réalisée en conditions contrdlées a pour but de préciser 1’évolution des
composés carbonés et de 1’état hydrique du tréfle soumis a de faibles températures. De plus,
nous tenterons de déterminer les mécanismes qui se développent pendant la phase
d’endurcissement automnal et les conséquences de cette acclimatation sur la tolérance du trefle
blanc au froid et au gel.

La deuxiéme étude abordera le role des composés carbonés dans les mécanismes de tolérance
ou de résistance au froid du treéfle blanc. Nous intégrerons alors I’effet variétal étudié en plein
champ pour tenter d’expliquer les différences de reprises constatées lors du demier hiver
d'observation a Mirecourt. Ces deux études sont conduites en conditions contrdlées dans le but
de maximiser les chances d'observer des effets des basses températures sur le trefle blanc.
Différents traitements de température sont imposés alors que les variations des autres facteurs

sont minimisées (photopériode, intensité lumineuse, humidité)
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1. EFFETS D’UNE ACCLIMATATION AU FROID SUR L’ETAT HYDRIQUE ET LES
RESERVES CARBONEES ET AZOTEES DU TREFLE BLANC SOUMIS A DES FAIBLES

TEMPERATURES POSITIVES OU A DES GELS SUCCESSIFES :

1.1. Protocole expérimental :
Les conditions expérimentales ont été définies lors d'expériences préliminaires. Le choix de la

température et de la méthode de mesure du potentiel osmotique sont détaillés en annexe 12 et

13.
I l Jours
0 20 32 42 55
Acclimatation Traitements de température

Témoin : 20°C/15°C

0
w0 ) [}
igs o 0CC Froid : 5°C/0°C |
(24
<sz __2_] b ' Phytotron !
£O2
O <
<
T —— _— ——_ ——
Gel : 5°C/I0°C et
-5°C toutes les 10 nuits
Témoin : 20°C/15°C I
i
zZ % 20°C/15°C Froid : 5°C/0°C
@ | |
A I |
@) Phytotron
ASa
e
o<

Gel : 5°C/0°C et
-5°C toutes les 10 nuits

Figure 4.1. Dispositif expérimental de I'étude.
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1.1.1. Matériel végétal et conditions de culture :

Nous avons travaillé sur 96 boutures de trefle blanc (cv. Huia) réalisées comme décrit dans le
chapitre 2. Les boutures ont été développées en serre pendant 15 semaines dans les conditions

suivantes : photopériode : 14 heures et température minimale : 15°C.

1.1.2. Traitements :

Apres les 15 semaines de développement en serre, les plantes sont placées en phytotron en deux

lots :
- 49 plantes seront soumises a une acclimatation au froid a 10°C/4°C jour/nuit ;

- 49 plantes seront soumises a des conditions témoin a 20°/15°C jour/nuit ;

Apres 20 jours d’acclimatation en phytotron; chaque lot de 49 plantes est soumis a 3 modalités
de traitements de température (fig 4.1) :
- traitement 1 : témoin 20°/15°C
- traitement 2 : froid 5°/0°C
- traitement 3 : gels a -5°C lors des périodes nocturnes des 19, 31, 41 et 54 émes jours a
partir de la mise en phytotron et froid a 5°/0°C entre deux gels.
Remarque / Les plantes soumises au gel sont placées le soir dans une chambre froide régulée a

-5°C puis immédiatement replacées en conditions de froid (5°/0°C) le matin suivant la nuit de

gel.

Pour tous les traitements, la photopériode est de 10 heures et ’humidité relative maintenue a

70% lorsque cela est possible (sauf pour le traitement froid la nuit et pour les gels).
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1.1.3. Paramétres mesurés :

Les parameétres suivants ont été déterminés sur les feuilles et stolons :
- matiéres séches ;
- teneur en eau relative (TER) des feuilles et stolons |
- potentiel osmotique ;
- teneur en sucres solubles et en amidon ;
- teneur en azote total ;
- teneur en acides aminés (uniquement sur les feuilles des plantes acclimatées) ;

Les prélevements ont été réalisés aux jours 20, 32, 42 et 55 sur les plantes entiéres.

1.2. Résultats :

Nous présentons ici les résultats observés a la {in de la période d'acclimatation a 10/4°C (J20) et
les comparons aux plantes soumises pendant la méme durée en phytotron a 20/15°C (non
acclimatées au froid). Nous aborderons ensuite les résultats obtenus lors des traitements de

température.
1.2.1. Réponse des plantes a l’acclimatation :

Etat hydrique : Au jour 20, le potentiel osmotique est significativement plus faible chez les
feuilles acclimatées au froid que chez les feuilles non acclimatées (fig 4. 2). La teneur en eau
relative des feuilles et des stolons n’est pas significativement affectée par |’acclimatation au

froid (fig 4.3)
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Composés carbonés : A la fin de I’acclimatation, la teneur en sucres solubles et en amidon des
feuilles et des stolons est plus élevée chez les plantes acclimatées au froid que chez les plantes

non acclimatées (tab 4.1).

Non acclimatées Acclimatées effet acclimatation
témoin  froid gel témoin  froid gel | témoin  froid gel
Feuilles Sucres j20 63a 63a 51a 12a 12a 20a ns ns ns
(mg.g-1IMS8) ;32 45b 137a 115a 39a 75a 62a ns ns ns
42 57a 126a 149a 33b 133a 42b ns ns ns
i35 70a 90a 122a 41ib 96a _ ns ns _
Amidon J20 5a 5Ma 18b 15a 15a 12a s s ns
(mg.g-IMS) 32 14a 3%a 34a 16b 50a  10b ns ns ns
j42 13a 5la 22a 28a 96b 8a s ns ns
is5s 12a 51a 13a 59b 100a - s s _
Stolons  Sucres j20 46a 46a 48a 9a 9a 25b ns ns ]
(mg.g-1MS) 32 49b 81ab 83a 29b 102a 39% ns s ns
j42 55b 84a 66b 52b 96a 25¢ ns ns ns
155 56a T3a 48a 42b 111a _ ns s _
Amidon ;20 8la 81a 64a 44a 44a 45a ns ns ns
(mg.g-IM8) 32 26b 8la 68a 79ab  134a  20b ns ns
42 31b 128a 94a 79ab  150a 6b ns ns
155 34b 108a 87ab| 80a 90a _ s ns _

Tableau 4.1. Réserves carbonées des feuilles et des stolons de trefle blanc acclimaté ou non au
froid et soumis au froid (5/0°C), au gel (-5°C) ou aux conditions témoins (20/15°C). J20 = f{in
de P’acclimatation, j20, j32, j42 et j55 = dates de prélevement. Les différences entre
températures pour chaque catégorie de plantes sont données par les lettres. Les données n’ayant
pas la méme lettre sont significativement différentes au seuil de 5% selon le test deBonferroni.
Les différences pour chaque température entre plantes acclimatéesou non (effet acclimatation)
sont signifcatives a p<0,05 : s ou non significatives : ns.

Composés azotés : La teneur en azote total des feuilles est significativement plus faible aprés
’acclimatation au froid et passe de 4,8% a 3,8% de la mati¢re seche (fig. 4.4). La diminution
n’est pas significative chez les stolons. La teneur en acides aminés des feuilles diminue
également pendant |’acclimatation et passe de 0,59 2 0,42 mg.g"! MS (fig. 4.5). Par contre, la

teneur en proline reste constante pendant I'acclimatation au froid.
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Répartition de la matiére séche : Au 20eme jour, les stolons des plantes soumises &
I’acclimatation ont accumulé beaucoup plus de biomasse que les stolons des plantes non

acclimatées au froid (tab 4.2).
1.2.2. Réponse des plantes au froid (5/0°C) et au gel nocturne a -5°C

Eiat hydrigue : Le traitement froid a 5/0°C n’a pas modifi€ la teneur en eau des feuilles et des
stolons par rapport aux plantes témoin pendant toute la durée de I’expérimentation, que les
plantes soient acclimatées au froid ou non (fig. 4.3).

Par contre, chez les plantes acclimatées, le gel a induit une déshydratation des stolons de 10% la
premicre nuit. Ensuite, la teneur en eau des stolons des deux types de plantes n’a pas été
modifiée par le gel. La plus forte déshydratation s’observe sur les feuilles des plantes
acclimatées au froid et non acclimatées. Les valeurs minimales de TER sont obtenues apres la
quatrieme nuit de gel chez les plantes acclimatées (TER = 34%) et aprés la troisiéme nuit de gel
chez les plantes non acclimatées (TER = 20%) (fig. 4.3 A & B). Ensuite, les feuilles des plantes
acclimatées au froid se sont réhydratées progressivement pour revenir a un niveau de TER
proche des témoins, alors que les feuilles des plantes non acclimatées n’ont pas survécu a cette
forte déshydratation et sont mortes. Ces plantes ont alors €t€ transférées en serre ou elles ont
initié de nouvelles feuilles.

Chez les plantes acclimatées au froid, le potentiel osmotique des feuilles et des stolons soumis a
5/0°C est plus bas que chez les témoins (fig. 42 A & C). Cette diminution indique le
développement d'un ajustement osmotique puisque les feuilles et les stolons ne perdent pas
d'eau. Les nuits de gel ont d’abord induit une augmentation du potentiel osmotique puis une
diminution (fig 4.2 C).

Chez les plantes non acclimatées au froid, la différence de potentiel osmotique entre les stolons
soumis au traitement & 5/0°C et les témoins n’est significative qu’a la fin de I’expérimentation
(fig. 4.2 C & D). Aucune différence significative de potentiel osmotique n’a pu €tre mise en

évidence chez les feuilles entre les plantes soumises a -5°C et les plantes témoin.
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Le potentiel osmotique n’a pas pu étre mesuré chez les feuilles soumises au gel car le volume de

séve était insuffisant.

Réserves carbonées : La concentration en sucres solubles des feuilles augmente rapidement
chez les plantes soumises a 5/0°C et au gel, qu’elles soient acclimatées au froid ou non (tab.
4.1). Dans le traitement au froid, a J42 chez les feuilles, la teneur en sucres solubles des plantes
non acclimatées est similaire a celle du J32 des plantes acclimatées. Les gels successifs
induisent une augmentation de sucres solubles moins intense chez les plantes acclimatées que
chez les plantes non acclimatées au froid.

A la fin de ’expérimentation, chez les plantes acclimatées, il n’existe plus de différence
significative dans les teneurs en sucres entre les traitements gel et froid a 5/0°C, pour les feuilles
et les stolons.

Le retour en conditions témoins des plantes préalablement acclimatées au froid induit d’abord
une diminution de la teneur en sucres des feuilles et des stolons, puis, une réaccumulation de ces
composés carbonés .

L’amidon augmente dans les stolons des plantes soumises a 5/0°C, de maniére moins intense
chez les plantes acclimatées que chez les plantes non acclimatées (tab. 4.1). Dans les feuilles,
I’amidon augmente uniquement chez les plantes non acclimatées soumises a 5/0°C. Lors des
périodes entre gel, on observe une augmentation de la teneur en amidon des stolons chez les
plantes acclimatées au froid alors que la réaction inverse est observée chez les plantes non
acclimatées au froid. A la fin de la 4éme nuit de gel, il ne reste plus dans les feuilles et stolons
de ces plantes que 8 et 6 mg.g -! MS d’amidon.

Le retour en conditions témoins des plantes acclimatées au froid induit une diminution de la
teneur en amidon des feuilles et des stolons, alors que dans les plantes témoin non acclimatées,

on observe une augmentation progressive de la teneur en amidon des feuilles et des stolons.

Composés azotés : La teneur en azote total reste faible dans les feuilles soumises a 5/0°C et au

gel, chez les plantes acclimatées ou non (fig. 4.4). Par contre, dans les stolons, la teneur en azote
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total diminue encore jusqu'a J32 puis réaugmente progressivement pour les trois Lraitements
dans les deux types de plantes. Dans les feuilles des plantes non acclimatées au froid et
soumises au gel, on observe une augmentation de la leneur en azote apres le J32.

Le retour en conditions témoins des plantes acclimatées au [roid induit une augmentation puis
unc stabilisation de la teneur en arote total des feuilles et une augmentation progressive et

continue de ’azote total des stolons.

PLANTES ACCLIMATEES PLANTES NON ACCLIMATEES

6 1 i 1 1 4 1 U 1 ¥ L I 1

A B

Azote des [cuilles (% MS)

i
T
T

Azote des stolons (% MS)

1 1 1 i l i - 5 1 1 1 L

1
10 20 30 40 30 60 70 8 20 30 40 50 60 70 80
Jours de prélevement

Figure 4.4 : Azote total (% MS) des feuilles et des stolons des tréfles acclimatés
ou non soumis aux températures suivantes 20/15°C e 5/0°C m  ou a des séquences
de gel 2 -5°C & A Feuilles acclimatées, B : Feuilles non acclimatées, C : Stolons acclimatés,

D : Stolons non acclimatés



Chapitre 4 121

La teneur en acides aminés n’a éié déterminée que pour les feuilles des plantes acclimatées
soumises au froid a 5/0°C (fig 4.5). La concentration en acides aminés diminue chez les plantes
soumises au [roid et chez les témoins. Par contre, il n’existe aucune variation significative de la

teneur en proline.

Acides aminds des feuilles (mg.g-1 MS)
o
o

a
047 y
02} b .
S
& ns
0.0 ‘ - ' ‘ .
20 30 40 50 60 70

Jours de prélevement

Figure 4.5. Acides aminés (symboles fermés) et proline (symboles ouverts) des feuilles de
tréfle blanc acclimatés au froid et soumis aux températures 5/0°C et 20/15°C.

Acides aminés 4 20/15°C : @ , Acides aminés 4 5/0°C : B _ Proline 4 20/15C : O Proline
4 5/0°C 0. Les groupes significativement différents entre cux au seuil de 5% sont
représentes par des lettres différentes selon le test de Bonferoni, ns : non significativement
différents.

Répartition de la matiére séche : La proportion de matiere séche investie dans les stolons
augmenlc lors du traitcment au froid & 5/0°C chez les plantes acclimatées ct non acclimatées

(tab. 4.2). Les gels successifs n’ont pas modifié la répartition de la matiere séche.
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Acclimatées au froid Non acclimatées | effet  acclimatation
témoin  froid gel | témoin froid gel | témoin froid gel
Feuilles Cioplante) J20 64a 64a 67a 74a 74a 76a s 3 ns
32 74a 74a 57a 72a 66a 77a ns ns ns
j42 70a 56b 70a 70ab  65b 73a ns s ns
i55 69a 36b 71a Tla 61b ns ns
Stolons (%plante) 2G | 353 35a 33a | 26a 26a 24a s s ns
332 26a 26a 43a 28a 34a 23a ns ns ns
M2 | 30b 44a 30b 30ab  35a 27b ns ] ns
55 | 30b 44a 29b 2%b 39a ns ns

Tableau 4.2. Répartition de la matiére seche des feuilles et des stolons de trefle blanc acclimaté
ou non au froid et soumis au froid (5/0°C), au gel (-5°C) ou aux conditions témoins (20/15°C).
J20 = fin de ’acclimatation, j20, j32, j42 et j55 = dates de prélevement. Les différences

entre températures pour chaque catégorie de plantes sont données par les lettres.

Les données n’ayant pas la méme lettre sont significativement différentes au seuil de 5%

selon le test deBonferroni. Les différences entre plantes acclimatées et non acclimatées sont
significatives a p<0,05 : s ou non significatives : ns.

1.3 Discussion :

Cetie €tude conduite en conditions contrdlées, sous une photopériode constante, aborde les
effets d'une acclimatation au froid sur la physiologie du tréfle blanc avant un traitement au froid
ou des séquences intermittantes de gel et dégel. Les résultats obtenus sur une période de 6
semaines permettent de proposer des hypotheses a long terme sur les mécanismes impliqués
dans la survie hivernale du tréfle blanc.

Cette étude montre que l'un des aspects li€s a la résistance au gel du trefle blanc dépend de la
capacité a éviter la déshydratation induite par le gel. Chez les plantes non acclimatées, le gel
a provoqué une forte déshydratation des feuilles puisque la teneur en eau relative a chuté jusqu'a
20%. Une telle déshydratation est considérée comme létale (Yelenosky et Guy, 1989). La
déshydratation induite par le gel est l'un des symptomes majeurs des effets du gel sur les plantes
(Hale et Orcutt, 1987). Ceci est vérifi€é dans notre étude puisque les feuilles des plantes non
acclimatées au froid n'ont pas supporté plus de 4 nuits de gel. Par contre, les plantes acclimatées

au froid ont maintenu un meilleur état hydrique. Une réhydratation est méme observée dans les
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feuilles apres la 6eme nuit de gel. Ces résultats montrent que les trefles acclimatés au froid
tolerent mieux le gel que les trefles non acclimatés en maintenant leurs feuilles vivantes.

Un second aspect de la survie hivernale du trefle blanc est 1ié a I'évolution des réserves
carbonées, qui fournissent du carbone par hydrolyse de 'amidon, pour assurer des mécanismes
de régulation osmotique, de croissance ou de maintien métabolique (Vez, 1961 ; Ashworth,
1993 ; Rosnes et al., 1993).

Entre deux nuits de gel, lorque les plantes sont placées a 5/0°C, on observe une accumulation de
sucres solubles et d'amidon dans les stolons. Ces péniodes de gel/dégel ont certainement permis
aux plantes acclimatées au froid de reconstituer un stock de réserves correspondant a un second
mécanisme d'endurcissement. Des auteurs norvégiens (Juntilla et al., 1990) ont déja avancé
I'hypothése que de rapides expositions a des températures infénieures a 0°C pouvaient induire un
endurcissement chez le tréfle blanc. De plus, ils ont également démontré qu'une acclimatation
au froid améliorait la tolérance au gel du trefle blanc. Seules les plantes ayant subi la période
d'acclimatation montrent une teneur en amidon plus élevée dans leurs stolons, apres les nuits de
gel. 1l semble qu'une forte teneur en amidon soit indispensable a la survie hivernale du trefle
blanc (Vez, 1961 ; Boller et Nosberger, 1983), sachant que I'amidon est hydrolysé en petites
molécules carbonées qui fourniront 1'énergie nécessaire au maintien du métabolisme et a la
repousse printaniere, lorsque la photosyntheése n'est pas encore assez efficace pour fournir
suffisament de carbone. Cette réaction a déja ét¢ observée chez des tréfles en situation de
repousse apres une coupe (Dankwerts et Gordon, 1989).

L'endurcissement observé chez les trefles qui sont placés 20 jours a 10/4°C est un mécanisme
réversible. En effet, I'amidon accumulé dans les feuilles et les stolons pendant cette période
diminue lorsque les plantes sont replacées en conditions favorables (20/15°C). Ceci indique que
ces composés ont pu étre utilisés pour la repousse des parties aériennes, comme l'ont observé
Ashworth et al. (1993). La diminution immédiate de la teneur en sucres dans les feuilles
correspond & une perte d'endurcissement quand les plantes sont replacées dans des conditions

non limitantes (Gay et Eagles, 1991 ; Ashworth et al., 1993). Lorsque cette reprise est bien
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amorcée, les plantes accumulent a nouveau des sucres pour reconstituer un pool de réserves

(Laperriere, 1984).

L'un des résultats les plus importants observé chez les plantes a 5/0°C est le développement
d'un ajustement osmotique (0,4 MPa) chez les plantes endurcies au froid, alors qu'il n'est
pas significatif chez les plantes non endurcies. Certains auteurs ont déja observé un ajustement
osmotique chez des plantes soumises a de faibles températures (Yelenosky et Guy, 1989 ;
Thomas et James, 1993). Cependant, aucune corrélation n'a encore ét€ démontrée entre cet
ajustement osmotique et la résistance au froid ou au gel chez ces plantes (Bertrand et Paquin,
1991 ; Thomas et James, 1993). Un ajustement osmotique est d{i & une accumulation de solutés
dans la cellule, sans observer de déshydratation, et son role est de diminuer le point de
congélation de ces cellules (Gonzalez et al., 1990 ; Tronsmo et al., 1993). Cette réaction permet
alors 2 la plante de maintenir de l'eau dans ses cellules et une turgescence positive (Steponkus,
1984).

Les sucres solubles sont des constituants impliqués dans les variations du potentiel osmotique
(Gonzalez et al., 1990). Dans notre étude, la régression linéaire entre le potentiel osmotique et la
teneur en sucres dans les feuilles des plantes acclimatées soumises a 5/0°C ne montre pas de
résultat significatif (r2 = 0,057) (fig. 4. 6). Un calcul basé sur la variation des sucres solubles
par rapport a la variation du potentiel osmotique démontre que les sucres solubles contribuent
seulement pour une part représentant 20 a 30% de la diminution du potentiel osmotique. Ce type
de résultat est encore trés rare dans la littérature. Tronsmo et al (1993) montrent que les sucres
n'ont pas uniquement un effet osmotique dans les cellules. Ces composés carbonés facilement
transportables dans la plante pourraient fournir rapidement de I'énergie et permettre ainsi de
diminuer le point de congélation par simple effet colligatif (cohésion entre les molécules).
Cependant, méme si cette hypothése permet de justifier 'absence de role prédominant des
sucres dans |'ajustement osmotique, elle ne peut pas a elle seule expliquer la résistance au froid.
De nombreux auteurs avancent I'hypothése que d'autres composés peuvent intervenir de manicre

trés importante, comme les composés azotés (Cyr et Bewley, 1990).



Chapitre 4 125

-1.2 T . T
-13 L L4 .
g °
2
g -14 L b 4 N
=y
IS
=
S as| * .
- O. [ [ ] ® d
=
9
£ ¢ .
-16 L .
..
"1.7 i 1 " 1 Y
0 100 200 300

Sucres solubles (mg.g-1 MS)

Figure 4.6 : Relation entre les sucres solubles et la variation du potentiel osmotique
des feuilles de trefle blanc acclimaté au froid et soumis a 5/0°C.

Cependant, dans notre étude, les résultats obtenus avec les acides aminés et l'azote total ne nous
permettent pas de conclure dans ce sens. Nous n'observons pas de modification de la teneur en
proline alors que cet acide aminé a déja €€ identifié comme osmorégulateur en cas de froid
(Sandli et al., 1993). La diminution de la teneur en azote total et des acides aminés peut
s'expliquer par une fixation d'azote réduite par le froid (Guckert et al., 1983). Nous n'avons pas
observé le pool protéique dans cette étude. Nos déterminations relatives aux composés azotés
n'ont été réalisées qu'une fois, nos conclusions sont donc a considérer avec précaution.

Il apparait ainsi que la diminution du potentiel osmotique observée chez les plantes endurcies
soumises au froid peut étre due a d'autres composés tels que les éléments minéraux (Santarius,

1994).
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Dans notre étude, les plantes non acclimatées au froid et soumises a 5/0°C montrent un
endurcissement progressif. Au jour 42, ces plantes ont la méme quantité de sucres et amidon
que les plantes acclimatées au jour 32. Ainsi, le froid modéré a 5/0°C induit lui aussi un
endurcissement chez le trefle blanc. Cet endurcissement a provoqué une augmentation de la
teneur en composés carbonés ainsi qu'une modification de la répartition de la matiére séche en
comparaison avec les plantes & 20/15°C, non acclimatées. Ces résultats sont en accord avec

Levitt (1980).

1.4. Conclusion :

Cette étude nous apporte trois éléments importants pour la compréhension des mécanismes
impliqués dans la survie hivernale du trefle :

- La consommation de 'amidon en hiver, observée en plein champ est plus une réponse
aux alternances de gel/dégel qu'a une faible température moyenne ;

- La tolérance au gel du tréfle blanc est conditionnée par sa capacité 2 maintenir une
hydratation suffisante, cette capacité est améliorée par un endurcissement au froid ;

- Lorsque le treéfle blanc acclimaté au froid est soumis a de faibles températures
supérieures a 0°C, il développe un ajustement osmotique. Le role de cet ajustement osmotique

et les composés impliqués ne sont pas encore tres bien définis.
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2. EFFET DES BASSES TEMPERATURES ET DE LA REPOUSSE SUR L’EVOLUTION

DES RESERVES CARBONEES ET SUR LA MORPHOGENESE DU TREFLE BLANC.
IMPORTANCE DU CULTIVAR.

2.1. Objectifs de I'étude :

En plein champ, la comparaison des deux variétés montre que Aberherald accumule plus de
réserves dans ses stolons et qu'elle semble présenter un potentiel de repousse plus fort que la
variété Huia. En conditions contrdlées, nous avons observé le développement d'un ajustement
osmotique chez le tréfle soumis aux températures basses positives ainsi qu'une meilleure
tolérance au gel des plantes ayant subi une phase d'endurcissement. Les sucres solubles et
I’amidon sont impliqués dans I’évolution de la morphogénese du trefle en plein champ, dans les
phénomenes d’endurcissement ainsi que dans I’ajustement osmotique observé, cependant nous
n’avons pas encore clairement défini leur role.
L’objectif de I’expérimentation qui suit est dans un premier temps de mettre en évidence le role
des réserves carbonées dans la survie hivernale du tréfle. Nous aborderons les échanges gazeux
du trefle blanc soumis a des températures basses positives. Des mesures de morphogénése et
d'évolution des réserves seront réalisées de maniere a relier les trois parametres : assimilation du
carbone, gestion du carbone, et morphogénese.
Nous travaillerons sur des plantes modeles a O feuille dépliée ou a 2 feuilles dépliées adultes.
Les objectifs de ce traitement sont les suivants :

- plantes a O feuille : placer les plantes en situation de déficit d'assimilation de
CO2 et solliciter les réserves carbonées a basse température. Au champ, cette situation est
rencontrée lorsque les plantes ont subi un gel brutal en début d’hiver.

- plantes a 2 feuilles : simuler la situation hivernale rencontrée en plein champ,
ol les plantes ne présentent pas plus de 2 feuilles dépliées en moyenne par axe.
Dans un deuxiéme temps, nos objectifs sont de travailler en conditions de reprise printaniére sur

I'ensemble des plantes.
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 ACCLIMATATION 20 jours
10/4°C-10 h photopériode
| 104 plantes Huia :
104 plantes Aberherald

J20 PRELEVEMENT [ : 8 plantes Huia

P1) 8 plantes Aberherald
TEMOIN 20/15°C E FROID 5/0°C
0 feuille 2 feuilles 0 feuille 2 feuilles
48 plantes 48 plantes 48 plantes 48 plantes
J34ET jas | DEUX PRELEVEMENTS

(P2 et P3) V
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RECHAUFFEMENT
+2°C/JOUR

20¢15°C
DERNIER

J(gi) PRELEVEMENT

Figure 4.7. Schéma du dispositif expérimental

Un réchauffement progressif sera appliqué jusqu'a atteindre une température movenne de
f 3

20/15°C jour/nuit. L'objectif de ce traitement est d'étudier la contribution du carbone de réserves
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dans la repousse printaniere du tréfle blanc. A l'issue des résultats des expénmentations en plein
champ, (chapitre 3), il est nécessaire d'intégrer une comparaison variétale entre Huia et
Aberherald. Celle-ci permettra de caractériser ces deux variétés dans leurs potentialités de

survie hivernale et de reprise printaniére.

2.2. Matériels et méthodes :

Nous avons travaillé sur 208 plantes, 104 cv. Huia et 104 cv. Aberherald, obtenues comme
décrit au chapitre 2. Les plantes ont ét€ développées en serre pendant 10 semaines dans les

conditions suivantes : photopériode 14 heures et température minimale 15°C.

Traitements :
Apres les 10 semaines de développement en serre, toutes les plantes sont placées en phytotron
pour y étre endurcies au froid pendant 20 jours a 10/4°C jour/nuit, 10 heures de photopériode.
Apres cette acclimatation, les plantes de Huia et Aberherald sont séparées en deux lots de
température (fig 4.7) :

- 20/15°C jour/nuit : conditions témoin ;

- 5/0°C jour/nuit : conditions de froid ;

Dans chaque lot de température, les plantes sont a nouveau sé€parées en deux lots :
- plantes a O feuille ;

- plantes a 2 feuilles adultes

Toutes les plantes sont maintenues avec un axe principal, les ramifications étant supprimées au
fur et & mesure de leur apparition de maniére a garder un modele simple. Les plantes a O feuille
adulte dépliée sont obtenues en coupant régulierement les feuilles présentant un stade de
développement supérieur 2 0,7 sur l'échelle de Carlson (Carlson, 1966) (Annexe 14). Les

plantes a 2 feuilles présentent 2 feuilles dépliées (stade 1) a I’apex du stolon.
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Apres 28 jours de traitement de température, toutes les feuilles des plantes a 2 feuilles dépliées
sont supprimées et le lot de plantes a 5/0°C subit un réchauffement progressif de 2°C/jour
jusqu'a atteindre la température 20/15°C jour/nuit, soit en 7 jours. Les plantes sont maintenues a
cette température jusqu'a ce que le rythme d'apparition des feuilles des plantes ayant subi les

températures {roides soit équivalent au rythme des plantes t€moin.

Parametres mesurés :

Un prélevement est effectué a la fin de la période d'acclimatation, puis 2 prélevements sont
réalisés pendant le traitement de température et un prélevement a la fin de la période de
repousse (soit 14 jours apres le début de la repousse). Chaque prélévement comprend 4 plantes
par température, par variété et par coupe.

Morphogénése : a la fin de la période d'acclimatation, 4 plantes par traitement sont baguées a
l'aide de peinture blanche ("tipex") a l'aisselle de la deuxieme feuille adulte dépliée depuis

l'apex. Le rythme d'émission des feuilles est alors déterminé jusqu'a la fin de I'expérimentation.

Parametres morphologiques : les plantes sont constamment maintenues soit a 2 feuilles, soit a 0
feuille adulte dépliée. Chaque jour, les feuilles supplémentaires sont coupées, la surface des
feuilles et la longueur des pétioles sont mesurées. Les {euilles coupées sont ensuite conservées
pour la détermination de la matiére séche du compartiment feuille a la fin du traitement de
températures et a la fin de la période de repousse.
A chaque préléevement destructif, les mesures suivantes sont réalisées :

- surface des feuilles présentes ;

- longueur des pétioles ;

- longueur totale des stolons jusqu'a la bague ;
D'apres les biomasses mesurées, la masse linéique des stolons (mg.cm'l) est déterminée.
Assimilation nette du carbone, et fluorescence chlorophyllienne : avant chaque prélévement, des

mesures d'assimilation nette de CO2 et de fluorescence chlorophyllienne sont effectuées sur les
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plantes a 2 feuilles, a raison de 4 répétitions par variété et par température. Le principe de

chaque mesure est détaillé au chapitre 2.

Réserves carbonées : Les stolons et les racines sont prélevés pour la détermination des réserves

carbonées selon la méthode décrite au chapitre 2.

Analyses statistiques : les données sont analysées par analyse de variance suivant le modele

d'expérimentation en split-splot factoriel a trois facteurs étudiés.

2.3. Résultats :

Taux d'émission des feuilles : Le froid diminue significativement le taux d'apparition des
feuilles (tab. 4.3). Le taux d'apparition des feuilles moyen pendant toute la période
expérimentale, y compris pendant la repousse est de 0,22 feuille.j-! chez les plantes témoin et de
0,02 feuille,j”! chez les plantes soumises au froid. A la fin du traitement de température
(premiere phase), chez les témoins a 2 feuilles, le taux d'apparition foliaire est supérieur a celui
des plantes 2 O feuille. Pour le traitement froid, on n'observe pas d'effet de la coupe. Lors de la
repousse, la variété Huia a O feuille du traitement témoin montre un taux d'apparition plus faible
que les autres plantes. Chez les plantes issues du traitement froid, Aberherald a 2 feuilles tend a

repousser plus vite que les autres plantes.

Le nombre total de feuilles émises est diminué par le froid. Chez les plantes témoin, le nombre
total de feuilles émises est plus élevé chez les plantes a 2 feuilles que chez les plantes totalement

défoliées. Aucune différence variétale n'est observée pour les deux températures considérées.



Chapitre 4 132

TEMOIN (20/15°C) FROID (5/0°C)

OF 2F OF 2F

Premiére phase (feuilles.j-1) : J20-J48

HUIA 0,21(b) 0,27(a) 0,03(a) 0,02(a)
ABERHERALD 0,22(b) 0,27(a) 0,03(a) 0,02(a)
effet température : ¥**

Repousse (feuilles.j-1) : J48-J62
HUIA 0,10(b) 0,21(a) 0,17(b) 0,18(ab)

ABERHERALD 0,17(a) 0,27(a) 0,17(b) 0,21(a)
effet température : ns

Nombre total de feuilles émises
HUIA 7,45(b) 10,72(a) 3,25(a) 3,31(a)

ABERHERALD 8,79(b) 11,14(a) 3,26(a) 3,64(a)
effet température : ***

Tableau 4.3. Taux d’émission des feuilles et nombre total de feuilles émises chez le tréfle blanc,
variété Huia et Aberherald, acclimatés au froid et soumis aux températures témoin 20/15°C et
froides 5/0°C (lere phase) puis en situation de repousse (+2°C/jour pour les plantes du
traitement froid) apreés une défoliation. Nombre total de feuilles émises depuis le début de
d'expérimentation. Les effets de température sont significatifs & p<0,001 : *** ; p<0,01 : ** et
p<0,05 : * et non significatifs : ns d'apres le test de Student. Les lettres différentes représentent
des groupes de moyenne significativement différents entre eux au seuil de 5% pour chaque lot
de température

Données morphologiques : La longueur totale des pétioles est réduite par le froid de maniere
significative (tab. 4.4). Dans le traitement {roid, les plantes a O feuille adulte dépliée ont des
pétioles aussi longs que les plantes a 2 feuilles. Aucune différence variétale ne s'exprime
pendant le traitement de température. A l'issue de la repousse, les pétioles des plantes a 2
feuilles sont plus longs que ceux des plantes a O feuille, quelle que soit la température. La
température subie par les plantes avant la repousse n’a pas d’effet sur la longueur des pétioles
pendant cette période. Cependant, chez les plantes issues du froid, Aberherald a 2 feuilles
montre des pétioles plus longs que Huia. La surface totale des feuilles est réduite par le froid

(tab 4.4).
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TEMOIN (20/15°C) FROID (5/0°C)

Prélevement OF 2F OF 2F
Longueur des pétioles (mm)

Premiére phase HUIA 241(b) 855(a) 176(a) 179(a)
ABERHERALD 228(b) 860(a) 159(a) 201(a)
effet température : ***

Repousse HUIA 18(b) 140(a) 29(c) 138(b)
ABERHERALD 10(b) 161(a) 34(c) 192(a)
effet température : ns

Total HUIA 241(c) 1003(b) 179(c) 290(b)
ABERHERALD 267(c) 1227(a) 231(c) 376(a)

effet température : ¥**

Surface foliaire totale (cm?=. Dlantc'll

Premiére phase HUIA 26(b) T1(a) 21(b) 20(b)
ABERHERALD 29(b) 89(a) 19(b) 31(a)
effet température : ¥**

Repousse HUIA 1(c) 16(b) 3(c) 17(b)
ABERHERALD 1(c) 23(a) 4(c) 23(a)
effet température : ns

Total HUIA 25(c) 86(b) 21(c) 36(b)
ABERHERALD 34(c) 138(a) 27(bc) 54(a)

effet température : **

Longueur totale des stolons (mm)

Premiére phase HUIA 69(b) 196(a) 35(a) 40(a)
ABERHERALD 95(b) 215(a) 33(a) 46(a)
effet température *%*

Repousse ND ND ND ND

Total HUIA 79(d) 231(b) 37(b) 53(b)
ABERHERALD 161(c) 267(a) 43(b) 80(a)

effet température : ***

Tableau 4.4. Longueur des pétioles et du stolon et surface foliaire totale du trefle blanc variété
Huia et Aberherald, acclimatés au froid et soumis aux températures témoins 20/15°C et froides
5/0°C (premiére phase) puis en situation de repousse (+2°C/jour pour les plantes du traitement
froid) et cumul depuis le début de l'expérience (total). Les effets de température sont
significatifs a p<0,0001 : *¥** ; p<0,01 : ** et p<0,05 : * et non significatifs : ns d'apres le test
de Student Les lettres différentes représentent des groupes significativement différents entre eux
au seuil de 5% pour chaque lot de température et pour chaque date de prélévement. ND : non
déterminé.



Chapitre 4 134

Pendant les deux phases de traitement (au froid et pendant la repousse) Aberherald a 2 feuilles
montre une surface totale plus élevée que Huia. 1l n’y a pas de différence variétale significative

lorsque la plante est totalement défoliée.

La longueur des stolons est réduite par le traitement {roid méme apres la période de repousse
(tab. 4.4). Les stolons des plantes témoin a O feuille sont plus courts que ceux des plantes
témoin a 2 feuilles pendant toute la durée de I'expérimentation (-30 a -40% de longueur chez les
plantes a O feuille par rapport aux plantes a 2 feuilles). Cette différence entre coupe n'est pas
significative chez les plantes soumises au froid. A la fin de I'expérimentation, les plantes a deux
feuilles ont des stolons plus longs que les plantes qui avaient ét€ maintenues a O feuille, saufl
pour la variété Huia issue du froid. Aberherald montre en général des stolons plus longs que
Huia (+ 40 a 50% chez les plantes a O feuille et + 15 & 20% chez les plantes & 2 feuilles
respectivement). Cette différence s'explique surtout par une réduction de la longueur des entre-
noeuds plus importante chez Huia puisque le nombre de feuilles n'est pas différent entre les

deux variétés.

La masse linéique des stolons augmente chez les plantes soumises au froid et reste constante
chez les témoin (tab 4.5). Chez les plantes soumises au froid a la fin du traitement de
température, les stolons de Aberherald a 2 feuilles sont plus épais que ceux des autres plantes.
Apres la période de repousse, la masse linéique des stolons des plantes issues du traitement
froid a chuté et atteint des valeurs voisines de 15 mg.cm™!- Elle reste supérieure aux autres chez
Aberherald et Huia a deux feuilles.

La matiere séche totale des plantes n'est pas significativement affectée par le froid (tab 4.5).
Aucune différence entre variétés ni entre coupe ne s’observe pendant la période de froid. A la
fin de I’expérimentation, les plantes a 2 feuilles ont une matiére s¢che significativement plus
élevée que les plantes a O feuilles. Aberherald montre une matiére séche toujours plus

importante que Huia, quelle que soit la coupe considérée.
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TEMOIN (20/15°C) FROID(5/0°C)

OF 2F OF 2F

Masse linéique des stolons (mg.cm‘l)

Premiere phase HUIA 9,6(a) 8,2(a) 16,5(b) 22,5(b)
ABERHERALD 11,0(a) 8,5(a) 20,1(b) 30,4(a)
effet température : ¥**

Total HUIA 7,5(a) 6,3(a) 11,4(b) 13(ab)
ABERHERALD 8.,6(a) 7.9(a) 16,6(a) 16,4(a)

*®

effet température : *

Masse totale de la plante (mg de MS.Dlante'l)

Premiére phase HUIA 363(b) 585(a) 455(b) 595(b)
ABERHERALD 408(b) 660(a) 453(b) 823(a)
effet température : ns ‘

Total HUIA 343(c) 775(ab) 380(c) 595(b)
ABERHERALD 568(bc) 1088(a) 570(b) 960(a)

effet température : ns

Tableau 4.5 : Masse linéique des stolons de trefle blanc et masse totale de la plante, Huia et
Aberherald a la fin du traitement de température (premiére phase) et de l'expérimentation (total).
Les effets de température sont significatifs a p<0,001 : *** ; p<0,01 : ** et p<0,05: * et non
significatifs : ns d'apres le test de Student. Les lettres différentes représentent des groupes
significativement différents entre eux au seuil de 5% pour chaque lot de température et chaque
date de prélevement.

Echanges gazeux : Le froid diminue I'assimilation nette de maniere signficative pour les deux
variétés (tab 4.6). Lors de la repousse, l'assimilation nette des plantes soumises au froid est
supérieure a celle des plantes témoin. L'assimilation nette n'est pas significativement différente
entre les deux variétés.

L'efficience de la photosynthése n'est pas modifiée pendant les traitements de température (fig.
4. 8). Par contre, lors de la période de repousse, les plantes issues du traitement froid montrent
une efficience de photosynthése plus élevée que les plantes issues du traitement témoin et Huia

a tendance a montrer une efficience de photosynthése plus élevée que Aberherald.
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TEMOIN FROID
HUIA ABERHERALD HUIA ABERHERALD

Assimilation nette (umoles COp.m-2.5-1)

Pl 15,4(a) 15,9(a) 15.4(a) 15,9(a)
P2 17.2(a) 17,6(a) 13,2(a) 5,1(b)

P3 14,9(a) 14,0(ab) 5,5(b) 8,0(ab)
P4 17,9(a) 15,2(a) 17,1(a) 18.,6(a)

Tableau 4.6 Assimilation nette des feuilles de tréfle blanc vari€té Huia et Aberherald,
maintenues a 2 feuilles et soumises a deux températures : témoin : 20/15°C et froid : 5/0°C (P1,
P2 et P3 : prélévements) et apres la période de repousse (P4). Les lettres différentes représentent
les groupes de valeurs significativement différents entre eux selon le test de student au seuil de
5% (date par date).
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Figure 4.8. Efficience de la photosynthése des plantes de tréfle Huia O et Aberherald O
acclimatés au froid et soumis & deux températures : témotn (20/15°C) (symboles ouverts) et
froid (5/0°C) (symboles fermés). L'efficicnce cst déterminée par Ie rapport de 'assimilation
nette (A) sur la conductance (Gs). La {léche indique le début de la période de repousse.
Les lettres différentes indiquent les groupes statistiquement différents entre cux au seuil de
5% selon le test de Student, ns : non significativement différent.
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Fluorescence chlorophyllienne : le rapport Fv/Fm mesuré a I'obscurité diminue chez les plantes
soumises au froid de maniére significative et reste constant chez les plantes t€émoin (fig. 4. 9 A).
Il passe de 0,85 chez les plantes t€émoin a une moyenne de 0,70 chez les plantes soumises au
froid. Bien que les variétés ne soient pas différentes entre elles, au troisieme prélévement, le
rapport Fv/Fm a tendance a étre plus faible chez Huia que chez Aberherald. Lors de la repousse,

le rapport Fv/Fm des plantes soumises au froid est équivalent a celui des plantes témoin.

Le rapport dF/F'm diminue également chez les plantes soumises au froid et reste constant chez
les plantes témoin (fig. 4.9 B). A la fin de la période de traitement de température, chez les
plantes soumises au froid, la variété¢ Huia montre un rapport significativement plus faible que
pour Aberherald (0,4 contre 0,6 respectivement). Lors de la repousse, les plantes soumises au

froid retrouvent un niveau équivalent au plantes témoin et aucune différence variétale n'est

observable.
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Figurc 4.9. Mesurcs de [luorescence chlorophyllienne des feuilles
detrefle variéi€ Huia O et Aberherald O soumis a deux températures

émoin(20/15°C) (symboles ouverts)et froids (5/0°C) (symboles
fermés) et & un réchauffement de 2°C/heure aprés le troisieme
prélévement (fleches noires). Les résultats sont expnmés en rapport
Fv/Fm et dFv/F'm. Les groupes statistiquement différents entre eux
sont représentés par des lettres différentes selon le test de Student au
seuil de 5% , ns : non significatif.
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Réserves carbonées : La tencur en amidon des stolons et des racines diminue plus vite chez les
plantes soumises au froid que chez les plantes témoins (40 mg.g-1 MS et 74 mg.g-1 MS dans

les stolons froid et témoin respectivement) (fig 4.10).
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Figure 4.10. Teneurs en amidon des stolons (A et B) et des racines (C et D)
de tretle blanc variété Huia O et Aberherald 0  soumis a deux températures
: témoin (20/15°C) et froid (5/0°C) puis a un réchauffement de +2°C/heure a
partir du troisieme prélevement jusqua la température témoin (fléches
noires). Les plantes sont maintenues au stade 2 feuilles (symboles fermés) ou
au stade O feuille (symbole ouvert). Les lettres différentes représentent les
groupes de valeurs statistiquement différents cntre cux, sclon le test de
Student au seuil de 5%, ns : non significatif.

La variété Aberherald présente plus d'amidon que la vanété Huia dans ses stolons mais
uniquement chez les plantes témoin. Les plantes a 2 feuilles possédent en général plus d'amidon
que les plantes a O feuille, lors des traitements de température.

Lors de la repousse, I'amidon est consommé aussi bien chez les plantes issues des conditions

témoin que chez les plantes issues du froid. La teneur moyenne en amidon des stolons est de 28
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mg.g-1 MS dans les stolons des plantes iémoin et de 11 mg.g-1 MS dans les stolons des plantes
issues du froid a la fin de la péniode de repousse. Elle est moins forte chez les plantes a 2
feuilles issues du traitement témoin que chez les plantes a O feuille. L'évolution et la quantité
d’amidon dans les racines sont similaires a celle des stolons quels que soient les traitements

considérés.
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Figure 4.11. Teneurs en sucres solubles des stolons (A et B) et des racines (C et D) de trefle
blanc variété Huia O et Aberherald O soumis 2 deux températures : témoin (20/15°C) et froid
(5/0°C) puis a un réchauffement de +2°C/heure & partir du troisiéme prélévement jusqu'a la
température témoin (fléches noires). Les plantes sont maintenues au stade 2 feuilles (symboles
fermés) ou au stade O feuille (symbole ouvert). Les lettres différentes représentent les groupes
de valeurs statistiquement différents entre cux sclon lc test de student au seuil de 5% , ns : non

significatif.
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La teneur en sucres des stolons et des racines diminue chez les plantes soumises au froid et
augmente chez les plantes soumises aux conditions témoin pendant toute la durée du traitement
de température (fig 4.11). Dans les racines témoin, les plantes a 2 feuilles ont significativement
plus de sucres que les plantes a O feuille. Aucune différence variétale n'est observée pendant les

traitements de température.

Lors de la repousse, les teneurs en sucres des stolons et des racines des plantes témoin
diminuent et atteignent le niveau des plantes issues du froid (20 mg.g-1 MS) qui lui, n'est pas
modifié par I'augmentation de température et la défoliation. Chez les plantes issues du froid, les
plantes a 2 feuilles possédent plus de sucres dans leurs stolons et racines que les plantes a O

feuille a la fin de la période de repousse.

2.4. Discussion :

Effet du froid sur la morphogénése, les échanges gazeux et les réserves carbonées du tréfle

blanc :

Le taux d'émission des feuilles est ralenti en période froide et nos résultats sont similaires a ceux
de Davies et Evans (1982) qui observent la production d'une nouvelle feuille tous les 50 jours en
hiver en plein champ. Plusieurs hypotheses peuvent expliquer la réduction du taux d’apparition
des feuilles du trefle blanc en période froide :

i) Le carbone récent est limitant ; le froid limite la photosynthése nette de la plante
(Woledge et Tewson, 1989 ; Koscielniak, 1993). Nos résultats confirment cette premiére
hypothése. Il en résulte une diminution de I’entrée globale de carbone dans la plante sous 'effet
du froid. D'aprés les mesures de fluorescence chlorophyllienne, la diminution de I'assimilation
nette de CO2 peut provenir d'une altération de l'efficience photochimique du photosysteme 2
(PSII) induite par le froid, reconnue par une diminution du rapport Fv/Fm (Tyystjarvi et al,

1994). La diminution du rapport dF/F'm, mesurée a la lumi¢re montre que le rendement
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photochimique du PSII diminue et qu'une partie de l'énergie est dissipée sous une forme
différente de la fluorescence, sous forme thermique par exemple.

-i1) les réserves sont limitantes pour la production de nouveaux tissus : d'aprés nos
résultats, lors du traitement froid, I’amidon et les sucres solubles de réserves des stolons et des
racines sont consommés, ceci peut limiter la fourniture de carbone pour la production de
nouveaux tissus ; le ratio de l'offre/demande en carbone semble donc modifié par le froid (Vez,
1961 ; Boller et Nosberger, 1983 ; Come, 1992). Cependant, la teneur en amidon ne semble pas
expliquer le taux d'apparition des feuilles. En effet, la fourniture en carbone néoassimilé et en
carbone de réserves, supérieure chez les plantes a 2 feuilles, n’implique pas de différence dans
le taux d’émission des feuilles. Le carbone assimilé par les plantes en période froide ainsi que le
carbone de réserves (amidon et sucres solubles) ne sont pas uniquement destinés a la synthése
de nouveaux tissus. L'hypotheése du carbone de réserve limitant le taux d'apparition des feuilles
de trefle blanc pendant une période froide ne semble donc pas vérifi€e par nos résultats. Dans la
premiére partie de ce chapitre, nous avions montré que les sucres €étaient impliqués en partie
dans la protection osmotique des cellules de tréfle blanc contre le froid. Le carbone mis en
réserves par la plante et consommé pendant le froid a donc bien d'autres rdle a jouer que la
fourniture d'assimilats pour la croissance de la plante. Il peut également étre utilisé pour le
maintien du métabolisme. Une autre hypothése que nous ne pouvons pas Vérifier ici serait que la
vitesse de transport des assimilats soit réduite par les faibles températures, le flux de carbone
des organes de réserves vers les organes de croissance serait trop faible pour permettre un

développement du tréfle.

Enfin, nous pouvons émettre une autre hypothése ne faisant pas intervenir le rdle des réseves
carbonées dans la réduction de la production des feuilles, il s'agirait d'un effet direct des basses
températures sur l'activité des méristémes qui conduirait alors & un ralentissement du rythme

d'émission des feuilles (COme, 1992).
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Repousse du tréfle apreés une période de froid :

L’ objectif de cette période de repousse était d’observer la contribution des réserves carbonées
dans la reprise de la morphogénése. La reprise de morphogénése du trefle blanc se caractérise
par une augmentation de la photosynthése, et une meilleure efficience de cette photosynthése
chez les plantes issues du froid, une augmentation du taux d'émission des feuilles, de la taille
des pétioles et des feuilles.

Nous pouvons émettre les mémes hypotheéses que pendant l'exposition des plantes au froid
quant a l'existence d'un role des composés carbonés dans la repousse du tréfle blanc. Ces
composés carbonés sont alors soit limitants, soit non limitants pour la morphogénése du trefle.
Dans I'hypothese ot ils ne sont pas limitants, on peut supposer que la fourniture de carbone par
photosynthese soit suffisante pour permettre la croissance des nouveaux tissus. Cependant, les
réserves accumulées dans les stolons et les racines sont consommées pendant la période de
repousse comme l'ont observé Eagles et Othman, 1986 ; Come, 1992. Deux hypotheses peuvent
expliquer la consommation des réserves que nous observons pendant la période de repousse, 1)
cette consommation correspond a une fourniture d'énergie pour la reprise du métabolisme aprés
le froid, lorsque l'offre en assimilats par photosyntheése n'est pas encore suffisante (Eagles et
Othman, 1988 ; Ashworth et al., 1993). ii) elle correspond a la mobilisation des réserves apres
la défoliation puisque les plantes témoin montrent également une consommation de 1'amidon et
des sucres (Chapman et al., 1991). Cette consommation a déja été observée chez le tréfle apreés
une coupe, et ce, jusqu'a ce que les produits de la photosynthese soient suffisants pour assurer la
fourniture d'énergie nécessaire au métabolisme (Danckwerts et Gordon, 1989). D'aprés nos
résultats, il semble que les deux hypothéses se vérifient, I'amidon stocké dans les stolons est
utilisé dans les deux cas : lors d'une repousse aprés défoliation et lors d'une repousse aprés une
période de froid.

Malgré cette consommation des réserves observée pendant la période de repousse, la teneur en
amidon des stolons et des racines ne semble pas limiter la morphogénese du trefle blanc. En

effet, les plantes présentant une forte teneur en amidon (variété Aberherald et plantes a 2



Chapitre 4 144

feuilles) ne montrent pas de différences dans les taux d'émission des feuilles. Par contre, la
teneur en amidon semble plus impliquée dans la morphologie du tréfle blanc puisque les plantes
qui sont le mieux pourvues en amidon montrent des feuilles plus grosses, des pétioles plus longs
et des matiéres séches totales plus fortes. Ces caractéristiques morphologiques sont reconnues
comme déterminantes dans les potentialités de repousse printani¢re (Davies et Evans, 1982).
Des rendements élevés en matiére séche chez le tréfle apres la période hivemale peuvent donc
s'expliquer en partie par des plantes a forte teneur en amidon. Cependant, I'effet variétal peut
également influencer la reprise printani¢re du tréfle blanc. La variété Aberherald montre un
développement de ses organes supérieur a Huia, ce qui peut laisser envisager des différences de
rendement printanier en plein champ. Comme l'avaient déja observé Boller et Nosberger (1983),
des différences de taille des feuilles et de pétioles entre variété peuvent conduire a des
rendements supérieurs et définir ainsi une meilleure survie aux conditions hivernales.

Ces résulats montrent donc que la quantité de réserves présente dans les stolons et les racines du
trefle blanc avant une période de repousse ne conditionne pas le fonctionement des méristémes
mais plus la morphologie de la plante.

Les effets du froid sur la morphogénése et la morphologie du trefie blanc sont réversibles. En
effet, la croissance des plantes ayant subi la période de froid est identique & celle des plantes
issues des conditions témoin. L'élévation de la température semble donc agir comme une levée

de dormance des méristémes qui reprennent leur activité sans arriere effet du froid.

2.5. Conclusion :

Cette expérimentation a permis dans un premier temps d'aborder des notions d'écophysiologie
du trefle blanc. Les résultats observés en plein champ et lors des premieres expérimentations en
conditions contrdlées sont confirmés. La diminution du taux d'émission des feuilles induite par
le froid peut étre expliquée par une réduction de I'assimilation nette de CO2 (fig 4.12). Celle-
ci semble provenir essentiellement d'une perte de rendement photochimique du PSII. 1! apparait

clairement que I'amidon et les sucres solubles sont impliqués dans les phénoménes de
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repousse. Nos résultats ne nous permetient pas encore de délerminer le role des sucres solubles
dans la repousse du trefle. Nous avons pu montrer que I'amidon contribuail a la repousse du
trefle blanc par la fourniture de carbone, cependant nous n'avons pas acces a la dynamique des
sucres solubles libérés par hydrolyse. Des analyses plus fines, de mobilisation des sucres ct de

suivi de flux a travers la plante sont indispensables pour acceder a ce genre de résultat.
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Figure 4.12 : Schéma de synthese des effets du froid sur le développement du tréfle blanc.
Role du stock de carbone dans la morphogénese et le métabolisme.
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Dans un deuxi¢me temps, nous pouvons considérer nos résultats d'un point de vue
agronomique. Au début du printemps, des feuilles larges et des pétioles longs permettront a la
plante d'accroftre l'entrée de carbone total et détermineront un potentiel de rendement printanier
sup€rieur. La variété Aberherald semble donc présenter un potentiel de repousse printaniére
sup€rieur a Huia, elle semble donc bien indiquée pour une utilisation dans les climats tempérés

froids.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

L'objectif de ce travail est de répondre aux questions soulevées principalement a 'issue
de la revue bibliographique : les composés carbonés qui s'accumulent en automne dans
les stolons et les racines du trefle blanc contribuent-ils & la survie hivernale du trefle blanc
711 s'agissait aussi de caractériser le comportement hivernal du tréfle blanc sur de longues
périodes avec des fréquences de prélevement rapprochées. En rappelant tout d'abord les
effets du froid sur le tréfle blanc que nous avons observé, nous évoquerons ensuite la
reprise printaniere. Nous essaierons ensuite d'analyser les effets du froid sur le trefle
blanc: en réponse au froid, les mécanismes mis en place sont-ils de la tolérance, de la
résistance ou des évitements? Peut on parler d'adaptation du treéfle blanc aux basses
températures 7 Une derni¢re partie de ce chapitre sera consacrée aux perspectives qui

peuvent €tre €laborées a partir des résultats.

Les principales modifications morphologiques enregistrées chez le tréfle blanc pendant
I'hiver en climat semi-tempéré (nos conditions) sont :

- une réduction des rythmes d'apparition des feuilles,

- un ralentissement de l'aliongement des stolons

- une diminution de la surface foliaire.

- un accroissement de la masse linéique des stolons

Les modifications métaboliques que nous avons mises en évidence sont I'accumulation de
compos€s carbonés (amidon et sucres solubles) a l'automne et leur consommation
pendant I'hiver.

Les analyses en composantes principales et les régressions linéaires nous ont permis de

montrer que la vitesse d'apparition des feuilles est sous la dépendance de la température.
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Cependant, d'autres facteurs environnementaux influencent la morphogéneése du tréfle : le
rayonnement global, la pluviométrie... Grice aux expérimentations conduites en
conditions contrdlées, certains effets propres aux basses températures ont ét€ identifiés
sur la morphogénese et le métabolisme du trefle.

Nous avons alors observé que les périodes de gel/dégel simulées en conditions controlées
conduisaient aux mémes modifications morphologiques et biochimiques chez le tréfle
blanc que celles observées en plein champ : réduction de la biomasse des feuilles,
consommation d'amidon et de sucres solubles pendant I'hiver. Ainsi, l'évolution des
parametres morphologiques et physiologiques chez le tréfle blanc en hiver est plus une
réponse a une alternance de périodes de gel/dégel qu'a un effet prolongé des basses
températures supérieures a 0°C. Des gelées moyennes mais brutales (que nous avons
appliquées en conditions controlées), qui surviennent aprés une période prolongée de
redoux risquent donc d'€tre plus sévéres que des gelées intenses mais progressives.
Nous pouvons donc conclure que les gelées précoces et intenses que nous avions
observées en novembre 1993 sont a l'origine de la forte mortalité des feuilles relevée
apres cette période de froid précoce et que les périodes de froid survenues en janvier ou
en février lors des autres hivers n'ont pas de conséquences aussi néfastes puisqu'elles
apparaissent plus progressivement. Nous soulignons donc ici le role de l'endurcissement
automnal qui se produit chez le tréfle et qui montre que le tréfle est une plante adaptée aux
modifications saisonni¢res de climat. La simple chute des températures permet cet
endurcissement en conditions contrdlées alos que la photopériode et l'intensité restent
constantes.

En hiver, le nombre moyen de feuilles par axe de stolon que nous avons dénombré est de
1,6. Les expérimentations conduites en phytotron nous montrent que la situation a 2
feuilles n'est pas limitante pour la survie hivernale ni pour la reprise printaniere. L'activité
photosynthétique existe encore méme si elle est fortement ralentie. Les résultats de cette
expérimentation se rapprochent beaucoup de ceux que nous avons obtenus en plein

champ, en ce qui concerne la consommation des réserves.
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Un deuxie¢me facteur vient donc s'ajouter a la notion de cycles de gel/dégels, il s'agit de la
situation morphologique du trefle blanc en plein champ au moment ou celui-ci aborde
I'hiver.
Nos expérimentations ont intégré une comparaison variétale. La variété Huia est la plus
utilisée en Europe. Aberherald a été sélectionné au Pays de Galles a partir de cultivars
alpins, pour "une meilleure tolérance au froid et une meilleure reprise printanicre”. La
variété Aberherald montre :
- une masse linéique des stolons €élevée impliquant une plus forte teneur en
amidon par unité de longueur ;
- des feuilles plus grosses permettant une entrée de carbone plus
importante ;

- un potentiel de reprise printaniere €levé ;

La variété Aberherald semble donc posseder une valeur adaptative supérieure a la variété
Huia, vis & vis des basses températures. Dans les autres pays impliqués dans le

programme COST, Aberherald ressort également comme une variété a plus forte

croissance printaniere que la variété Huia (rapports annuels de 1993 et 1994).

La période hivernale détermine donc les potentialités de rendement de la premiere coupe.
I a reprise de la morphogénese est observée, dans nos conditions, lorsque la température
dépasse 7°C. Les feuilles plus grosses, un allongement des pétioles plus fort que chez
Huia ainsi qu'un taux d'apparition légerement plus élevé expliquent les meilleurs
rendements printaniers de Aberherald par rapport a Huia. Cette vanété se retrouve alors
en situation plus favorable de compétition avec le ray-grass au printemps et I'ensemble
des ces avantages peut conduire a des différences de rendement non négligeables lors de

la période de production.
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Pendant la période de repousse, nous avons montré que les réserves présentes au
printemps dans les stolons et les racines du trefle blanc étaient impliquées dans la
croissance des organes émis, avant que la phosynthese soit suffisamment efficace pour
assurer cette fonction. Mais la quantité des réserves présentes dans les stolons et les
racines ne semble pas limitante. De plus, nous n'avons pas pu attribuer de rdle
déterminant des sucres solubles dans la tolérance au froid du tréfle blanc, malgré un effet

osmotique permettant de lutter contre le gel.

D'aprés nos résultats, nous pouvons énoncer quelques mécanismes développés chez le

trefle et impliqués dans la survie hivernale :

- la capacité a s'endurcir pendant l'automne par une accumulation de
réserves carbonées que l'on peut résumer comme une adaptation

aux modifications climatiques saisonniéres ;

- la capacité a développer un ajustement osmotique pour assurer une
protection des cellules et éviter les effets déshydratants du gel qui semble
donc étre un mécanisme actif de résistance de la plante contre le gel
- la capacité a maintenir un nombre de feuilles suffisant pour permettre

une activité photosynthétique pendant ['hiver et limiter la consommation
des réserves

- une valeur adaptative supérieure chez Aberherald qui conduit & une

meilleure reprise printaniere.

La figure 5.1 résume l'ensemble des résultats que nous avons obtenus lors de cette étude
et les compare a la figure 1.12 qui avait ét€ élaborée a partir des connaissances actuelles

de la littérature.
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D'un point de vue agronomique, cette démarche visant a caractériser les réponses du
trefle blanc aux conditions hivernales apparait comme un préalable a des fins
d'amélioration du matériel végétal. Des génes de résistance au froid pourraient dans
l'avenir étre identifiés chez certaines variétés de trefle blanc et permettre ainsi la création
de nouveaux cultivars. Dans un objectif d'extensification des prairies, la persistence des
especes utilisées conduit a une diminution des couts d'exploitation. De plus, des variétés
a forte teneurs en glucides peuvent présenter un intérét dans l'alimentation du bétail par

une meilleure apétance du trefle.

PERSPECTIVES DE RECHERCHE :

Nos travaux nous ont permis d'avancer dans la description du comportement hivernal du
trefle blanc. L'absence de résultats confirmant le role des réserves carbonées dans la
survie hivernale du tréfle blanc peut provenir de nos conditions expérimentales. Nous
avons choisi de travailler sur des périodes longues de traitement, le nombre de répétitions
était alors réduit compte tenu des contraintes d'espace mais également des exigences de
prélevement. L'ajustement osmotique a pu étre observé chez les trefles soumis au froid
grace a ces expérimentations a long terme. Il est donc nécessaire de continuer a travailler
sur des expérimentations de longue durée mais on peut envisager de réduire le nombre de
prélevements. Ceci permettrait alors d'augmenter le nombre de répétitions par traitement,

et d'obtenir ainsi des résultats plus significatifs.

Pour affiner le role des réserves carbonées dans la survie hivernale du tréfle blanc, un
élargissement du nombre de variétés utilisées est envisagé en incluant les lignées issues
des climats trés contrastés, capables de survivre aux hivers trés rigoureux de l'Islande, de

la Finlande ou de la Sueéde. Les mécanismes mis en place par ces lignées pourront étre
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comparés avec les réponses des plantes moins adaptées. L'étude de l'interaction génotype
/ environnement pourrait alors faire apparaitre des relations différentes entre les réserves

carbonées et la morphogénése pour chaque cultivar testé.

Une méthode serait tout a fait indiquée a l'issue de cette étude pour suivre la contribution
des réserves carbonées dans la tolérance au froid du tréfle blanc et dans sa reprise de
croissance. 1 s'agirait de réaliser un bilan de carbone chez le tréfle blanc en période de
froid ainsi que de suivre les flux de carbone entre les différents organes. Un marquage
plante entiére au carbone 14 réalisé au début de la période d'acclimatation nous permettrait
de suivre la cinétique de mise en réserves de ce carbone. En appliquant ensuite des
traitements de température similaires a ceux que nous avons pratiqué, nous powrrions
suivre les flux de carbone dans la plante au cours d'une période froide et lors d'une
repousse. Des expérimentations supplémentaires consistant en des marquages ponctuels,
d'une jeune feuille adulte, au moment du traitement froid et de la repousse permettraient

alors de comparer la mobilisation du carbone récent a celle du carbone provenant des

réserves observée en premiére expérimentation.

Nos travaux ouvrent la voie a de nouvelles orientations dans 1'étude écophysiologique du
développement du tréfle blanc en plein champ. Nous avons mis en évidence le
développement d'un ajustement osmotique chez des plantes de tréfle endurcis au froid.
Cependant, les sucres solubles ne semblent pas étre les constituants majoritairement
responsables de cette concentration en solutés de la cellule. Il serait alors intéressant
d'approfondir I'étude par la détermination qualitative et quantitative des autres composés
impliqués dans cet ajustement osmotique, notamment les acides aminés, les protéines de
réserve et les éléments minéraux,

Une deuxieéme voie d'étude physiologique peut concerner le role des membranes dans la
protection du tréfle contre le gel. Nous avons vu que les alternances de gel/dégel peuvent

provoquer la mort des feuilles de tréfle. Les membranes sont reconnues par de nombreux
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auteurs comme des barrieres contre la formatton de glace grace a l'accumulation de
protéines spécifiques. Ces protéines sont modifiées de maniére quantitative mais

également qualitative, il serait alors intéressant de déterminer ces modifications induites

par le froid chez le tréfle blanc.
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GLOSSAIRE

Ce glossaire regroupe un ensemble de définitions des termes utilisés au cours de ce travail. Ces
définitions issues de la littérature sont utilisées et considérées comme référence dans la suite du

travail,

Acclimatation = Endurcissement : Réponse induite par des changements environnementaux
qui résulte en des modifications phénotypiques sur une seule génération sans modification du

génotype (Huner et al., 1993).

Adaptation : Réponse a des changements a long terme qui résulte en des modifications
génétiques héréditaires. Celles-ci sont stables et se maintiendront dans les populations pendant

des générations (Huner et al., 1993).

Chilling temperatures : terme anglais sans équivalent frangais regroupant l'ensemble des
températures proches de 0°C, ne provoquant pas de gel (Graham et Patterson, 1982). Pour ce

document, nous l'avons traduit par : température basse positive (TBP).

Evitement : Capacité de la plante a empécher le facteur de 1ésion de pénétrer dans les tissus.

Indice actinothermique : Température relevée par un thermometre a minimum installé
horizontalement dans un endroit bien dégagé et dont I'organe sensibie est au niveau du sommet

de la végétation (Dictionnaire encyclopédique d'agrométéorologie. INRA-Météo France).

Réserves : Glucides et composés azotés €laborés, stockés dans la plante et utilisés comme
substrat pour sa maintenance et pour le développement des futurs bourgeons et racines (Graber

et al. (1927); Weinman (1948) dans May (1960).
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Résistance : capacité d'une plante a réagir de maniére active contre les effets négatifs imposés

par un facteur de stress en développant des mécanismes de protection.

Tolérance : capacité d’une plante & survivre a un stress avec des petites modifications ou sans
modifications du tout; la capacité relative d’un organisme a croitre, se développer ou survivre
lorsque cet organisme est soumis a un facteur environnemental défavorable; la capacité a

supporter les effets d’une maladie ou d’un stress sans mourir ou souffrir des altérations

irréparables (Hale et Orcutt, 1987).



ABREVIATIONS

Générales :

ACP : Analyses en Composantes Principales
C : Carbone total

CPV : Courbe Pression-Volume

COS'T : Coopération

E.N. : Entre noeuds

N : Azote total

MF : Matiére Fraiche

MEFPT : Matiére Fraiche a Pleine Turgescence
MS : Matiere Séche

SAU : Surface Agricole Utile

TER : Teneur en Eau Relative

TBP : T'empératures basses positives

PSI : Photosysteme |

PSII : Photosysteme 11

Données météorologigues:

10J : Moyenne des 10 jours écoulés avant la mesure
IND ACT : Indice actinothermique
AMP15 : nombre de jours présentant une amplitude supérieure a 15°C
J : Jour de mesure
PL : Pluie
RT : Rayonnement
SOMTEMP : Somme des températures : BO = base 0°C
B5 = base 5°C
BN = base températures négatives
T10CM : Température minimale du sol & 10 cm de profondeur
‘I'™MI : Température minimale de ['air
TMO : Température moyenne de I'air
V' Vent

NOMENCLATURE:

1o : Potentiel osmotique (MPa)
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ANALYSE DE TERRE SUR LES PARCELLES ESSAI DE MIRECOURT.

ANNEXE 1

Résultats obtenus par le SADEF. Laboratoire agrée par le Ministére de

I’Agriculture. Aspach-le-Bas.

170

FERTILITE
* pH eau 7,0
* Matiere organique 36 g/kg
Azote total 2,1 g/kg
C/N 9,7
* Phosphore assimilable 0,31 g/kg
(P205; méthode Dyer)
* Capacité d’échange cationique 145 mEq/kg
* Cations échangeables
Potassium (K20) 8,4 mEqg/kg
Magnésium (MgO) 33,6 mEqg/kg
Calcium (CaO) 108,5 mEq/kg
Sodium (Na20) 0,3 mEq/kg
* Taux de saturation saturé
* Oligoéléments
Fer (Fe) 66 mg/kg
Manganese (Mn) 36,0 mg/kg
Cuivre (Cu) 1,4 mg/kg
Zinc (Zn) 1.9 mg/kg
Bore (B) 0,2 mg/kg
ETAT PHYSIQUE LIMON ARGILO-SABLEUX
* Carbonates totaux (CaCQO3) 1%
* Argile : < 0,002 mm 25, 7%
Limon fin : 0,002-0,02 mm 30,1
Limon grossier : 0,02-0,05 mm 17,2
Sable fin : 0,05-0,2 mm 14,1
Sable grossier :0,2-2 mm 9,1
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ANNEXE 2
STADES DE DEVELOPPEMENT DU RAY-GRASS (d’apres Simon et Park,
1983)

La coupe de I’association tréfle / ray-grass doit étre réalisée lorsque 50% des talles de
ray-grass ont atteint le stade 33.

3 33_JL 45 Jis1 59 Heofes R 3|94
T 5 R

D W3 T3
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ANNEXE 3

INOCULATION DU TREFLE BLANC AVEC UNE SOLUTION DE
RHIZOBIUM leguminosarum biovar trifolii

1. Préparation de la culture :

* Préparer un milieu contenant 15g/1 de mannitol et 5g/l d’extrait de levure, dans des
flacons de 250ml

* Autoclaver le milieu

* Ensemencer le milieu refroidi avec la souche de Rhizobium

* Placer 48 heures a I’étuve a 25°C en agitant le milieu 1 fois par jour

2. Inoculation

* Centrifuger le milieu a2 5000 rpm pendant 10 mn a 10°C
* Récupérer le culot

*Dissoudre I’ensemble des culots dans deux litres de solution nutritive (cf annexe 4)

*Inoculer chaque plante avec environ 10 mi de solution
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ANNEXE 4

SOLUTION NUTRITIVE POUR LE TREFLE BLANC CULTIVE EN POT
(Solution de Mac Knight modifiée par Robin et al., 1989).

1. Préparation des solutions meres (SM)

Element mg/l sol. nutritive g/l SM conc SM

Eléménts majeurs et mineurs :

MgSo4, 7TH20 1972 98,6 500
KCL 7,456 7,456 1000
NaH2PO4, 2H20 230 230 1000
CaS0O4, 2H20 1500

KNO3 505 252 500

Oligoéléments : (2 mélanger dans le mé&me récipient sauf le fer)

H3BO3 2,164 2,164 1000
MnCl2, 4H20 1,979 1,979 1000
ZnCl2 0,110 0,110 1000
NapMOO4, 2H20 0,103 0,103 1000
CuS04, 5H20 0,075 0,075 1000
FeEDTA 7,8 78 1000

Rg/ Le CaSO4, 2H20 est préparé au dernier moment pour €viter la précipitation. On
peut ajouter du KNO3 (7,4 mg/ml) dans le cas de tréfle non nodulés.

2. Préparation de la solution nutritive

Pour 20 litres de solution nutritive, prélever les volumes suivants de SM :

Oligoéléments (sauf fer): 20 ml

MgSo4, TH20 40 ml
FeEDTA 20 ml
KCL 20 ml
NaH2PO4, 2H20 20 ml
KNO3 40 ml

CaSOg4, 2H20 30g
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ANNEXE 5

EXTRACTION DES SUCRES SOLUBLES

1 - Peser 10 a 20 mg d’organe a extraire.
2 - Ajouter 1 ml d’éthanol a 80% (Si l'extraction est destinée a une analyse HPLC,
rajouter du manitol a 1g/l comme étalon interne au premier alcool d'extraction)

3 - Chauffer a 80°C pendant 20 minutes (Agiter apres 10 minutes).

4 - Séparer  * : I’extrait alcoolique (sucres solubles) -> stockage au rétfngérateur.
x:le éulot (amidon )-> congélateur.

5 - Rincer a nouveau le culot avec 0,5 ml d’éthanol, chauffer a 80°C (agiter apres 10

minutes) et reprendre I’extrait alcoolique.

6 - Evaporer I’ extrait alcoolique a I'évaporateur rotatif pendant 4 heures

7 - Reprendre dans 1 ml d’eau distillée.

8 - Laisser une nuit au réfrigérateur.

9 - Purifier au charbon actif en agitant pendant 30 & 45 minutes

10 - Centrifuger

11 - Filtrer sur filtre 0,2mm.

12 - Stocker au congélateur.

DOSAGE DES SUCRES SOLUBLES

13 - Prélever 100ul de solution et ajouter 0,9 ml d’eau distillée
14 - Ajouter 2 ml d’anthrone (a 0,2% dans H2SO4 concentré).
15 - Agiter.

16 - Placer 7 minutes 30 au bain marie bouillant.

17 - Refroidir dans de I’eau glacée.

18 - Lire la densité optique a 630 nm.



Annexes 175

ANNEXE 6

EXTRACTION ET DOSAGE DE L’AMIDON

1 - Apres I'extraction alcoolique des sucres solubles, rincer le culot avec 1 ml d’éthanol
a 20% pendant 20 minutes a 80°C (Agiter apres 10 minutes). Eliminer I’extrait
alcoolique.

2 - Ajouter 1 ml d’eau distillée.

3 - Autoclaver a 135°C pendant une heure.

4 - Stocker au congélateur si nécessaire.

HYDROLYSE

5 - Ajouter 0,5 ml de tampon acétate contenant 1 g/l d’amyloglucosidase
6 - Réaction une heure a 55°C (Aprés agitation).

7 - Arréter la réaction en plongeant les tubes a 90°C pendant quelques minutes.

DOSAGE
8 - Préparer un volume de tampon TEA de maniére a avoir 1 ml pour chaque dosage.

9 - Pour un dosage, ajouter au tampon :

- 50ul ATP/NAD

- 10ul d”hexokinase

- 10ul de G6PDH
10 - Ajouter 1 ml du mélange tampon + enzymes.
11 - Agiter.
12 - Attendre 40 minutes a température ambiante.

13 - Lire la densité optique a 340 nm.

Lors du calcul de la concentration en amidon, multiplier le résultat final par 0,91, ce

facteur est a prendre en compte car la liaison osidique libére de 'eau.
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ANNEXE 7

PROTOCOLE D’EXTRACTION ET DE SEPARATION DES ACIDES AMINES
(SELON BIGOT ET AL, 1991)

EXTRACTION

1. Extraire les a.a. a partir de 50 mg de MS environ et 5 ml de méthanol 80% a
70°C pendant 1 h.

2. Ajouter 2,5 ml de chloroforme et 2,5 ml d’HyO-ultra pure.

3. Agiter et séparer les deux phases en conservant la phase aqueuse.

4. Evaporer pendant environ 6h.

5. Dissoudre le résidu dans 2 ml d’H»O-ultra pure.

6. Stockera -25°C

SEPARATION DE LA FRACTION AMINEE SUR COLONNE ECHANGEUSE
D’IONS

Préparation de la résine cationique DOWEX H+

1. Placer la résine dans H>O-ultra pure.

2. Passer une solution d"HCl 5% avec un temps de contact de 30 min

3. Rincer avec de I’HpO-ultra pure (5 fois le volume de résine) sur du verre {rité

sans jamais assécher la résine.

4. Stocker a T°C ambiante sous une mince couche d’H»O-ultra pure.

Préparation des colonnes

1. Dans des embouts de pipette 1000, placer un morceau de fibres de verre.
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2. Homogénéiser la résine afin de prélever 0,5 ml pour chaque colonne

3. Remplir la colonne en évitant la formation de bulles d’air.

4. Maintenir la résine sous HpO-ultra pure.

Séparation de la fraction aminée
1. Disposer 0,1 ml d’échantillon sur la colonne.

2. Laver la colonne avec 2,5 ml d’H»O-ultra pure.

3. Eluer les acides aminés avec 3 ml de NH4OH 2M.

4. Evaporer la solution d’élution pendant 6 h.

5. Dissoudre le résidu dans 3 ml d’H»O-ultra pure
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ANNEXE 8

DOSAGE DES ACIDES AMINES SELON YEMM ET COCKING (1955)

REACTIFS :

- Methylcellosolve (CH30OCH2:CH2OH): dilution au 1/2 par H20 distillée et
ajout de 10% d'iodure de K.
- Tampon citrate pH 5 0,2M: Dissoudre 21,008 g (10,504 g) d'acide citrique dans
200 ml (100 ml) d'H20 distillée
Ajouter 200 mi (100 ml) de NaOH 1IN, compléter
. a 500 ml (250 ml) avec de I'H2O distillée et
ajuster le pH
CONSERVER AU FROID AVEC UN PEU DE
THYMOL
- Cyanure de K 0,01 M: Dissoudre 0,1628 g de cyanure de K dans 250 ml d'HpO
distillée.
CONSERVER A T°C AMBIANTE PENDANT 3
MOIS MAXIMUM
- Solution A: Diluer 5 ml (2,5 ml) de cyanure de K avec 250 ml (125) de
méthylcellosolve.
PREPARER EXTRATEMPORAIREMENT
- Selution B: Dissoudre 5% de ninhydrine dans le methylcellosolve |
PREPARER EXTRATEMPORAIREMENT
- Solution C: Ajouter 250 ml (100 ml) de solution A a 50 m! (20 ml) de solution
B.
PREPARER EXTRATEMPORAIREMENT

DOSAGE

- Mélanger 0,5 ml de solution & analyser a 0,25 ml de tampon citrate et 0,6 ml de

solution C.

- Chauffer 15 min. a 100°C.

- Refroidir sous eau froide.

- Lire la DO a 570 nm (aa totaux) ou a 440 nm (proline et hydroxyproline)
COLORATION STABLE PENDANT 3 H.
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ANNEXE 9

PRINCIPE DE DOSAGE DU CARBONE ET DE L’AZOTE

Le principe du dosage du carbone total et de I’azote total repose sur une séparation des
deux constituants par chromatographie en phase gazeuse aprés combustion.
L’autoanalyseur CN est compos€ d’un passeur d’échantillon (fig A1 ; (1)) d’une
colonne de combustion (2), d’une colonne de réduction (3), d’un pi¢ge a eau (4 et 5),
d’une colonne de séparation chromatographique (6) et d’un détecteur a catharométrie

(7). L’ensemble est relié a un intégrateur.

Colonne de combustion : elle est munie de deux catalyseurs (chrome sesquioxyde
granulaire et oxyde de cobalt) et conduit a la formation des gaz CO2 et N24 partir des
composés carbonés et azotés de I’échantillon a analyser. Lors du passage des
échantillons, un flash de combustion se produit sous flux d’oxygeéne & haute

température (1030°C).

Colonne de réduction : associée a un four a 650°C, cette colonne contient du cuivre
(Cu) qui qui servira & capter I’oxygene en exces libéré par la combustion. Les gaz sont

poussés par un gaz vecteur qui est de I"hélium.
A la sortie des deux colonne, les produits obtenus sont : N2, H20, et CO2.

Piége a eau : une colonne de verre est replie de permanganate de potassium qui fixera

I’eau libérée par les deux colonnes.

Détection : Les gaz N2 et CO2 sont ensuite conduits, grace a I’hélium, a travers une

colonne de chromatographie les sépare. 11s sont détectés en sortie par un catharométre
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(Pont de Wheastone) qui mesure une différence de potentiel entre des résistance et la
transforme en signal électrique. Grace a une calibration au préalable, les pourcentages
en carbone total et azote total en fonction de la matiere seche de 1’ échantillon sont
calculés.

Un intégrateur équipé d’un logiciel d’acquisition de données permet de traiter

automatiquement les résultats.

Figure Al : Schéma de fonctionnement de l'autoanalyseur Carlo Erba, CN 1500. 1:
Passeur d'échantillons, 2 : colonne de combustion, 3 : colonne de réduction, 4 et 5 :
pieges a eau, 6 : colonne 2 chromatographie en phase gazeuse, 7 : détecteur a

catharométrie.
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ANNEXE 10

PRINCIPE DE FONCTIONNEMENT DE L’APPAREIL DE MESURE DE LA
PHOTOSYNTHESE A CIRCUIT OUVERT .

L’appareil utilisé est un CIRAS, commercialisé par PPsystems. Cet appareil fonctionne
a circuit ouvert, il est équipé de détecteurs de CO2 et H20 a infrarouge reliés a un
microprocesseur permettant de stabiliser et mesurer le CO» et la vapeur d’eau.

Le CIRAS utilise 4 analyseurs de gaz a infrarouge, 2 pour le CO2 et 2 pour I’eau. Une
paire d’analyseur 2 CO2 et H20 est considérée comme référence, et I'autre paire est
utilisée pour I’analyse des échanges gazeux de la plante. Dans un systéme a circuit

ouvert, un flux d’air circule a travers le systeme (fig A2).
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Figurc A2 : Schéma de fonctionnement de 'apparcil de mesure de photosynthése a
systeme ouvert. L'air est pompé par la pompe (P), passe a travers un conditionneur
(AC) puis dans un débitmetre (Fm et Fr), il arrive dans la chambre ou se trouve la
teuille et passe ensuite dans un absorbeur d'humidité (H) pour étre ensuite analysé par
I'analyseur infra-rouge (AIFR). La différence de concentration en CO2 entre le circuit
de mesure (m) et le circuit de référence (r) est calculée dans l'intégrateur (I).
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Les deux paires d’analyseurs sont utilisés pour mesurer une différence de f{raction
molaire entre 1’entrée et la sortie de la chambre de mesure. L’air est d’abord asséché
avant d’entrer dans la chambre, ’assimilation nette de CO2 est alors estimée selon la

formule: A = f(ce -cs)/s ou s est la surface de la feuille mesurée.
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ANNEXE 11

PRINCIPE DE FONCTIONNEMENT DE L’APPAREIL DE MESURE DE LA
FLUORESCENCE CHLOROPHYLLIENNE

L’appareil utilisé est un appareil portable (PAM-2000 : pulse amplitude modulation)
(fig A3). La fluorescence du photosystteme II est excitée brievement mais fortement
par des impulsions lumineuses courtes mais intenses, émises a partir de diodes
émétrices de lumiere (LED). Avec le PAM-2000, ces pulsions sont de 3 usecondes et
répétées a une fréquence de 600 ou 20000 Hz. La lumiere émise par les diodes passe a
travers un filtre (A<670 nm) et le photodétecteur est protégé par un filtre a grandes
longueurs d'ondes (I>700 nm) et un filtre absorbant la chaleur. Un systeme
amplificateur ne recoit que les signaux de fluorescence émis pendant les 3 msec de
pulsion. Le photodécteur est équipé d'une photodiode capable de capter des signaux
lumineux d'intensité trés variable, ce systeme permet donc de déterminer correctement
et dans toutes les conditions de travail (extérieur, altitude...) les rendements minimum et
maximum de la fluorescence, Fo et Fm. La fluorescence émise, captée par le
photodétecteur est ensuite transmise a un enregistreur lui méme intégré dans un
ordinateur portable. Ce systéme présente 1'avantage de fonctionner en autonomie grace

a des batteries et donc d'€tre utilisable en plein champ.
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Figure A.3. Schéma descriptif de l'appareil de mesure de la fluorescence
chlorophyllienne (PAM-2000).
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ANNEXE 12

CHOIX DE LA TEMPERATURE UTILISEE EN PHYTOTRON

En général, le seuil limite de croissance du trétle blanc est observé pour une température
de l'air de 5°C (Menzi et al.,, 1991; Ollerenshaw et Baker, 1981). Cependant, en
montagne, la croissance du treéfle blanc n'est vraiment effective que lorsque les
températures dépassent 8°C et Munro et Hughes (1966) ont déterminé la température
minimale comme étant de 9°C.

Notre but étant de comprendre les effets des basses températures sur le développement
du trefle blanc, il est indispensable de déterminer au préalable le seuil de température
critique en dessous duquel les effets négatifs du froid sont visibles sur le tréfle blanc.
Cette premicre expérience permettra également d'appréhender les effets du {roid seuls

sur la morphogénése du trefle blanc.

Maténiel et méthodes :

Des boutures de trefle blanc variété Huia ont été réalisées dans les conditions décrites au
chapitre 2. Aprés 15 jours de développement en serre, les boutures ont ét€ placées dans
les conditions controlées suivantes : 10 h de photopériode; intensité lumineuse de 250
mmoles de photons.m’z.s“l; humidité relative de 70% et quatre niveaux de
températures :

+ 5°C (+-2°C) jour/nuit

+ 8°C (+-2°C) jour/nuit

+ 13°C (+-2°C) jour/nuit

+ 20°C (+-2°C) jour/nuit
Chaque traitement est constitué de 30 plantes. Trois séries de mesure ont été réalisées a
10 jours d'intervalle sur chaque lot.
Les parametre mesurés sont les suivants :

- nombre de feuilles développées (par plante) ;



Annexes 186

- nombre de noeuds (par plante) ;
- surface foliaire sur une moyenne de 10 feuilles par plante ;
- biomasse des feuilles, stolons et racines aprés séchage a 80°C ;

pendant 24 heures a 1'étuve ;

Résultats-Discussion ;

Aprés 20 jours de croissance, les résultats obtenus pour chaque température sont tres
significativement différents (tab A.1). Entre 5 et 8°C, il existe trés peu de différences
tant pour l'apparition des feuilles ou des noeuds que pour la biomasse des organes. Au-
dela de 8°C, les plantes commencent & croitre et les valeurs deviennent trés

significativement supérieures a partir de 13°C.

JO J 10 J20
B Serre 5°C  8C 13°C 20°C 5°C 8&C 13°C 20°C
nombrede 2,6 28 32 4 6,2 38 23 7 14
feuilles a c c v b c c b a
nombrede 3,1 3 34 5 6 3 3 6,5 14,5
noeuds a d cd be b cd cd b a
surface 5 3 8 13 14 5 8 27 32
foliaire a c b a a c c a a

totale (cm?2)

BIOMASSES DES ORGANES (mg. Plante-1)

biomasse 20 35 40 58 R0 45 43 140 160
foliaire a cd bcd ¢ b bcd bed a a
biomasse 15 20 25 20 40 12 38 72 80
stolons a becd bed bed b bcd bc a a
biomasse 4 7 17 18 35 19 25 55 85
racines a d cd cd c cd c b a

Tableau A.1 : Evolution des parametres morphologiques du trefle blanc soumis a 4
températures différentes, sur trois séries de mesures (JO, J10 et J20). Les lettres a,b,c.d,
désignent les groupes statistiquement différents au seuil de 5% selon le test de
Bonferoni.
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Conclusion :

Les résultats trés significatifs de cette étude montrent qu'en dessous de 8°C, la
morphologie du trefle blanc est affectée. Le rythme d'émission des feuilles est ralenti et
leur surface totale est trés réduite, le nombre de ramifications est également diminué.
Globalement, la matiére séche de la plante est réduite par le froid, principalement celle
des feuilles. De plus, dans nos conditions (10 h de photopériode, éclairement a 250
umoles de photons.m2.s-1), la température 5°C est celle qui limite le plus la croissance
du tréfle blanc. Cette température a été définie par Come (1992) comme la limite
supérieure moyenne du froid. D'autres auteurs ont montré que la reprise de croissance
du trefle au printemps n'était effective que si la température devient supérieure a 5°C
(Ollerenshaw et Baker, 1981 ; Menzi et al., 1991). Pour la suite de nos expériences en

conditions contrdlées, nous choisirons en conséquences de travailler a 5°C.
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ANNEXE 13

CHOIX DE LA METHODE DE MESURE DU POTENTIEL OSMOTIQUE

Une partie de notre étude concemne 'état hydrique du trefle blanc lorsqu'il est soumis a
des faibles températures. Cet état hydrique sera caractérisé par la teneur en eau relative

et par le potentiel osmotique 11.

Deux méthodes existent pour mesurer ce 110 :
- la méthode a 'osmomeétre ;
- la méthode des courbes pression-volume obtenue avec la bombe

a pression de Scholander ;

La méthode a I'osmometre est la plus rapide (cf principe de fonctionnement en chapitre
2). Mais elle a l'inconvénient de surestimer la pression osmotique car au cours de la
collecte du suc cellulaire, la pression appliquée conduit a extraire en plus l'eau
apoplastique. Ce volume d'eau mis en contact avec le liquide symplasmique va alors

diluer la pression osmotique de ce dernier (I'yree et al., 1976).

La méthode des courbes pression-volume (CPV) évite cette erreur. Cette méthode
permet de déterminer le potentiel hydrique f d'une feuille et ses composantes ; le
potentiel osmotique Ll( et le potentiel de turgescence Wp en appliquant des pressions
croissantes sur la feuille a l'intérieur d'une chambre a pression (Cruizat, 1989). En
construisant une courbe de 1/¥ en fonction du volume de séve recueilli, on peut alors
déterminer le potentiel osmotique a pleine turgescence en extrapolant la courbe a V=0
(figure A.4). Cette méthode présente cependant ['inconvénient d'étre trés longue
(environ 1 heure par échantillon). Elle est par conséquent difficile a mettre en oeuvre
dans notre cas, étant donné le nombre de répétitions par traitement et le nombre de

prélévements que nous avons planifiés.
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L'étude préliminaire présentée ici consiste a vérifier si les résultats que nous obtenons
avec l'osmometre sont corrects ou si le facteur dilution mis en cause est trop important
pour valider nos mesures. Nous allons donc comparer les potentiels osmotiques mesurés
avec l'osmometre a ceux déterminés par les courbes pression-volume sur des feuilles de
trefle soumis a des températures froides. Cette étude nous permettra également

d'appréhender les effets du froid sur le potentiel osmotique du tréfle blanc.

Matériel et méthodes :

Des boutures de tréfle blanc variété Huia sont conduites comme précédemment en serre
et €élevées pendant 4 semaines. Les plantes obtenues sont ensuite transférées en
phytotrons dans deux conditions de température :

- froid : 5°C jour/nuit ;

- témoin : 20°C /15°C jour/nuit ;
Les conditions d'éclairement, photopériode et humidité sont les mémes que
précédemment.
Des le transfert, un prélévement est effectué une fois par semaine pendant 4 semaines.
Chaque prélevement est constitu€ de 4 répétitions par traitement.
Les mesures de potentiel osmotique sont effectuées selon les deux méthodes. Nous
détaillerons ici uniquement la méthode des courbes pression-volume, celle a
l'osmometre étant déja décrite en chapitre 2.
Une feuille de tréfle est placée dans la chambre a pression, le pétiole vers le haut. En
augmentant progressivement la pression dans l'enceinte, un ménisque de séve apparait a
'extrémité du pétiole. Cette seéve est recueillie successivement a l'aide d'un papier
absorbant et pesée pour chaque pression appliquée. La collecte est terminée lorsque I'on
ne recueille plus de seve a l'extrémité du pétiole. Avant le début de la mesure, le poids
frais initial de la feuille (Pi) est déterminé . Pour chaque pression appliquée, la quantité
de seve recueillie Pr est soustraite a Pi. On obtient alors P'. Lorsque la mesure est

terminée la matiere séche (Ps) de la feuille est déterminée.
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On peut alors faire le rapport entre la séve restante dans la feuille et la séve totale

recueiliie :
Séve restante
Rs = ————
Seve totale
P - Pi
Rs = —
Pi—Ps

et tracer la courbe pression-volume de 1/F en fonction de 100-Rs (fig A. 4)).

Remarque / Nous avons transformé Rs en 100-Rs pour des raisons de facilit€ de lecture
de la courbe.

La courbe obtenue nous permet de déterminer les composantes hydriques de la plante
(fig A.4). Cette courbe est composée de deux parties. Dans la premiére partie, les deux
composantes osmotiques et de turgescence apparaissent. Dans la seconde partie, qui est
linéaire, seule la composante osmotique apparait car la pression de turgescence est nuile
(Cruizat et al., 1989). L'extrapolation de la droite a 100-Rs = O permet d'estimer

1/FP100 (potentiel osmotique a pleine turgescence).



Annexes 191

vy A

*

1/P100 —gb

/PO

P=0 Volume cumulé de séve recueillie (cm3)
Tencur en cau relative

Figure A. 4. : Diagramme d'une courbe pression volume (CPV) typique i.e relation entre 1/Y et le
volume cumulé de séve receuillic. Vs est fe volume de l'eau apoplastique, TER = (encur en cau
relative de I'échantillon, 1/p100 et 1/p0 sont les inverses du potentiel osmotique a pleine et & zéro

turgescence, respectivement (Cruiziat, 1989).

Résultats-Discussion :

Toutes les valeurs obtenues avec les courbes pression volume montrent des potentiels

osmotiques inférieurs & ceux obtenus par l'osmometre (tab A.2).
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5°C/5°C 20°C/15°C
- osmometre (1) CPV(2) rapportl/2 osmometre(1) CPV(2) rapport1/2
JO -1,05(0,12)  -1,29(0,04) 0,81 -1,02 (0,04) -1,29(0,08) 0,79
J8 -1,25(0,10)  -1,34 (0,09) 0,93 -1,01 (0,10) -1,23 (0,02) 0,82
J16  -1,34(0,12) -1,50(0,12) 0,89 -1,10(0,12) -1,31¢0,13) 0,84
J24  -121(0,06) -1,40(0,10) 0,86 -1,00 (0,04) -1,33 (0,13) 0,76

Tableau A.2. Potentiels osmotiques (moyenne et écart type significatifs & 5%) des
feuilles de trefle soumis a des températures témoin (20°C/15°C) ou au froid (5°C/5°C)
mesurés selon deux méthodes : osmometre ou courbes pression-volume (CPV) et
rapport des valeurs a l'osmometre (1) sur les valeurs CPV (2).

Le rapport entre les valeurs mesurées avec I'osmometre et les valeurs obtenues avec les
CPV est constant chez les plantes témoin en fonction du temps et égal en moyenne a
0,80. Par contre, ce rapport n'est pas constant chez les plantes soumises au {roid.

Il existe bien une dilution induite par le mélange du volume symplasmique au volume
apoplasmique lors de la collecte de la séve dans la méthode a 'osmometre. L'effet de
dilution semble diminuer chez les plantes soumises & 5°C. Cette diminution pourrait étre

due a un volume apoplastique réduit lors d'un traitement au froid.

Pour les deux méthodes, le potentiel osmotique a diminué significativement chez les
plantes soumises a 5°C (p<0,0001) (tab. A.2). Cependant, nous ne pouvons conclure ici
quand a l'existence d'un ajustement osmotique induit par le froid ne connaissant pas les
teneurs en eau relative des feuilles de tréfle. Ces données laissent présager des résultats

concernant cet aspect dans la suite de notre travail.
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Conclusion :

En conclusion, nous avons montré dans nos conditions expérimentales que la méthode a
I'osmomeétre donne dans l'absolu des valeurs de potentiel osmotique plus élevées que
celles que l'ont peut obtenir avec des courbes CPV. Cependant, les résutats obtenus avec
I'osmometre montrent une diminution significative du potentiel osmotique chez les
feuilles de tréfle soumis a 5°C. Nous pouvons donc penser que 'effet de dilution induit
par la méthode ne masquera pas les effets escomptés du froid sur le potentiel osmotique.
D'autre part, la différence entre les deux méthodes ne dépasse pas 20% et a méme
tendance a diminuer en cas de froid. Le choix d'utiliser la méthode a 'osmometre, pour
des raisons évidentes de facilité de mise en oeuvre n'est donc pas susceptible d'étre

remis en cause.
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ANNEXE 14

STADES DE DEVELOPPEMENT DES FEUILLES DE TREFLE (cv. LADINO)
D’APRES CARLSON (1966).







195

SUMMARY

The persistence of white clover (Trifolium repens L.) is partly determined by the winter survival and
spring regrowth. The aim of this work is to examine the effects of low temperatures on the
morphogenesis and on the fate of carbon reserves in white clover. Experiments in the field show that the
plant morphogenesis is maily atfected by the temperature (i.e. the actinothermic index). Carbon reserves
(starch and free sugars) are stored in stolons, roots and leaves during the hardening period of the plant
to chilling. The strongest mortality of leaves during winter are caused by repetitive alterning periods of
frost - defrost occuring at the beginning of the cold period. This leads to a strong starch consumption in
stolons. Frosts simulated in a controlled environment induced a dehydration of plant tissues, less
marked for hardened plants. We oberved an osmotic adjustment in response to chilling, as solutes
accumulated in cells. The free sugars contributed to 20 - 30% of thus osmotic potential, showing that
compounds other than sugars are involved. A comparison of cultivars indicated that Aberherald has a
leal appearance rate similar to Huia in our experimental conditions. The best yield of Aberherald at the
first cut in the spring is explained by bigger leaves, longer petioles and stolons, and thicker stolons
rather than by a higher leal’ appearance rate. Therefore Aberherald has a adaptative value to low
temperature higher than Huia. During winter and spring, carbon reserves do not limit the leaf apperance
rate at stolon tips but intluence the size of new organs. The plant responses to low temperature are

discussed in terms of mechanisms of tolerance, resistance, and adaptation.
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