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L’automne colorait en jaune le feuillage des chénes, en rouge certains peupliers.
Les pins demeuraient impassibles au passage des saisons. Ils n’avaient cure de la
venue de [’hiver. Les arbres réagissaient par un hivernage de la seve. Celle-ci

désormais contenait ses avancées silencieuses et secrétes en attendant les élans du
printemps.

(Dissidence de la broussaille, Rodolphe Christin)
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maximale observée durant I'hiver chez 11 especes communes d’arbres européens, b)
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o
>

Figure 2.4. Evolén(_lion de la résistance au gel dans différents tissus de rameaux de
I'année de noyers adultes : bois, écorce, rameau entier, bourgeons (distinction entre
apicaux et latéraux au débourrement). Les symboles représentent la moyenne et les
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et moyenne montagne (alt: 870m, trait plein) en fonction des unités de froid calculées
selon le modele de Landsberg accumulées a partir du 15 Septembre. Les symboles et
barres représentent les moyennes et erreurs standard, respectivement, calculés pour 5
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Franquette lors de trois hivers différents (2 en plaine, un en moyenne montagne). Les
carrés orange indiquent les valeurs observées, la ligne noire les valeurs simulées. ER et
BB indiquent les dates simulées de levée d’endodormance et de débourrement,
respectivement.

Figure 2.18 Architecture du modeéle : composé de 3 sous modeles: Cycle annuel avec
comme variable d’entrée Tar (Température de l'air, simulant les dates de levée
d’endodormance et de débourrement), Contenu en eau, dirigé par 2 processus
absorption (variable d’entrée T-50: température du sol a 50cm de profondeur) et
Evaporation (Variable d’entrée ETP : Evapotranspiration potentielle) et sous modele
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Contenu en sucres simulant une interconversion entre 'amidon et les sucres solubles.
(variable d’entrée Tair et modulé par I'état de développement dans le cycle annuel et
par I'humidité pondérale). Seuls les sorties des sous modeles humidité pondérale et
contenu en sucres sont utilisées pour prédire la résistance au gel, respectivement,
négativement et positivement. Les fleches grises représentent les perspectives
d’évolution de I'architecture pour prédire I'état d’avancement dans le cycle annuel en
fonction du contenu en eau et en sucres solubles (directement ou par I'intermédiaire
de la résistance au gel).

Figure 2.19 Relation entre résistance au gel observée et simulée selon le modele.

Figure 2.20. Cinétique d’évolution de la résistance au gel chez J.regia cv Franquette lors
de trois hivers différents (2 en plaine, un en moyenne montagne). Les carrés orange
indiquent les valeurs observées, la ligne noire les valeurs simulées. ER et BB indiquent
les dates simulées de levée d’endodormance et de débourrement, respectivement.

Tableau 2.1. Dates de débourrement des bourgeons apicaux (A) et latéraux (L) chez
différentes variétés de noyers européens (Chandler, Franquette, Lara et Serr) et
hybrides entre noyer européen et américain (précoces et tardifs) exprimés en jours
juliens + écart-type; des lettres différentes indiquent des différences significatives au
sein de la méme année et site. Dans les deux dernieres colonnes sont indiquées les
heures de froid nécessaire pour lever l'endodormance et le délai moyen de
débourrement a 25°C un fois I'’endodormance levée.
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Introduction

Introduction

Les basses températures, et notamment le gel, constituent 'un des facteurs majeurs
limitant 1’aire potentielle de répartition des végétaux. En effet, la croissance, la capacité
photosynthétique, la capacité du xyleme a conduire la seéve brute et la survie sont fortement
limitées par ce facteur. De ce fait, les végétaux pérennes ont développé des mécanismes
d’acclimatation afin de supporter les risques de gel lors des périodes ou ils sont les plus
fréquents et intenses. Malgré cette capacité a développer une résistance, le gel peut provoquer
des dommages important lors des phases de transitions entre période végétative et période de
repos hivernal. En effet, a ces périodes, le niveau de résistance peut étre plus faible que
I’intensité des gels rencontrés.

Ce mécanisme d’acclimatation se déroule en étroite relation avec les conditions
environnementales : déclenché par la diminution de la photopériode a la fin de 1’été, puis, par
la suite, par les basses températures. A la fin de I’hiver, la remontée des températures
provoque une diminution de cette résistance au gel. Concomitamment, on observe une phase
d’inhibition de la croissance des bourgeons, la dormance, sous contrdle des mémes signaux
environnementaux et permettant aux arbres de ne pas exposer de jeunes feuilles
particulierement fragiles a une période peu favorable a leur fonction : la photosynthese.

De ce fait, I’évolution future des températures telles que prédite par le GIEC (2007)
pourrait fortement influencer les niches climatiques potentielles des especes végétales. Au
niveau de leurs marges chaudes (limite méridionale ou de basses altitudes de leur niche
climatique) pourrait €tre observée, par exemple, une insuffisance des besoins de froid pour
lever la dormance. Par ailleurs, au niveau de leurs marges froides (limite septentrionale ou de
hautes altitudes), des températures plus chaudes pourraient engendrer un débourrement
accéléré impliquant une augmentation des risques d’exposition aux gels tardifs, une
acclimatation ralentie et une désacclimatation accélérée. Différentes études ont été publiées
récemment sur I’impact de ces changements globaux sur les cycles annuels de croissance, ou
sur I’évolution de I’état d’acclimatation au gel essentiellement par I’intermédiaire de relations
directes entre température et évolution de la résistance au gel ou de la dormance.

Outre la relation directe avec les conditions environnementales, le mécanisme
d’acclimatation est un phénomene actif, nécessitant la mobilisation des réserves, notamment

de I’amidon stocké au cours de la période d’activité photosynthétique. De nombreuses études
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Introduction

ont montré le lien entre résistance au gel et contenu en eau et en sucres solubles, et il a été
récemment publié un modele permettant de prédire la résistance au gel en fonction du contenu
en eau, en sucres solubles et des températures. Ainsi, un stress subi au cours de la période
estivale peut, sans étre 1étal, avoir des conséquences différées quant a la résistance vis-a-vis
du gel, I’hiver suivant, en limitant les capacités d’endurcissement.

Dans ce contexte-la, il apparait donc important de pouvoir prédire I’évolution de la
résistance au gel, a partir de variables climatiques uniquement, afin d’utiliser en variables
d’entrées, les sorties des modeles d’évolution climatique, mais en utilisant une approche
intégrant les mécanismes physiologiques de 1’acclimatation au gel, en tant que variables
intermédiaires. L’objectif de ce travail est de développer cette approche, en caractérisant
I’évolution du contenu en eau et du contenu en sucres solubles en fonctions de variables
climatiques.

Ce travail s’articule autour de 6 projets de publications. Dans un premier temps, la
réponse de différentes especes aux contraintes engendrées par le gel a été caractérisée en
terme de sensibilité a I’embolie hivernale, a la lyse cellulaire ainsi qu’en terme de besoins de
température nécessaire au débourrement. Ces capacités de résistances (cellules vivantes et
systtme vasculaire) ont été caractérisées et mises en relation avec la limite altitudinale
potentielle de chaque espece, trait phénotypique sous le contrdle des basses températures
essentiellement (Article 1).

Cette étude ayant permis de sélectionner une espece modele, le noyer Juglans regia L.,
il nous a paru important de caractériser les variations spatio-temporelles de sa sensibilité et les
modifications physiologiques déclenchées (Article 2). Ceci permis d’estimer les risques
relatifs a cette espece dans les conditions environnementales actuelles, notamment les
périodes critiques vis a vis du climat au regard de 1’évolution de la résistance au cours de
I’hiver (Article 3).

Puis, différents conditionnements ont été réalisés sur de jeunes arbres en contrdlant la
température (froides ou douces) et le contenu en eau de la plante (par défoliation plus ou
moins précoce) afin de mieux caractériser les interactions entre climat, contenu en eau, en
sucres et leurs impacts sur la résistance au gel (Article 4).

La relation entre les dynamiques d’acclimatation et de dormance a également été
étudiée entre différentes variétés de noyer afin de mettre en évidence la part des
déterminismes environnemental et génétique dans ces processus (Article 5).

Enfin, a partir des conclusions principales tirées de I’ensemble de ces données, un

modele prédictif de la dynamique de dormance et de 1’évolution de la résistance au gel en
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fonction de variables environnementales (température de 1’air, du sol et evapotranspiration
potentielle) a été élaboré (Article 6).

Ce modele permet un couplage avec d’autres modeles prédisant la physiologie en
période estivale et ainsi, peut faire I’objet de simulations en fonction de parametres
climatiques futurs, prédire la vulnérabilité de cette espece et 1’évolution potentielle de son aire

de répartition.
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Synthese Bibliographique. 1. Conditions environnementales durant la période hivernale

Syntheése Bibliographique

1. Conditions environnementales durant la
période hivernale

Préalablement a I’étude de l’effet des conditions hivernales sur les végétaux, la
définition de ces conditions semble nécessaire d’un point de vue physique, notamment sur le
solvant biologique, 1’eau. Puis pour comprendre les variations des conditions

environnementales, quelques notions de climatologie seront abordées.

1.1. Quelques définitions

Qu’est ce que la température ? 1l s’agit d’une grandeur physique caractérisant
I’agitation thermique des particules au sein d’un systeme défini. En effet, aux échelles
atomique et moléculaire, on observe une agitation permanente sous forme d’un mouvement
brownien (i.e. électrons autour du noyau ou molécules en phase liquide ou gazeuse), pour peu
que la température soit supérieure au 0 absolu (0K, -273,15 °C). Cette agitation est d’autant
plus rapide que la température est élevée. Ainsi, selon ce degré d’agitation, les différents états

physiques de la matiere sont engendrés (Figure 1.1) :
¢ molécules tres espacées et agitées : état gazeux,
¢ molécules plus rapprochées, agitation plus faible : état liquide

e arrangement entre molécules stable avec une vibration autour d’une position moyenne

: état solide.

L’unité de mesure de la température est le Kelvin (Systeme International depuis 1954)
dont I’origine (appelé 0 absolu) correspond a une agitation moléculaire nulle, +273,15K a la
transition d’état solide/liquide de 1’eau pure et +373,15K a la transition liquide/gaz a la
pression atmosphérique moyenne (1013 hPa). Cette agitation thermique est une énergie
cinétique qui peut donc étre transférée d’une molécule a une autre par chocs aléatoires et
successifs. On considere trois modes de transfert de la chaleur : la conduction par contact, la
convection par déplacement d’un corps avec l'énergie qu'il contient et le rayonnement par

émission de rayons lumineux (Monteith, 1972).
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Figure 1.1. Agencement tridimensionnel de molécules d’eau en fonction de la température avec, en
pointillé les transitions entre les différents états de la matiere.

Le froid n’est qu'une grandeur relative soumise a 1’appréciation de 1’observateur. On
peut le définir comme étant un état thermodynamique pour lequel les molécules ont une faible
énergie cinétique et ’on considere généralement qu'une température inférieure a 5°C est
froide, du moins en biologie. La notion de gel, elle, n’est utilisée que lorsque la température
est inférieure a la température de cristallisation de 1’eau pure. En deca de cette température,
I’eau passe de I’état liquide (arrangement désordonné des molécules) a 1’état solide
(arrangement ordonné par établissement de 4 liaisons hydrogenes par molécule d’eau formant
une structure cristalline) sous forme de glace ou de neige.

La formation de cristaux de glace ne peut s’effectuer que s’il existe un point de
nucléation permettant la formation d’une structure cristalline des molécules d’eau et sur
lesquelles peuvent s’établir des liaisons hydrogenes. Tant que les molécules d’eau ne
rencontrent pas de point de nucléation, elles peuvent rester a 1’état liquide a des températures
tres inférieures a 0°C (Muldrew et al., 2004), ce que 1’on appelle un état de surfusion (ou
« supercooling »).

On distingue deux types de nucléation : hétérogene et homogene. La nucléation
hétérogene a lieu lorsqu’une particule constitue le point initiateur de la cristallisation, cela
peut-étre une irrégularité de paroi, une bactérie (INA : Ice Nucleation Active bacteria ; Guy,
2003) ou tout autre particule (organites, macromolécules) avec lesquelles les molécules d’eau
peuvent établir des liaisons hydrogene stables. Cette nucléation intervient généralement a des
températures comprises entre O et -8°C. La nucléation homogene est, elle, initiée

exclusivement par des molécules d’eau. Dans ce cas, la température doit étre beaucoup plus
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basse ; jusqu’a -38°C pour de I’eau pure, température qui constitue ce qu’on appelle le point
de nucléation homogene (Fletcher, 1970 ; Rasmussen & Mc Kenzie, 1972). En solution, les
molécules d’eau interagissent par établissement de liaisons hydrogene transitoires et, plus la
température diminue, plus la durée d’existence de ces liaisons augmente. Lorsque les
molécules commencent a s’agréger en couches, elles forment des agglomérats. La
cristallisation s’initie lorsque ces agglomérats atteignent une taille critique de 1,13 nm de
diametre, soit environ 190 molécules (Sakai & Larcher, 1987).

Les molécules d’eau, en passant de 1’état liquide (instable) a I’état solide (plus stable),
créent des liaisons intermoléculaires, et cette augmentation de la stabilité s’accompagne d’un
dégagement de chaleur latente (80 cal.g™) observable par I’augmentation transitoire de la
température, appelé exotherme (Figure 1.2). A I'inverse, lors de la fusion, il y a rupture des
liaisons entre molécules qui est une réaction endothermique. Ainsi, si I’on congele un liquide,
la température va diminuer jusqu’a la température de nucléation, puis la création des liaisons

au sein du cristal réchauffe le milieu réactionnel (exotherme de formation de la glace).

0°C
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Déconggélation

o
o
)

Temperature

e RITTT R 72 g v ra7iFs A o ifs 44 3% o 8 s 0o na R
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Figure 1.2. Température et changement d’état au cours de la congélation et de la décongélation d’eau

pure (a) et d’'une solution aqueuse (b). NT: Température de Nucléation, SC: Surfusion, FP: point de
congélation, MP : point de fusion, A : Dépression du point de fusion (d’apres Sakai & Larcher, 1987).
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Si I’on considere, non plus de 1’eau pure mais un liquide biologique qui contient de
nombreux solutés, le comportement differe un peu. Sachant que, les molécules solubilisées
dans le solvant aqueux vont interagir en créant des liaisons faibles avec les molécules de
solvant, la présence de solutés induit la nécessité d’une température plus basse pour former
des liaisons cristallines entre molécules d’eau, ce phénomene est appelé dépression du point
de fusion (Mazur, 2004). Ainsi, pour une solution diluée, la dépression du point de fusion

créée est :

fus

ou AT : dépression du point de fusion ; R : la constante des gaz parfaits ; Ty, : température de
fusion du solvant pure ; AHg,s enthalpie de fusion du solvant ; XB concentration du soluté).

Généralement, on considere, en cryobiologie, que la dépression du point de fusion est
de 1,86°C.mol™. Ceci implique qu’un liquide physiologique contenant de 0,5 a 1 mole de
solutés voit son point de fusion abaissé de quelques degrés au maximum.

Lorsqu’il y a congélation d’une solution diluée, le solvant forme une structure
cristalline pure en expulsant le soluté dans la phase liquide résiduelle abaissant
proportionnellement son point de fusion. A I’équilibre, le potentiel chimique de la glace est
égal a celui de I’eau liquide en contact. Et, si la température diminue encore, le solvant en

phase liquide va €tre de plus en plus concentré, son point de fusion de plus en plus bas,

8 (°C) T
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Figure 1.3. Courbe d’équilibre d’une solution de chlorure de sodium en fonction de la température (0)
Lorsqu’une solution [NaCl]=1mol.L-! est placée a -10°C, sa température s’abaisse d’abord jusqu’a -2,5°C
(point a) ; de la glace se forme et la solution se concentre progressivement jusqu’au point d’équilibre {3. Un
refroidissement ultérieur produit une nouvelle formation de glace. La concentration en chlorure de
sodium peut augmenter jusqu’au point eutectique EU (5,4 mol), ou la glace cesse de se former; les
nouveaux cristaux qui apparaissent sont constitués du meélange eutectique (H20 + NaCl). Pour des
solutions plus concentrées, c’est le sel qui précipite le premier. Ce schéma indique les 5 mélanges qui
peuvent exister en fonction de la température et de la concentration en NaCl (d’aprés Derreudre & Gazeau,
1992).
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jusqu’a une température a laquelle I’ensemble de la solution va cristalliser, le point eutectique
(Figure 1.3). Ce point eutectique est le point de fusion d’un mélange de deux corps ayant le

comportement d’un corps pur, autrement appelé un eutectique (Muldrew et al., 2004).

1.2. Bioclimatologie hivernale

Dans tout systeéme, selon le premier principe de la thermodynamique, il y a
conservation de I’énergie. On retrouve cet équilibre entre la géosphere et ’espace ; 1’énergie
absorbée sous forme de radiations solaires étant égale a 1’énergie émise vers 1’espace.
Néanmoins, il existe des contrastes importants au sein du systeme géosphere entre les
différents compartiments (i.e. atmosphere vs lithosphere) qui conduisent a des évolutions des
conditions environnementales selon des gradients spatio-temporels. Environ la moitié de
I’énergie solaire arrivant au niveau de 1’atmosphere (1360 W.m?) est absorbée par la surface
terrestre (47%), 27% sont réfléchis (directement, par le couvert nuageux ou par la surface
terrestre) et 26% absorbée par 1’atmosphere (Figure 1.4). Cette situation ne peut pas étre
stable car chaque corps, ayant une température supérieure a OK, émet des radiations
proportionnellement a sa température de surface. L’énergie absorbée est réémise sous forme
de radiations de longueurs d’ondes plus longues (supérieures a 4000 nm soit essentiellement
dans le domaine des infrarouges ; Nobel, 1987). Une quantité supérieure a 1’énergie solaire
entrante est émise par la surface terrestre (111%) dont une majeure partie est directement
renvoyée a la surface terrestre (96%) par ce que 1’on appelle I’effet de serre. Et, seulement
73% de 1’énergie entrante est renvoyée vers I’espace en provenance de 1’atmosphere. Des
différences importantes dans la quantité d’énergie entrante existent selon la latitude (moyenne
annuelle comprise entre 400 W.m?a I’équateur et 200 W.m? aux poles ; Woodward, 1987).

On observe une évolution similaire de 1’équateur vers les latitudes élevées, ou de 1’été
a I’hiver. En effet, I’angle d’incidence des rayons lumineux est perpendiculaire a 1’équateur et
diminue avec la latitude alors que I’épaisseur de la couche atmosphérique traversée, elle,
augmente. Entre été et hiver, on observe également la méme tendance. Ainsi la quantité
d’énergie solaire entrante diminue fortement. Par exemple, -80% entre été et hiver a Kew
Garden (51,5°N) : de 40,4 MJ m” en été a 8, 7MIJ .m” en hiver (Monteith & Unsworth, 1990).

Des gradients sont également observés a 1’échelle locale a cause, par exemple, de
variations topographiques (i.e. exposition Nord (ubac) / Sud (adret)), de variation du couvert

nuageux (qui renvoie environ 90% de 1’énergie radiative émise par le sol), de la présence d’un

21



Synthese Bibliographique. 1. Conditions environnementales durant la période hivernale

a) En pourcentage du flux moyen exdraterrestre

100
Sy =3

Atmosphere

BT 2 i)

e TS
Tt e
-2
b) En W.m
S.= 350
Gr=21 Bt Lu=25&

’ asﬂﬁ.i. ."'.E 48

= "’;/,/ Bathe Balas 2

Figure 1.4. Bilan énergétique moyen de la terre; Se: : Energie solaire entrante, S, : Energie réfléchie par
I'atmosphere, Sic: Energie réfléchie par les nuages, Sis: Energie réfléchie par la surface terrestre, S,:
Energie absorbée, Lys : Energie émise par la surface terrestre, L. : Energie absorbée par I'atmosphére, Lq :
Energie réémise vers la surface terrestre par les nuages et 'atmosphére, Lyw : Part de I'énergie émise par
la surface terrestre qui part vers I'espace extraterrestre directement. L, : Energie émise par 'atmosphére
et les nuages (d’apres Woodward, 1987).

couvert neigeux qui peuvent affecter 1’albédo (rapport entre 1’énergie solaire réfléchie et
I’énergie solaire incidente). Bootsma (1976) a relevé une différence de température de 6°C
entre une cuvette et un sommet distants d’1 km dans un paysage collinéen. Ces différences de
températures relevées dépendent de la nature du terrain et de la possibilité pour I’air froid de
sortir des dépressions (vallées vs cuvettes). L’énergie radiative émise par le sol étant
relativement constante (25 a 30 MJ m? journalier 8 Hamburg ; Monteith & Unsworth, 1990),
un couvert nuageux aura un effet différent selon la saison. En été, I’effet principal sera de
diminuer 1’énergie arrivant au sol alors qu’en hiver, il aura plutdt I’effet inverse, limitant la
réflexion de I’énergie radiative ascendante et, donc, le refroidissement radiatif.

Un autre facteur influencant fortement 1’albédo (notamment en altitude et en milieu

continental) est la neige, qui est une forme de précipitation. Elle est observée lorsque dans un
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nuage, des molécules d’eau cristallisent autour d’un point de nucléation. Si tout au long de
leur chute, la température est inférieure a 0°C, ils s’agreégent les uns aux autres pour former
des flocons. Au sol, ils forment une couche plus ou moins dense qui peut réfléchir jusqu’a
98% des rayons lumineux. Le manteau neigeux, composé de multiples couches de flocons et
d’air exerce un effet isolant (0,05 Wem 'eK™! en moyenne), permettant de maintenir une
température du sol positive. Le manteau neigeux peut mé€me constituer une protection
thermique permettant une différence de 30°C entre la température de 1’air et celle du sol
(Ylimaki, 1962).

La température de I’air influe sur la température du végétal (Figure 1.5). Un organe
végétal s’équilibre en général rapidement avec son environnement proche (i.e. bourgeons de
pommiers en 10-20 minutes, Pisek, 1958). Les parties souterraines resteront relativement
protégées par I’effet isolant et 1’inertie thermique au sein du sol et ce, d’autant plus que son
humidité est importante (Kreutz, 1942). Mais les parties aériennes, pour leur part, seront plus
exposées aux variations de températures. A 1’échelle d’un couvert végétal, les températures
les plus froides sont en général relevées a l’interface végétation/atmosphere (Tappeiner,
1985). Et la canopée, en limitant la perte thermique radiative, limite les risques de
températures gélives dans le sous bois. En revanche, la réaction d’évaporation de I’eau a partir
des tissus est endothermique ; elle abaisse leur température, ainsi la température du végétal est
généralement inférieure de 1 a 3°C a la température de 1’air environnant (Cannell & Smith

1986 ; Sakai & Larcher, 1987).
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Figure 1.5. Températures minimales de différentes parties d’'un bananier, de I'air et du sol durant un
événement de refroidissement radiatif (d’apres Shmueli, 1960).
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La température des organes aériens d’une plante sera dépendante essentiellement de
I’heure de la journée, de 1’époque de I’année, de la présence d’un couvert nuageux, de la
vitesse du vent, de la position dans la canopée, de la hauteur par rapport au sol ainsi que du
ratio surface/volume. Concernant les racines, I’heure de la journée et I’époque de 1’année ont
une influence non négligeable mais sa profondeur dans le sol et les propriétés influencant sa
balance énergétique (humidité, densité, couleur, épaisseur de la litiere, du couvert neigeux)
sont a prendre en compte également. Ces conditions ne sont pas homogenes mais constituent
une mosaique complexe de microclimats qui influencent, chacun, une partie de la plante ou du
couvert (Fitter & Hay, 1987). L’ensemble de ces éléments est a prendre en considération dans
I’évolution des conditions environnementales et dans 1’étude de leur impact sur la physiologie

des plantes pérennes.

1.3. Et les changements climatiques ?

Selon le rapport du GIEC, a 1’échelle globale, onze des douze années, durant la
période 1995-2006, ont figuré parmi les douze années les plus chaudes depuis le début de
I’enregistrement des températures (1850). On observe une élévation du niveau des mers en
accord avec la tendance de réchauffement. De plus, une nette diminution des surfaces
couvertes par les neiges (couvert neigeux et glaciers) d’environ 6% est observée depuis les
années 1980. Le GIEC estime tres probable une diminution du nombre de journées froides, de
nuits froides et de gel sur les terres émergées depuis 5S0ans (IPCC, 2007).

Ces variations de température ne sont expliquées par des modeles climatiques qu’en
intégrant des forcages naturels (excentricité de I’orbite, obliquité de 1’axe, précession des
équinoxes, activité solaire, volcanique) et anthropiques (augmentation des gaz a effet de serre,
notamment). En effet, si I’on considere les forcages naturels uniquement, les températures
auraient dii refroidir durant les cinquante dernieres années. Ainsi, il est probable que les
activités anthropiques soient la cause d’évenements climatiques extrémes (chauds et froids)
plus fréquents. Mais, a cause de la multitude de facteurs interagissant au sein du systeme
climatique, I’ensemble des conséquences engendrées sur les systemes physiques et
biologiques par ce réchauffement ne pourra étre estimé qu’a travers une durée plus importante
des études d’impact (IPCC, 2007).

Sous l’effet de températures moyennes plus élevées, la diminution de surface du

couvert neigeux risque de constituer une rétroaction climatique car la diminution de 1’albédo
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Figure 1.6. Prédiction d’évolution de la distribution des températures (source IPCC).

de surface va engendrer une température de surface supérieure réchauffant I’environnement
proche. Ce parametre risque d’étre particulierement important dans les régions boréales.
Quelque soit le modele et le scenario utilisé€, I’augmentation des températures moyennes sera
plus importante en été, mais significative également en automne, hiver et printemps : entre 2
et 5°C d’augmentation (Christensen & Christensen 2007). Par ailleurs, la moyenne mais
également la variance des températures seront trés probablement augmentées avec une
fréquence des évenements de gel, certes plus faible, mais une intensité similaire (Figure 1.6).
Ainsi, la distribution, I’intensité et la fréquence des évenements de gel risquent d’étre

profondément modifiés dans les futures décennies (Woldendorp et al., 2008).

2. Stress induit par le froid, le gel sur les
plantes

Apres ces quelques éléments permettant de mieux comprendre 1’évolution des
conditions environnementales, nous allons voir comment les végétaux sont affectés par leur
environnement thermique. Le stress engendré par les conditions hivernales est multifactoriel.
En hiver, les plantes pérennes subissent un effet prolongé des basses températures (Chilling :
températures positives et inférieures a cinq degrés) et, plus transitoirement, un effet du gel
(Freezing : températures négatives). En réalité, ce que 1’on définit comme stress di au gel est
une contrainte supplémentaire due a la formation de glace engendrée par le stress des basses
températures. Lorsqu’il y a gel, au stress strictement thermique s’ajoute d’autres stress
secondaires tels que stress osmotique, hydrique, mécanique. Si le stress dii aux faibles
températures n’exerce une contrainte significative que sur les plantes tropicales, le stress di
au gel, lui, en exerce une sur I’ensemble des végétaux et, en particulier, sur leurs parties
pérennes. Nous allons détailler les effets de ces stress sur les plantes a différentes échelles

(moléculaire, cellulaire, de 1I’individu et de 1’espece).
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2.1. Effet des basses températures

2.1.1. Impact sur les membranes

A Tlinterface entre la cellule et le milieu environnant, c’est-a -dire au niveau
membranaire, lorsque la température baisse, les queues hydrophobes des lipides contenus au
sein d’une bicouche passent d’un état désordonné, fluide (L) a un état gélifié, plus rigide (Lp)
(Figure 1.7). Les interactions hydrophobes entre chaines carbonées sont renforcées et les
rotations des chaines autours des liaisons C-C ralenties (Come et al., 1992). Les mouvements
des lipides (diffusion latérale, rotation et flip-flop) se trouvent ralentis, la viscosité augmente
au sein de la bicouche et la membrane passe d’un état liquide pour s’approcher de I’état de gel
(Lyons, 1973, Lee 1975). Cet état rigidifié va limiter les échanges a I'intérieur de la bicouche
lipidique et, surtout, entre I’intérieur et I’extérieur de la cellule.

Au froid, 1’agitation moléculaire plus faible ralentit la diffusion simple de molécules a
travers la membrane, et, les lipides membranaires figés vont également exercer des
contraintes plus ou moins importantes sur les protéines membranaires. Parmi ces protéines,
certaines sont des protéines intrinseques exercant une fonction de canal, c’est-a-dire
permettant la diffusion facilitée et les transports actifs de molécules au travers la membrane.
La contrainte infligée par la rigidification des lipides restreint la possibilité de réarrangement
tridimensionnel nécessaire a 1’accomplissement de leur activité biologique (Wolfe, 1978).
Certaines pourront étre bloquées en position ouvertes, d'autres fermées. D’autres protéines
membranaires ont une activité enzymatique qui va également étre perturbée par une
rigidification de la membrane comme 1’ ATPase (Grisham & Barnet 1973).

Par ailleurs, I’effet sur la perméabilité membranaire dépend de la vitesse et de la durée
du refroidissement. Lors d’un refroidissement lent et maintenu, la membrane est dans un état

contracté qui restreint le passage de petites molécules, diminuant sa perméabilité a ’eau d’un

T
)il

L, L
- " B
désordrg rigidiication séparation de phase

Figure 1.7. Systéme lamellaire de mélanges de phospholipides : L chaines aliphatiques désordonnées,
fluide (hautes températures) ; Lg chaines aliphatiques rigides (basses températures) et Ly séparation de
phases de composition différentes aux températures intermédiaires (d’aprés Come et al., 1992).
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tiers (Blok et al., 1976). Une perméabilité diminuée au niveau des racines provoque un
déséquilibre de la balance absorption/transpiration engendrant un stress hydrique (Sachs, 1864
; Molish, 1896). Mais si le refroidissement est rapide et non uniforme, on peut retrouver une
contraction hétérogeéne, créant ainsi des fractures au sein de la membrane et une fuite
potentielle. Dans ce cas, la perméabilité est augmentée et les cellules peuvent se retrouver en

état de pseudo-plasmolyse (Levitt, 1980).

2.1.2. Perturbations métaboliques

La température exerce une influence sur la vitesse des réactions chimiques, et, par
conséquent, biologiques, par application du principe de Van’t Hoff (1884) : « Une élévation
de température appliquée a un systeme fermé en équilibre et maintenu a pression ou a volume
constant entraine un déplacement voire une rupture d'équilibre dans le sens de la réaction
qui, a température et pression ou volume constants, est endothermique. ». Autrement dit,
selon le principe de Le Chatelier (1884), les équilibres réactionnels vont étre déplacés : «
Lorsque les modifications extérieures apportées a un systeme physico-chimique en équilibre
provoquent une évolution vers un nouvel état d'équilibre, l'évolution s'oppose aux
perturbations qui l'ont engendrée et en modeére l'effet. ». Par conséquent, si I’on se place dans
le sens d’une diminution de la température ambiante, cela va favoriser les réactions chimiques
dans le sens exothermique, donc dans le sens catabolique au détriment de 1’anabolisme. Les

réactions biochimiques sont catalysées par des enzymes dont I’activité est dépendante de

I’exponentielle de I’opposé de I'inverse de la température (k=axe ® ; Arrhenius, 1889).
Ainsi, une baisse de la température limite fortement la vitesse des réactions métaboliques
(Come et al., 1992). Chez les plantes sensibles, un effet seuil existe, en deca duquel, la
constante catalytique chute rapidement. Ce seuil est différent selon les enzymes et especes
mais se situe généralement dans une gamme de températures comprises entre 5 et 12°C
(Lyons & Raison, 1970) (Figure 1.8).

Au dela de l'effet sur la cinétique réactionnelle, les macromolécules étant stabilisées
par des interactions faibles (du type interactions de van der Waals, liaisons hydrogene,
interactions hydrophobes, interactions ioniques), celles-ci peuvent étre affectées par la
température. Ainsi, la stabilit¢ et la solubilit¢ des protéines globulaires peuvent E&tre
directement affectées (Siddiqui & Caviocchioli, 2006). I a ét¢ montré que les basses
températures pouvaient également engendrer la dénaturation de la structure quaternaire des

protéines ou des complexes protéiques (Pastore ef al., 2007). Les ARN sont également
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Figure 1.8. Diagrammes d’Arrhenius pour I'oxydation du succinate par des extraits de mitochondries chez
des plantes sensibles (en haut) ou résistantes au froid (en bas) (d’apres Lyons & Raison, 1970).

influencés, et leurs structures secondaires stabilisées, ce qui peut diminuer 1’acces des
séquences Shine-Dalgarno aux ribosomes et donc diminuer la traduction de différentes
protéines (Ruelland et al., 2009).

Les basses températures engendrent également un déséquilibre au niveau de la
photosynthese (Ensminger et al., 2006 ; Huner et al., 1993). On observe un appauvrissement
en phosphate inorganique qui n’est plus recyclé vers le chloroplaste (Furbank er al., 1987;
Hurry et al., 1993, 2000). L'augmentation de la viscosité membranaire, diminue la diffusion
de la plastoquinone et la chaine de transport d'électrons est ralentie (Griffith et al., 1984a ;
1984b). Les réserves carbonées vont de ce fait progressivement diminuer car la perte
engendrée par 1’activité respiratoire ne sera plus compensée par la photosynthese.

De plus, au sein des antennes collectrices des photosystemes, la chaine de transport
des électrons va étre saturée et les électrons en exces participer a la formation de composés
toxiques en interagissant avec 1’0, par des ruptures homolytiques de liaisons formant donc,
des radicaux libres (molécules contenant un électron non apparié) (Benson & Bremner, 2004).
Ces radicaux libres vont, en arrachant un électron a la couche périphérique d’un autre atome,
pouvoir reformer un doublet tout en créant un autre radical libre, on parle de ROS (« Reactive
Oxygen Species ») (Ruelland et al., 2009 ; Soitamo et al., 2008 ; Yun et al., 2010). Ces ROS
vont s’accumuler car les enzymes du métabolisme antioxydatif sont peu actives a basse

température (Miller et al., 2008).
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Ces ROS peuvent réagir avec différentes classes de molécules :
e ADN : avec lesquels ils induisent des mutations (Breen & Murphy, 1995)

e Lipides : par péroxydation des doubles liaisons des acides gras insaturés (Esterbauer et

al., 1988 ; 1991)

e Protéines : en créant des ponts interprotéiques ou déstabilisant les structures

secondaires, tertiaires ou quaternaires (Esterbauer et al., 1991).

2.1.3. Echelle macroscopique

A T’échelle individuelle, 1'influence des basses températures se traduit essentiellement
a travers 1’effet sur la vitesse de réactions catalytiques, en un ralentissement de la croissance
des plantes et un retard de leur phénologie. Par conséquent, la durée de leur cycle annuel de
croissance peut €tre prolongée jusqu’a une période ou les températures diminuent et les
risques de gel augmentent. On peut déterminer une température moyenne en deca de laquelle
elles ne peuvent se reproduire (Tranquillini, 1979). Ainsi, dans les Alpes européennes, on ne
trouve des arbres qu’a des altitudes ou les températures moyennes dépassent 5°C pendant 100
jours (Brockmann-Jerosch, 1919 ; Ellenberg, 1963 ; Korner, 2003). En deca de ces
températures, la croissance et la capacité reproductive se trouvent fortement limitées. Par
exemple, Juncus squarrosus produit des graines a une altitude inférieure a 840m, mais a une
altitude supérieure, on ne peut rencontrer des individus de cette espece que suite a la
dispersion des graines par zoochorie (par moutons ou oiseaux), car les températures sont trop
basses pour permettre 1’accomplissement du cycle reproductif entier (Pearsall, 1968, d’apres
Korner, 2003).

Des températures comprises entre 0 et 10°C peuvent avoir un effet Iésant sur les
plantes tropicales (par diminution de la fluidit¢ membranaire et des enzymes associées,
essentiellement), mais les plantes originaires des climats tempérés ne sont pas 1ésées par ces
températures. Chez différentes especes d’arbres, la photosyntheése ne peut €tre completement
inhibée qu’apres la formation de glace extracellulaire (Neilson et al. 1972) et ceci peut étre

expliqué physiquement par 1’arrét de la diffusion du CO; par la glace (Larcher et al., 1973).

2.2, Effet du gel

Les blessures infligées par le gel sur les plantes peuvent étre directes ou indirectes et la
mort cellulaire n'est pas le résultat d'un seul mécanisme mais de la conjonction de plusieurs

effets tels que les contraintes osmotique et mécanique (Steponkus, 1981). Les blessures
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directes engendrées par le gel ont lieu si la glace se forme a 'intérieur des cellules et aura
notamment pour résultat de déstabiliser les membranes (membrane plasmique de la cellule et
des organites), en influencant leur perméabilité et leur continuité (Ziegler & Kandler, 1980)
(Figure 1.9). Mais d’autres stress sont créés si la glace est formée au niveau extracellulaire. La
présence de glace peut interrompre les transferts d’eau ou d’oxygene (Pearce, 2001 ; Sakai &
Larcher, 1987), via une déshydratation poussée, engendrer une contraction et une rupture de

la membrane ou des stress mécaniques (Ruelland et al., 2009).

2.2.1. Formation de la glace dans les tissus végétaux

Lorsque les températures sont négatives, le cytosol et I’eau apoplasmique vont rester a
I’état liquide (en surfusion) jusqu’a ce qu’un point de nucléation (homogene ou hétérogene)
engendre la formation de glace. En milieu extracellulaire, la nucléation n’est que trés rarement
homogene, car elle nécessite des températures de 1’ordre de -40°C ou des volumes d’eau
supérieurs a ceux que 1’on rencontre chez les végétaux (méme chez les plus grands arbres ;
Pearce, 2001). L’initiation de la congélation peut se localiser a la surface des tissus (a cause
d’une humidité importante) chez la majorité des herbacées (Fuller & Wisniewski, 1998), par
la neige ou par des débris organiques et inorganiques (Pearce, 2004). Les bactéries actives
pour la nucléation de la glace sont des agents particuliecrement importants dans ’initiation de
cristaux de glace (Gurian-Sherman & Lindow, 1993 ; Wolber, 1993). Elles peuvent induire la
formation de cristaux de glace a partir de -2°C, mais ne sont souvent pas assez abondantes

pour étre biologiquement significatives (Lindow, 1990 ; Pearce & Ashworth, 1992). Ces

Figure 1.9. Cellulele végétale a température ambiante (a), congelée, en plasmolyse (b) et apres
décongelation, les membranes biologiques lysées (c) (d’apres Molish, 1897).
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bactéries ont adopté une stratégie pathogene visant a générer la formation de glace au sein des
espaces intercellulaire afin d'augmenter les dommages dus au gel au sein des tissus (Nejad et
al., 2004), notamment en produisant une protéine ayant un role d’agent de nucléation (Lindow
et al., 1978 ; 1982). 1l s'agit de bactéries du genre Pseudomonas (syringae, fluorescens,
viridiflava), Erwinia (herbicola, amylovora) ou Xanthomonas campestris. Les cellules
végétales ainsi lysé€es constituent un substrat nutritif pour la croissance de ces bactéries,
essentiellement par l'intermédiaire du fructose (Lindow & Leveau, 2002).

Certains agents de nucléation ont été extraits de plantes et leur composition semble
étre variée. Ils ont été identifi€és chez Opuntia et Lobelia comme étant des mucilages et des
sucres (Goldstein & Noble, 1991 ; Krog et al., 1979) ou des protéines (Brush et al., 1994).
Mais leur importance biologique est contestée car, isolés, ils permettent la nucléation de la
glace entre -5 et -7°C, alors que la formation de glace dans les plantes a partir desquelles ils
sont extraits s’effectue a partir de -2°C (Griffith & Antikienen, 1996).

La cristallisation de 1’eau tissulaire intervient, généralement au niveau apoplasmique
(extracellulaire) i.e. les vaisseaux de large diametre (Asahina, 1956) pour plusieurs raisons.
Le volume apoplasmique est plus important que le volume intracellulaire, donc d’un point de
vue strictement stochastique, la probabilité de formation d’un point de nucléation y est plus
importante. Par ailleurs, la concentration en soluté y est plus faible, donc la dépression du
point de fusion plus faible.

Chez les especes ligneuses, il semblerait que les événements de nucléation soient
principalement intrinseques (Pearce, 2001 ; Wisniewski et al., 1997) ; alors que chez les
herbacées, le point de nucléation est, plus généralement, d’origine extérieure. La glace croit a
I’intérieur des tissus en passant par différentes ouvertures comme les stomates (Wisniewski &
Fuller, 1999), ou, la majorité des évenements de gel ayant lieu la nuit alors que les stomates
sont fermés, par des hydathodes (structures présente sur les feuilles de nombreuses especes)
portant un pore ouvert en permanence (Pearce & Fuller, 2001).

Une fois formée, la glace va se propager tout le long des espaces connexes a une
vitesse relativement rapide (34 cm.min.°C”!, Levitt 1980). Les membranes constituent une
barriere a 1'extension des cristaux de glace (Chambers & Hall, 1932). La glace va également
plus difficilement s'étendre au niveau des parois cellulaires car l'eau y est contenue dans des
microcapillaires inférieurs a 0,1 um. Cette configuration abaisse la pression de vapeur de
l'ordre de 1% (Moor, 1960), ce qui abaisse la dépression du point de fusion (Levitt, 1980).
D’autres barrieres existent a la croissance de la glace mais elles ne sont pas clairement

identifiées (Wisniewski & Fuller, 1999). Ainsi au printemps la croissance du xyléme au
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niveau des bourgeons a 1’approche du débourrement chez le forsythia et le pommier
débloquent une barriere a I’extension de la glace (Ashworth et al., 1992).

La durée de congélation semble n’exercer que peu d’influence sur les blessures
engendrées jusqu’a 12 jours (Levitt, 1956 ; Palta e al., 1977). Par la suite, on retrouve une
relation entre blessures et temps de congélation jusqu’a 1 ou 2 ans (Sakai, 1956 ; Asahina,
1967). La répétition de cycles gel/dégel influence la sensibilité a la température dans certains
cas (Winkler, 1913 ; Thomas & Lazenby, 1968), mais pas toujours (Bird & Mc Lachlan, 1974
; Krasavtsev, 1973 ; Palta et al., 1977).

2.2.2. Congé¢lation intracellulaire

La congélation intracellulaire constitue une blessure directe engendrée par le gel ;
alors que la congélation extracellulaire n’engendre que des dommages indirects provoqués
essentiellement par la déshydratation poussée des protoplastes (Figure 1.10). La congélation
intracellulaire provoque toujours la mort cellulaire (Mazur, 1963 ; Wolfe & Bryant, 2001), a
I’exception de certaines conditions artificielles de congélation si les cristaux ne dépassent pas
une taille de 0,05 um (Shimada & Asahina, 1975). En effet, lors de sa formation, la glace
exclue tous les solutés présents dans le cytosol et, la concentration en certains composés
devient toxique. De plus, le potentiel osmotique de 1’eau liquide résiduelle étant tellement
important que 1’ensemble des interactions moléculaires (notamment hydrophobes) est
perturbé (Wolfe & Bryant, 2001).

On observe de congélation intracellulaire que si la congélation est rapide (< 8K.min™ ;
Siminovitch et al., 1978). Dans la nature, les vitesses de congélation sont généralement plus

faibles : de I’ordre de 5 K.hr'! (Levitt, 1980 ; Sakai & Larcher, 1987). Cette vitesse est

Solution affects Injury Intracellular ice formation

Cell survival

Optimal cooling rate

Slow ' F(apid
Cooling Rate

Figure 1.10. Effet de la vitesse de congélation sur la survie d’'une cellule. Lorsque la vitesse est lente,

I'exosmose est importante et la concentration du cytosol devient lésante. Lorsqu’elle est rapide, on
observe la formation de glace intracellulaire (d’aprés Muldrew et al., 2004).
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considérée comme rapide et capable de produire de la congélation intracellulaire dans le cas
de plantes entieres (Levitt, 1958), mais pas sur des sections de tissus (Levitt, 1957). Ainsi, la
congélation sera intracellulaire si ’eau n’a pas le temps de diffuser hors de la cellule avant
d’atteindre la température de congélation.

En fait, la congélation intracellulaire est générée lorsque la cellule n’est pas capable de
maintenir I’équilibre avec I’extérieur. Par exemple, lors de congélation rapide, la formation de
glace et donc la concentration en solutés extracellulaires se produisent plus rapidement que la
capacité de réponse de la cellule par exosmose (phénomene de flux d’eau s’établissant de
I’intérieur de la cellule vers I’extérieur visant a rééquilibrer les potentiels osmotiques du
cytosol et de I’eau apoplasmique). Le cytosol se retrouve en état de surfusion et la probabilité
d’une nucléation est augmentée. Les conditions exactes de la congélation intracellulaire ne
sont pas encore totalement expliquées car la membrane constitue théoriquement une barriere
efficace a la croissance de la glace (Chambers & Hale, 1932 ; Luyet & Gibbs, 1937 ; Mazur,
1965) et on n’y retrouve pas d’agents de nucléation (Franks ef al., 1983 ; Rasmussen et al.,

1975). Trois théories sont évoquées a 1’heure actuelle :

e La théorie protéine-pore selon laquelle la glace pourrait croitre a travers des protéines
membranaires (Mazur, 1965). Le rayon minimal pour qu’une dendrite de glace soit
stable est dépendant de la température, ainsi quelque soit la taille d’un pore, il existe
une température en dessous de laquelle la glace peut croitre a travers ce pore (Acker et
al., 2001 ; Elliott, 2001 ; Mazur, 1965). D’autres études plus récentes confortent cette
théorie apres observation de propagation de glace intracellulaire a travers des pores
membranaires protéiques entre des couches lipidiques confluentes (Acker & McGann,

1998 ; Acker et al., 2001) ou des tissus (Berger & Uhrik, 1996).

e Une autre hypotheése consiste en une rupture de la membrane préalablement a la
formation de glace intracellulaire (Asahina, 1962). Ces ruptures peuvent étre créées a
la suite de différences de potentiels électriques transitoires dus a la séparation des

charges a I'interface glace/eau liquide (Steponkus et al., 1984).

e [’existence d’un phénomene de nucléation intracellulaire constitue la derniere
hypotheése. La glace extracellulaire pourrait induire la formation d’un point de
nucléation sur la membrane sans la rompre par une interaction restant a identifier

(chimique, électrique, mécanique, ionique ou thermique ; Toner et al., 1990).
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2.2.3. Stress secondaires engendrés par la congélation

En hiver, les contraintes sont multiples et les dommages engendrés par I’interaction de
différents phénomenes. Par exemple, lorsque le sol ou les tissus conducteurs du xyléme sont
gelés, I’absorption d’eau par 1’appareil racinaire est inhibée. L’évaporation de 1’eau contenue
dans les tissus n’étant pas nulle, en particulier lors de journées fortement ensoleillées, la
plante se desseche progressivement (Sakai & Larcher, 1987). Ce phénomene est relativement
fréquent chez les jeunes arbres en conditions montagneuses (Michaelis, 1934 a b ; Henson,
1952, Larcher, 1957 ; 1977 ; Wardle, 1971 ; Tranquillini, 1979). Le manteau neigeux exerce
un effet protecteur, chez Rhododendron ferrugineum, les individus protégés ne subissent
pratiquement pas de perte d’eau alors que ceux a découvert deviennent extrémement

déshydratés ; la totalité de I’eau libre s’évaporant (Larcher, 1963) (Figure 1.11).
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Figure 1.11. Humidité pondérale et indice de sécheresse relative (Déficit hydrique / déficit a partir
duquel apparaissent les premiers dommages) en fonction de la position sous le couvert neigeux pour des
plantes en limite altitudinale (d’aprés Larcher, 1963).

Mais le manteau neigeux peut s’avérer également dommageable pour les plantes
lorsqu’il est compact, glacé. La diffusion des gaz est tres ralentie et la concentration en CO,
issu de la respiration peut atteindre 44% (v/v), et celle en O, chuter a 3 a 5% (Freyman &
Brink, 1967 ; Rakitina, 1970 ; Smith & Olien, 1981). Ces conditions hypoxiques génerent
I’apparition de composés toxiques, et de lésions cellulaires. Si ces conditions apparaissent
alors que les plantes sont peu endurcies, leur capacités d’endurcissement se trouvent limitées
(Rakitina, 1965 ; 1967). Dans les zones a fort enneigement, 1’épaisseur de neige est telle que
les contraintes mécaniques engendrées sur les plantes peuvent générer des dommages

importants. Cette pression est dépendante de 1’épaisseur et de la densité de la neige.
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2.2.3.1. Déshydratation engendrée par la glace

Durant la cristallisation extracellulaire, tous les solutés sont expulsés dans une couche
d’eau non gelée trés concentrée qui va engendrer une différence de potentiel chimique entre
apoplasme et symplasme. L.’eau va donc traverser la membrane afin de rétablir 1’équilibre
osmotique. Ce nouvel équilibre va étre dépendant des concentrations intra et extra cellulaires.
Et, le volume final de la cellule peut étre déterminé a 1’aide de 1’équation de Boyle - van’t
Hoff :

V=n(Vo+b). l/a. +b

ou V : volume cellulaire ; mw. : osmolalit¢ de la solution extracellulaire ; b volume
osmotiquement inactif de la cellule ; m et Vo : volume cellulaire et osmolalité,
respectivement, pour 1’état isotonique.

La pression de vapeur en équilibre avec 1’eau liquide est supérieure a celle de la glace
quelques soit la température (Hackel, 1985). Ainsi, la glace va exercer une force d’attraction
des molécules d’eau a I’état liquide et les recruter au sein de la structure cristalline. La
pression de vapeur en équilibre avec la glace diminue avec la baisse des températures,
déshydratant d’autant plus le contenu cellulaire (Gusta et al., 1975 ; Pearce, 1988). La relation
entre I’osmolarité d’une solution en équilibre avec la glace et la température est :

Osmolarité = degrés en dessous de 0°C / 1,86 (Pitt, 1990)

Cette différence d’osmolarité engendre des mouvements d’eau a travers la membrane
dont la vitesse de transfert est limitée par la perméabilité membranaire et par le gradient
chimique imposé par la glace. Ce flux peut étre calculé :

dTVW:LP.A.R.T.(ﬂ'i_ﬂ'e)
t

ou VW : est le volume d’eau de la cellule ; t : le temps ; L, : la conductivité hydraulique ; A :
la surface membranaire ; R : la constante des gaz parfaits ; T : la température en Kelvin et m; et
7. : les osmolalités intra et extracellulaires, respectivement ; Muldrew et al., 2004).

Ainsi, a -18,6°C, I’osmolarité intracellulaire sera de 1’ordre de 10, environ 10 fois plus
que I’osmolarité initiale et il ne restera dans la cellule qu'un dixieme de 1’eau initiale et donc
une forte réduction de son volume (Pearce, 1988).

Les mouvements d’eau s’exercent a travers des protéines de membrane a fonction de
pores spécifique a I’eau (aquaporines) mais aussi par des transferts directs a travers la

membrane (Finkelstein, 1987). Ainsi, la perméabilit¢ membranaire est dépendante de la
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température (selon la relation d’ Arrhenius), alors que le volume final est seulement dépendant
de la différence d’osmolalités.

Dans le cas de cellules non endurcies, lors du gel, I’efflux d’eau provoque une
plasmolyse (contraction de la cellule) et la réponse membranaire pour diminuer sa surface est
soit de former des microvacuoles d’endocytose soit des extrusions exocytiques (Come et al.,
1992 ; Ruelland et al., 2009) (Figure 1.12). Si la perte de volume dépasse un seuil, la
réversibilité de ces mécanismes n'est plus possible. Au dégel, si l'influx d'eau est trop
important par rapport a la disponibilité des vésicules d'endocytose pour fusionner avec la
membrane du protoplaste, I'expansion du volume menera a la lyse cellulaire (Dowgert &
Steponkus, 1984 ; Wolfe et al., 1985). Chez le riz (Oriza sativa) et I'avoine (Avena sp), les
plantes non acclimatées ont un fort taux de lyse induite par I'expansion lorsqu'elles forment
des vésicules d'endocytose a la contraction. Les plantes acclimatées forment des vésicules
exocytique qui permettent de diminuer le volume cellulaire sans modifier 1'intégrité de la
membrane et ne subissent plus de lyse a 1'expansion (Uemura ef al., 1995).

Une cellule est composée d’eau a 60 jusqu’a 85% et le cytoplasme étant une solution
contenant de multiples solutés (protéines, acides nucléiques, lipides, sucres et autres), une

partie de cette eau interagit par liaisons hydrogene avec ces molécules (ce qu’on appelle I’eau
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Figure 1.12. Modification de volume et comportement des membranes en situation de gel/dégel.
Contraction générant des vésicules d’endocytose (A et B). Contraction générant des extrusions
exocytiques et capacité pour ces extrusion a disparaitre au dégel (C) ou non (D) (d’aprés Uemura et al,
2006).
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liée) et n’est donc pas capable de former de la glace. En utilisant différentes méthodes de
calorimétrie et de déshydratation ou par RMN, la quantité d’eau liée a été estimée en
moyenne entre 0,2 et 0,25 gramme d’eau par gramme de matiere seche (Sun, 1999). Donc,
environ 10% de I’eau cellulaire n’est pas congelable (Schreuders et al., 1996). Ainsi, la
déshydratation des cellules n’engendre pas de dommages jusqu’a 0,4 g.g”' de MS, mais, en
dessous de 0,3, les dommages augmentent fortement (Sun et al., 1999).

Entre deux membranes, les forces de répulsion sont augmentées lorsque leur distance
devient inférieures 2 25A (en dessous de ZA, les interactions de van der Walls engendrent une
attraction ; Leikin et al., 1993). Selon les interprétations actuelles, ces forces de répulsion sont
la conséquence d’une expulsion des molécules d’eau d’hydratation a la surface des
membranes. Lorsque I’on approche des valeurs de déshydratation fortes, 1’eau résiduelle ne
suffit plus pour empécher le rapprochement entre membrane plasmique et membranes des
organites. A faible distance (<2A), les parties hydrophiles des bicouches interagissent et
peuvent former des micelles inversés intermédiaires, les parties hydrophiles des lipides
membranaires tournées vers 1’intérieur, les parties hydrophobes vers I’extérieur (Figure 1.13).

Ces micelles inversés peuvent €tre convertis en une phase hexagonale de type II
(phase non lamellaire de micelles inversés incluant de I’eau a I’intérieur de chaque micelle :
similaire a la structure du beurre ; Lyons & Raison, 1970 ; Quinn, 1985) ou en attachements
interlamellaires (Ruelland et al., 2009) selon la courbure de la couche lipidique. Si la courbure
est importante on observe la formation de phase hexagonale, alors qu’une courbure
importante induit la formation d’attachements interlamellaires (Siegel, 1987 ; Uemura et al.,
1995). Ces structures génerent une perte dans la capacité de réponse a 1’osmose lors de
I’expansion au dégel. On observe dans ces conditions la formation de 1ésions par saut de
fracture (Uemura et al., 1995).

L’eau libre est effluée, le cytosol se concentre, ainsi, la dépression du point de fusion
augmente progressivement (Gusta et al., 1975). Le ratio eau libre / eau liée diminue ce qui a
pour conséquence d’abaisser le taux d’hydratation des parois et des membranes (Yoon et al.,
2003). La trop grande concentration en électrolytes va perturber les arrangements
tridimensionnels des protéines en agissant sur les interactions ioniques ce qui peut entrainer
une dénaturation complete (Wolfe & Bryant, 2001). Une autre conséquence de la
concentration en solutés du cytosol est I’oxydation des résidus thiols sur les résidus cystéines

des protéines créant des ponts disulfures intra et inter protéines (Levitt, 1980).
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Figure 1.13. Quantités d’eau non congelable en fonction de la température (T) dus a des effets osmotiques
et d’hydratation dans un systeme contenant des membranes (lignes épaisses), des macromolécules
(cercles gris), des solutés (S), de 'eau (blanc) et de la glace (gris). La présence de solutés et de surfaces
hydrophiles abaisse la température de congélation (Tf) a des températures négatives. Quand T < Tf, le
potentiel chimique de I’eau non congelable peut étre abaissé au niveau de celui de la glace par deux effets :
concentration en solutés dans la phase liquide et la succion engendrée par les forces d’hydratation entre
surfaces hydrophiles (d’apres Wolfe et al., 2002).

Comme nous l’avons vu, la glace extracellulaire génere une plasmolyse du
protoplaste, et par le volume plus important occupé par la glace par rapport a I’eau liquide,
une contrainte mécanique sur la paroi. Ces deux phénomenes couplés, et 1’adhésion entre la
membrane et la paroi aboutissent a un effondrement de la structure cellulaire sur elle-méme
(collapse ; Levitt, 1980). Chez certaines especes, la paroi est plus résistante et une lacune se
crée entre paroi et membrane, diminuant le déséquilibre entre la cellule et I’apoplasme. Ce

phénomene diminue I’intensité de la déshydratation (Zhu & Beck, 1991).

2.2.3.2. Génération d’embolie au sein du systéme conducteur

En sus de contraintes s’exercant au niveau cellulaire, la continuité hydraulique du
systtme conducteur de séve brute, le xyleme, est également affectée par les conditions
gélives. La conductivité hydraulique du xyleme est régie par le phénomene de cohésion-
tension (Dixon & Joly, 1894, 1895). Ce phénomene s’explique car il existe une continuité
hydraulique a travers toute la plante, des racines jusqu’aux stomates maintenue par les forces
de capillarité. La seéve en s’évaporant au niveau des feuilles induit un gradient de tension au
sein de ’ensemble du systeme conducteur. Cette pression hydrostatique négative permet de

transporter de grandes quantités d’eau des racines jusqu’au feuilles mais il s’agit d’un état
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métastable car cette tension est tres inférieure a la pression de vapeur de 1’eau (Cruiziat et al.,
2001). En cas de déséquilibre, la seve passe donc en phase vapeur lors du phénomene de
cavitation (Hacke & Sperry, 2001).

Ce phénomene de cavitation se produit lors d’une succession d’alternance gel/dégel et
les lumina des vaisseaux se retrouvent emplis d’air (Sperry & Sullivan, 1992). La théorie
actuelle de formation de I’embolie hivernale veut que lors de la prise en glace, I’air solubilisé
dans la seve brute soit expulsé de la structure cristalline de la glace et forme des bulles qui
peuvent, au dégel et si la séve est sous tension, se dilater jusqu’a emboliser le vaisseau
(Cruiziat et al., 2002). Le comportement de cette bulle va étre prédit par la loi de Laplace

(Hacke & Sperry, 2001 ; Cochard, 2006) :

ou Py, : Pression interne a la bulle, R : Rayon de la bulle, T : Tension superficielle
seve/air, Py : Pression de la seve xylémienne.
En fonction de la taille des bulles et de la tension existant dans la seve, ces bulles

peuvent avoir deux comportements différents (Figure 1.14) :

¢ une bulle d’un diametre important au sein d’une séve sous forte tension va former un
site de nucléation pour le passage de la seve de 1’état liquide a vapeur, la bulle se

dilate et embolise le vaisseau entier

¢ une bulle de faible diametre et une seéve sous faible tension, ou méme sous pression, se

resolubilise dans la seve.

La bulle d’air est donc soumise a la tension superficielle a 1’interface air/eau, et a la
pression hydrostatique de la seve. La tension superficielle est inversement proportionnelle a la
taille de la bulle, et le rayon de cette bulle est directement li€é au volume (donc au diametre) du
vaisseau considéré (a cause d’une plus grande quantité de gaz dissous) (Sperry & Sullivan,

1992 ; Pitterman & Sperry, 2003) (Figure 1.15).

Ce facteur permet de définir une plus grande sensibilité des especes a zone poreuse, a
tres larges vaisseaux tels que Quercus sp, Fraxinus sp chez qui un cycle gel/dégel suffit pour
générer 100% de perte de conductivité (Sperry & Sullivan, 1992 ; Cochard et al., 1997 ;
Cruiziat et al., 2002). Les especes a pores diffus telles que Acer sp (Sperry et al., 1988) ou

Fagus sp (Hacke & Sauter, 1995) développent un embolisme progressif au cours de 1’hiver.
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Figure 1.14. Formation d’embolie au sein d'un vaisseau par formation de bulles de gaz quand la seve gele
(2) qui peuvent emboliser ou non le vaisseau en fonction de la taille de la bulle et de la tension de la séve
au dégel (3 puis 4). T : Température, Py : Pression de la phase gazeuse, P : pression de la phase liquide, t:
tension de surface de la seve et d : diametre de la bulle (d’aprés Cruiziat et al., 2002).

Les coniferes dont le xyleme n’est composé que de trachéides, de tres faibles
diametres, sont, quant a eux extrémement résistants et 1’on n’observe d’embolie qu’en
conditions extrémes telles qu’en limite altitudinale (2000 m) (Mayr et al., 2003, 2006). Davis
et al. (1999) ont identifié un diametre critique de 30 pm en deca duquel la sensibilité a la
formation d’embolie est tres faible.

L’autre facteur nous indique que si la seéve est sous pression, 1’air va se resolubiliser
dans la seve. Chez un arbre en déficit hydrique, avec une seve sous tension, la bulle va se
dilater et emboliser le vaisseau (Pitterman & Sperry, 2006).

Plus récemment, de nouvelles observations viennent contredire cette théorie. En effet,
Mayr et al. (2007) ont observé que des émissions acoustiques ultrasoniques sont générées lors
d’évenements de gel, et ce seulement dans des rameaux partiellement déshydratés corroborant
les observations par microscopie électronique de Cochard et al. (2000). Mais 1’explication

n’est pas encore totalement claire car il a été observé que des émissions acoustiques étaient

% Loss Conductivity

Hydraulic Mean Gonduit Diameter {(um)

Figure 1.15. Pourcentage de perte de conductivité apres un cycle gel dégel en fonction du diametre
hydraulique des éléments conducteurs du xyléeme (d’apres Davis et al.,, 1999).

40



Synthese Bibliographique. 2. Stress induit par le froid, le gel sur les plantes

générées lors des évenements de gel, mais que la perte de conductivité ne s’observaient qu’au
dégel et sous tension (Mayr & Sperry, 2010). Ces différentes observations laissent a penser
que le phénomene de cavitation est découplé du phénomene d’embolie : la formation de
bulles générant des émissions acoustiques, bulles qui ne se dilatent que lorsque la seve

redevient liquide.

2.2.4. Lésions macroscopiques

L’effet du gel se traduit a 1’échelle macroscopique par I'intermédiaire des différents
effets décrits précédemment. Décoloration, blanchiment, pourrissement des tissus, gélivure,
malformations ou hétérochronisme sont autant de symptomes (Sakai & Larcher, 1987).

Chez les jeunes arbres, au début de I’hiver, le niveau de résistance des jeunes branches
basales peut étre trop faible par rapport aux températures prés du sol. Ainsi, les branches
basales de Cryptomeria japonica se révelent étre plus sensibles et sont plus séverement
endommagées que les parties supérieures (Horiuchi & Sakai, 1978). Des brllures (des
échaudures) sont engendrées sur les parties exposées au Sud et au Sud-ouest au niveau de
I’écorce et du cambium a cause de cycles gel/dégel (Kramer & Kozlowski, 1979). Ces parties
subissent I’hiver des contrastes de températures intenses entre la nuit et les jours fortement
ensoleillés (20 a 30K par rapport a la face ombragée ; Sakai, 1966a). Ces parties se retrouvent
dégelées et, dés que les rayons du soleil s’atténuent, elles gelent si rapidement qu’une
congélation intracellulaire a lieu dans les cellules de 1’écorce (Levitt, 1980) et du cambium.

On observe également, dans le bois, des fractures radiales engendrées par le gel,
notamment au niveau du bois humide (Ishida, 1963 ; Cinotti, 1991), a cause de la présence de
bactéries initiant la formation de glace (Bauch er al., 1979). La pression engendrée par
I’augmentation de volume due a la glace formée provoque une rupture mécanique des tissus.
Ce phénomene est le plus souvent désigné sous le vocable gélivure (Figure 1.16).

Figure 1.16. Coupe transversale d’un tronc d’ Abies sacchalinensis ayant subi une gélivure (d’apres Sakai
& Larcher, 1987).
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Le gel a un impact sur la survie d’un individu mais également sur sa capacité de
reproduction. Ainsi, il a ét€ démontrés que les organes reproducteurs sont les parties les plus
sensibles, et lors d’hivers particuliecrement rigoureux, les primordia floraux peuvent étre
endommagés, ou lors de gels printaniers, les pistils 1€sés empéchent une reproduction de la
plante pour une année. Les graines sont également particuliecrement sensibles lors de leur
germination (Sakai & Larcher, 1987). Dans les bourgeons, la distribution de la glace est
inégale et dépend de 1’état d’acclimatation (Ashworth et al., 1989 ; Ashworth & Wisniewski,
1991 ; Warmund et al., 1992 ; Flinn & Ashworth, 1994). Dans les bourgeons acclimatés, on
ne retrouve de glace que dans les écailles et dans 1’axe mais pas dans les organes floraux et les
primordia foliaires (Quamme, 1978 ; Ashworth, 1990) ; alors que désacclimatés, les
bourgeons peuvent subir une formation de cristaux de glace dans ’ensemble des tissus les
composant (Kader & Proebsting, 1992).

Différentes théories ont été émises pour expliquer cette différence de comportement
entre bourgeons acclimatés et non acclimatés (Flinn & Ashworth, 1994). Les bourgeons en
dormance étant déconnectés du systeme conducteur xylémien (Ashworth, 1982 ; 1984 ;
1992), a la levée de dormance, cette connexion est rétablie permettant une migration de la
glace (Rodrigo, 2000). Des différences de potentiels hydriques entre les tissus (Quamme,
1978) ou la présence/absence d’agents de nucléation intrinseque pourraient également
expliquer cette distribution hétérogene (Ishikawa & Sakai, 1985).

La formation de glace génere la séparation de 1’épiderme et de ’hypoderme du cortex
(Rogers, 1952, Simons & Doll, 1976), des lacunes dans les zones corticales (Simons, 1959 ;
Simons & Doll, 1976) et aussi, dans les bourgeons floraux, 1’abscission du style (Simons et
al., 1970 ; Olson & Steves, 1983) et I’avortement des ovules (Modlibowska, 1957 ; Simons,
1969 ; Williams, 1970 ; Stosser & Anvari, 1982). Ces dommages peuvent tre réparables si un
nombre limité de cellules est lysé (Modlibowska 1962) et, ce, d’autant plus rapidement que
les méristemes sont généralement, a cette période, en phase d’intenses divisions mitotiques
(Simons, 1969). Si les blessures sont plus importantes, des zones brunes apparaissent lors de
la croissance, composées de cellules nécrosées (Simons, 1969), des cals se forment dans les
lacunes formées (Modlibowska, 1962).

A cause de la lyse des cellules, le cytoplasme se retrouve au contact de 1’air et du
cytoplasme d’autres cellules ; et les réactions chimiques provoquées génerent des produits
colorés adhérant aux protéines ou aux parois (appelés pigments nécrogéniques). Ce symptome
constitue 1’indication la plus claire et la plus utilisée pour identifier des dommages dus au gel.

Dans certains tissus, on n’observe pas de formation de ces pigments nécrogéniques, ils se
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décolorent et deviennent vert pales, jaunes ou blancs. A la suite d’un hiver rude, la formation
de chlorophylle devient défectueuse engendrant la formation de nouvelles feuilles
chlorotiques.

Le dépérissement des tissus gelés engendre la formation de lacunes dans les feuilles,
d’étranglement dans les racines, rameaux et pétioles et le dépérissement des extrémités des
rameaux et des racines. Ces 1ésions, au niveau des zones méristématiques, peuvent engendrer
des malformations (chancres : Zalaski, 1975 a ; b). En effet, le développement des cellules
adjacentes aux lésions est perturbé, elles deviennent anormales en forme, taille et orientation
(Simons & Lott, 1963) car la lacune ne génere pas d’inhibition de la croissance par
mécanoperception du contact intercellulaire (Coutand & Moulia, 2000 ; Couturier, 2009). La
migration de la glace suit les voies vasculaires et les dégits les plus importants sont trouvés au
niveau des cellules adjacentes (Simons & Lott, 1963). Le gel des bourgeons peut également
avoir comme conséquence de retarder le débourrement, la floraison ou engendrer la stérilité

des appareils reproducteurs (Sakai & Larcher, 1987).

3. Mécanismes de résistance

Les conditions hivernales constituent un ensemble de stress abiotiques en interactions
(basses températures, gel, osmotique, hydrique, mécanique,...) dont les impacts sont
minimisés par une réponse adaptative impliquant de multiples mécanismes d’acclimatation
(augmentation transitoire de la résistance au stress a une échelle temporelle inférieure a une
génération). Ainsi, I’acquisition d’une résistance au gel, peut étre définie comme une
plasticité phénotypique transitoire, une acclimatation particuliere aux températures gélives,
que I’on appelle le plus souvent : I’endurcissement.

Si I’on reprend 1’analogie mécanique effectuée par Levitt (1980), on peut considérer
qu'un stress engendre deux types de contraintes sur I’organisme exposé : une contrainte
élastique qui engendre une déformation réversible et une contrainte plastique ayant des effets
irréversibles. En réponse a un stress, il existe deux méthodes pour résister aux contraintes
engendrées par ce stress, soit I’évitement, du stress ou de la contrainte, permettant de ne pas
étre exposé aux effets négatifs, soit la tolérance permettant de ne pas subir ces effets négatifs.
Cette analogie permet de définir quatre stratégies de résistance qui peuvent étre retrouvées

dans ce que I’on regroupe sous le terme générique d’acclimatation au froid :
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évitement du stress (1)
tolérance au stress :  évitement de la contrainte élastique (2)
tolérance a la contrainte élastique :
évitement de la contrainte plastique (3)
tolérance a la contrainte plastique (4)
Les plantes sont capables d’utiliser de multiples stratégies pour éviter les contraintes
engendrées par le gel. On retrouve a la fois des mécanismes d’évitement et de tolérance
(Sakai & Larcher, 1987). On peut regrouper les plantes au sein de trois catégories différentes

selon leur réponse vis-a-vis du froid (Pearce, 1999) :

e plantes sensibles au froid endommagées par des températures inférieures a 12°C

(majoritairement d’origine tropicale).

e plantes tolérantes au froid mais sensibles au gel (capables de s’acclimater aux

températures inférieures a 12°C mais ne survivant pas au gel).

e plantes tolérantes au gel (capables de s’acclimater et de survivre a des températures

gélives).

3.1. Evitement du stress thermique :

3.1.1. Par évitement de 'aléa (production ou conservation de
chaleur)

Les plantes sont des organismes poikilothermes, de la méme température que leur
environnement ; elles n’ont donc pas la possibilit¢ d’éviter le stress dii aux basses
températures. Certaines stratégies ont tout de méme été développées comme dans le cas des
inflorescences de Symplocarpus foetidus qui par un métabolisme respiratoire fortement
exothermique parviennent a élever leur température jusqu'a 15 a 30°C au dessus de la
température ambiante méme pour une température de I’air inférieure a -10°C (Knutson, 1974)
(Figure 1.17). Les métabolismes respiratoires résistant aux cyanides (Meeuse 1975 ; Lambers,
1982) et une forte activité catalytique de la PEP carboxylase (ap Rees et al., 1981) sont
responsables de cette production de chaleur. Ces inflorescences parviennent par ce biais a

percer le manteau neigeux et a fleurir en Janvier (Levitt, 1980).
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Figure 1.17. Inflorescence de Symplocarpus foetidus percant la glace au printemps (d’aprés
http://www.lookfordiagnosis.com).

Un autre évitement du stress dii aux basses températures consiste en une atténuation
du refroidissement radiatif par isolation thermique des organes sensibles. Par exemple, les
mouvements nyctinastiques des feuilles et des pétales permettent de minimiser la perte de
chaleur au niveau des organes protégés. Les mouvements des feuilles de Fabacées permettent
de conserver une température de 1K supérieure a celle de I’air ; ce qui peut étre décisif pour
limiter les blessures dues au gel chez certaines plantes sensibles (Schwintzer, 1971 ; Enright,
1982).

La litiere permet de limiter le refroidissement radiatif (Hedberg & Hedberg, 1979) ou
un ensemble dense de feuilles mortes restant attachées aux tiges permet de protéger
bourgeons, cambium et tissus conducteurs chez les mégaphytes tropicales de haute montagne
(Goldstein et al., 1985). Citons également les écailles des bourgeons qui jouent le méme role
et qui le plus souvent prennent en glace en premier libérant de la chaleur pour les méristemes
(Derreudre et Gazeau, 1992) ou pour les racines tout simplement la grande inertie thermique
du sol par rapport a I’air, de méme que la présence d’un manteau neigeux ayant un fort effet
isolant.

Certaines plantes a fort rapport volume/surface (i.e. succulentes) peuvent stocker la
chaleur intense le jour pour se protéger du refroidissement dii aux faibles températures
nocturnes, retardant de 2 a 3h la diminution de température par rapport aux températures de
I’air environnant (Mooney et al., 1977 ; Nobel, 1980). Ainsi, I’intérieur de la plante reste plus
chaud que sa surface de quelques degrés durant la nuit (Ruthsatz, 1978).

D’autres plantes ayant une morphologie qui les maintient proches du sol profitent
d’une meilleure conduction de la chaleur du sol (i.e. rosettes). Ainsi, des différences

morphologiques peuvent avoir un impact important sur les risques de dommages. Par
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exemple, chez la fabacée Centrosema virginianum, des écotypes de hautes latitudes avec un
hypocotyle court sont moins exposés aux gels que ceux de plus basses latitudes avec un
hypocotyle plus long. Leurs différences de résistance résident seulement dans leur
morphologie et, non dans leur capacité de tolérance au gel (Clements & Ludlow, 1977).

Plus généralement la morphologie des plantes selon la classification de Raunkier
(1904) permet d’identifier les formes plus ou moins exposées aux froids hivernaux (Figure
1.18). Cette classification est basée sur la position des méristemes lors de la saison hivernale.
Ces adaptations morphologiques sont directement liées a I’action du froid et de la dessiccation
hivernale et I’on peut mettre en évidence une corrélation entre résistance au froid et protection
vis-a-vis du froid (Sakai & Larcher, 1987). Les plantes recouvertes par le manteau neigeux,
ou par une couche de glace en hiver ne nécessitent pas un endurcissement important a la
différence des phanérophytes en partie exposées qui doivent développer leur résistance (Till,

1956 ; Yoshie & Sakai, 1981).

Therophyte Phanerophyte Chamaephytes Hemicryptophytes Geophyte Hydrophyte

m

A

fl H

Figure 1.18. Niveaux de résistances au gel observés dans les différentes types morphologiques définis
selon la classification de Raunkier. Les parties persistantes en hiver sont en noir (d’apres Sakai & Larcher,
1987).

3.1.2. Par évitement de I'exposition (phénologie)

La phénologie est 1I’étude de I’apparition d’événements périodiques biologiques sous
influence climatique, ce terme est également étendu a 1’étude de ces dates d’apparition. Pour
éviter ’exposition aux températures froides, la phénologie synchronisée avec les périodes
critiques d’exposition au gel permet de protéger les stages ontogénétiques sensibles. La

sénescence foliaire automnale et I’entrée en dormance permettent de réduire le risque de gel.
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De la méme maniere, le synchronisme du débourrement, feuillaison, floraison et croissance
des rameaux réduit le risque de gel printanier. Ainsi, le risque est diminué pour les plantes
plus tardives méme si elles sont moins résistantes au méme stade phénologique (Till, 1956).
La phénologie est donc un élément particulierement important concernant le risque de gel
printanier en marges froides : hautes latitudes (Langlet, 1937) et altitudes (Tranquillini, 1979).
On considere deux périodes critiques concernant I’impact du gel sur la survie des plantes,
I’automne lorsque I’organisme n’est pas encore totalement endurci et le printemps alors qu’il
n’est plus acclimaté.

Durant leur période de croissance, en général, les plantes ne sont pas ou peu résistantes
au gel car les conditions environnementales sont favorables (Fitter & Hay, 1987) ; des
rameaux de Salix sp, Picea abies, Alnus glutinosa ou Betula verrucosa sont 1ésés a partir de -
3°C (Christersson, 1985), voire chez certaines especes du genre Salix, -1°C (von Fircks,
1985). Les aiguilles du pin sylvestre ne survivent qu’a des températures supérieures a -10°C
en phase de croissance et inférieures a -80°C en plein hiver (Beck et al., 2004). Ainsi, seules
les plantes soumises a une forte pression adaptative sont capables de survivre au gel en saison

de croissance (zones boréales, d’altitude).

3.2. Résistance aux basses températures : Evitement
de la contrainte due au froid

L’un des mécanismes majeurs consiste en une conservation de la fluidit¢é membranaire
par maintien de la bicouche lipidique dans un état liquide cristallin nécessaire a son activité
biologique. En effet, le maintien d’une membrane fluide permet de conserver une
perméabilité et de limiter les contraintes sur les protéines membranaires, causes de diminution
de leur activité (Wolfe et al., 1978). Sa composition va donc étre un parametre critique
(Yoshida & Uemura, 1990). La membrane mitochondriale des plantes résistantes au froid
contient une proportion supérieure d’acides gras polyinsaturés (Lyons et al., 1964), de
phospholipides, notamment la phosphatidylcholine et la phosphatylethanolamine (Yoshida &
Sakai, 1973). Une modification artificielle de la membrane plasmique permet ainsi
d’augmenter la tolérance au gel d’1 a 2°C par introduction de phosphatidylcholine mono- et
bi-insaturées (Steponkus et al., 1988) ou de la protéine CORI15a, interagissant avec les
membranes (Artus et al., 1996).

Pour conserver une capacité d’adaptation rapide, il est nécessaire pour les plantes de
pouvoir répondre rapidement aux variations de la température. Le remplacement des enzymes

instables a basses températures ou avec une activité catalytique trop faible, par des
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isoenzymes plus stables permet de maintenir le métabolisme a 1’état actif (Alekhina &
Sokolova, 1974). Chez les plantes résistantes, 1’activité enzymatique est linéaire en fonction
de la température, alors qu’elle chute rapidement en deca d’une température seuil chez les
plantes sensibles (Come et al., 1992 ; Lyons et al., 1979) (Figure 1.8). Certaines enzymes,
particulierement importantes dans le phénomene d’endurcissement, ont une activité
supérieure a faible température. La RuBPCase (Ribulose BiPhosphate Carboxylase
Oxygénase) en est un exemple chez le riz. Chez les plantes acclimatées, on observe une
variation des propriétés électrophorétiques (Huner & McDonald, 1976a, b), une plus grande
stabilité a basse température, notamment au niveau des ponts disulfures et une plus grande
affinité pour le CO, (Huner & McDonald, 1979a, b). Une autre solution consiste en une
augmentation des quantités d’enzymes exprimées pour compenser la diminution de son
activité catalytique a basse température (Alekhina et al., 1975).

Le plus souvent, lors d’une exposition aux basses températures, il y a formation de
molécules a fort potentiel oxydant pouvant altérer par cascade la structure de différentes
molécules. Pour pallier cela, un métabolisme détoxifiant est mis en place utilisant des
enzymes dégradant ces composés toxiques (superoxyde dismutase, catalase, peroxydase),
réduisant les composés oxydés (glutathion réductase, dehydroascorbate réductase), et des
composés antioxydants non enzymatiques (B caroténe, a- tocophérol, glutathion, ascorbate).
Les basses températures inhibant I’activité enzymatique, les composés non enzymatiques sont
majoritairement mis a contribution lors de ce stress (Taulavuori et al., 2004 ; Thomas et al.,

1999).

3.3. Résistance aux températures gélives

Chez les plantes ligneuses, des stratégies d’évitement et de tolérance a la formation de
glace sont rencontrées (Sakai & Larcher, 1987 ; Malone & Ashworth, 1991). En limitant la
présence de points de nucléation, la cristallisation est empéchée, ce qui permet au cytosol
d’étre dans un état de surfusion. Mais en cas de gel important et rapide, il intervient au niveau
intracellulaire en provoquant des 1ésions irréversibles pour les organes touchés (Rodrigo,
2000). Pour se protéger davantage, le gel extracellulaire est favorisé. Il permet a la cellule de
se servir du dégagement de chaleur latente provoqué par la cristallisation pour maintenir sa
température . Il permet également au cytoplasme de la cellule de se déshydrater, en utilisant la
force de succion de la glace pour alimenter I’apport de molécules d’eau venant cristalliser sur
la glace extracellulaire formée. La formation de gel au niveau extracellulaire obéit ainsi aux

lois de la stochastique, le volume de liquide extracellulaire étant bien supérieur au volume de
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cytosol, la formation de glace y est plus probable. De plus, des irrégularités sur les parois
forment des points de nucléation, alors que 1’eau intracellulaire est liée par des forces
d’adsorption (Wolfe & Bryant, 2001). Enfin, la concentration de ce milieu est, dans la
majorité des cas, plus faible que la concentration du milieu cellulaire ot I’abaissement de
température augmente la viscosité du cytosol et diminue la vitesse de réarrangement des

molécules d’eau lors de la formation des cristaux (Cavender-Bares et al., 2005).

3.3.1. Evitement de la formation de glace

3.3.1.1. Par abaissement du point de fusion (accumulation de
solutés et déshydratation)

Une plus forte résistance au gel s’accompagne généralement d’une diminution du
contenu en eau et d’une augmentation en solutés, tels que sucres et protéines (Levitt, 1980 ;
Guy, 1990). L’accumulation de solutés permet d’abaisser le point de fusion de 1,86°C.mol .
Par exemple, certaines larves d’insectes peuvent accumuler jusqu’a 5 mol.L' en plein hiver
abaissant le point de fusion jusqu’a -17,5°C (Salt, 1958). Chez les végétaux, les
concentrations en solutés ne dépassent pas quelques centaines de milliOsmoles, générant une
pression osmotique de 1’ordre de 1 MPa (Cavender-Bares, 2005) et 1’abaissement du point de
fusion ne dépasse pas -2 a -4°C (Levitt, 1980 ; Wolfe et al., 2002). Méme si un évitement
complet de la congélation par ce moyen n’est pas le mécanisme unique d’évitement de la
formation de glace, I’accumulation de solutés permet en partie de protéger les plantes en
combinaison avec d’autres mécanismes comme la déshydratation cellulaire au profit de la
glace extracellulaire décrite précédemment.

Ainsi, si chez certaines especes (par exemple le blé ou le colza), aucune relation n’est
observée entre contenu en sucres et tolérance au froid, voire méme une relation inverse dans
certains cas (Green & Ratzlaff, 1975), la majorité des observations montre que la quantité de
sucres solubles et de polyols est corrélée a la capacité de résistance de I’arbre a un instant t
(Aronsson, 1975). Alors que le contenu total en sucres non structuraux permet de déterminer
la capacité maximale de résistance de 1’espece (Morin et al., 2007).

La proportion des différents sucres varie selon 1’espece en lien avec les différents
métabolismes spécifiques de chaque espece (Sakai, 1962). Chez certaines (Gardenia
Jjasminoides, Prunica granatum, Sorbus aucuparia) ce sont des polyols, tels que sorbitol ou
mannitol, qui composent environ 40% du contenu total en sucres et qui sont corrélés a la

résistance au gel (Sakai, 1966b ; Raese et al., 1977 ; Ichiki & Yamaha, 1982). Par contre, I’un
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des composés cryoprotectants important chez les insectes, le glycérol, ne semble pas étre
retrouvé chez les arbres (Sakai, 1961).

D’autres solutés, outre les sucres solubles et les polyols, sont par contre rencontrés,
tels que des acides aminés (Smith, 1968), notamment la proline (Withers & King, 1979).

L’efficacité cryoprotectante de ces différentes molécules (par infiltration de la méme
concentration (0.7 M) et mesure de 1’évolution de la résistance au gel a été caractérisée par
Sakai (1960a). Ainsi, I’éthylene-glycol, le glycérol et le saccharose ont un effet fortement
cryoprotecteur, le glucose, le xylose et ’acétamide également mais dans une moindre mesure,
ainsi que le raffinose, le mannitol, 1’urée, 1’éthanol ou le glycocol. Par contre, des sels
inorganiques tels que le KNO3 n’ont quasiment aucun effet.

L’augmentation du contenu en solutés exerce donc un effet protecteur par

I"intermédiaire de trois mécanismes différents :

e cffet osmotique : I’augmentation du contenu en solutés diminue la température de

congélation et limite la déshydratation engendrée par la glace,

e ecffet métabolique : ces solutés sont potentiellement une source de substrats pour
différentes voies métaboliques dans des conditions ou la photosynthese est fortement

réduite.

e effet cryoprotectant stricto sensu : protection des cellules, organites, membranes et
macromolécules par maintien ou remplacement de la couche de solvatation (Sakai,
1962 ; Heber & Santarius, 1973 ; Steponkus, 1977 ; Heber et al., 1979 ; Krause et al.,
1982 ; Santarius, 1982). La présence de solutés permet de maintenir une couche de
solvatation autour des macromolécules en maintenant leur stabilité (Yoon er al., 1998,
Kasuga et al., 2006 ; 2007). Ceci semble étre engendré par des composés variés :
sucres solubles, acides organiques, aminés, lipides ou protéines (Sauter & van Cleve,
1991 ; Sauter & Wellenkamp, 1998 ; Hoch et al., 2002). I a également été souligné

I"importance des RFOs dans la protection des membranes (Pennycooke et al., 2004).

3.3.1.2. Surfusion

L’état de surfusion est un état transitoire et instable permettant une protection contre le
refroidissement radiatif rapide jusqu’a 3 a 8 K sous la température de congélation des tissus
(Hatakeyama, 1960 ; 1961 ; Kaku, 1975 ; Marcellos & Single, 1979) (Figure 1.2). Certaines
plantes peuvent rester en état de surfusion jusqu’a des températures de -15°C a presque -40°C,

chez la plupart des arbres des zones tempérées, comme le pommier ou 1’érable (Burke et al.,
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1976). La limite théorique de la surfusion est en effet de -38,1°C pour de I’eau pure
(Rasmussen & McKenzie, 1972 ; Gusta et al., 1983). La surfusion peut étre limitée a certains
organes ou tissus comme dans le parenchyme xylémien du pommier tandis que 1’écorce est
congelée en extracellulaire (Ashworth et al., 1988). Cette différence a également été observée
dans les bourgeons floraux de Forsythia sp et de Acer sp par rapport aux écailles des
bourgeons ou aux rameaux (Ashworth, 1990 ; Ishikawa et al., 1997).

Les caractéristiques nécessaires a la surfusion ne sont pas entierement mises en
évidence mais elles incluent une petite taille des cellules, peu d’espaces intercellulaires, une
humidité faible, I’absence d’agent de nucléations intrinseques, des barrieres contre les agents
de nucléation externes et la présence d’agents antinucléation (Shearman et al., 1973). On
retrouve également une augmentation des sucres solubles pouvant faciliter la surfusion en
abaissant le point de congélation (Kasuga et al., 2006 ; 2007).

La surfusion ne peut s établir que s”il y a absence de point de nucléation intracellulaire
ce qui peut étre favorisé par différentes molécules. Par exemple, les arabinoxylanes des parois
cellulaires auraient un effet anti-nucléateur chez le riz et ’orge modifiant a la fois la vitesse
de formation et la morphologie des cristaux (Kindel er al., 1989 ; Olien, 1965 ; Olien &
Smith, 1977 ; Williams, 1992). Leur composition est diverse : alors qu’ils ne sont ni
protéiques, ni lipidiques chez le pécher (Ashworth et al., 1985 ; Gross et al., 1988), ils
sembleraient protéiques chez le riz (Brush et al., 1994).

Certaines protéines ont également une activité anti congélation (Anti-Freeze Protein)
par controle des sites de nucléation, diminution de la vitesse de croissance des cristaux, ou
I’inhibition de la recristallisation et sont rencontrées dans 1’apoplasme (Hon et al., 1994 ;
Pihakashi-Maunbach er al., 1996 ; 2001) et dans la seéve chez de nombreuses plantes
vasculaires et non vasculaires et dans 1’ensemble du monde vivant (Duman & Olsen, 1993 ;
Urrutia et al., 1992). Leurs structures sont variées autant chez les plantes que chez les insectes
ou les poissons, et leur hystérese thermale y est inférieure (0,1 a 0,7°C ; Griffith &
Antikainen, 1996). L’activit¢é des AFPs ne semble s’initier qu’en présence d’un agent
nucléateur, en abaissant la température de formation de la glace jusqua 1,2°C, alors qu’en
absence d’agent nucléateur, elle n“ont pas d’effet sur la capacité de surfusion (Griffith et al.,
2005). L’extrait apoplastique de feuilles de riz contient six polypeptides différents ayant des
propriétés anti-congélation (Hon et al., 1994) appartenant a des classes de protéines li€es aux
pathogenes (endochitinases, -1,3-endoglucanases et thaumatine like ; Griffith & Antikainen,
1996). Elles sont trouvées sous la forme oligomérique, chaque oligomere contenant plus

d’une des classes précédemment citées (Yu & Griffith, 1999).
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3.3.1.3. Vitrification

Une résistance extréme peut s’établir en dessous de la limite théorique de nucléation
homogene de 1’eau. Dans les cellules du parenchyme xylémien de 1’osier, la glace peut se
former entre la paroi cellulaire et la membrane plasmique sans I’endommager. En effet, en cas
de congélation suffisamment rapide, le cytosol ne va pas congeler mais former une phase
amorphe au sein de laquelle les mouvements browniens sont extrémement ralentis voire
proche de I’'immobilité : ce qu’on appelle une phase vitreuse (Wolfe & Bryant, 1999). On
parle de phase vitreuse lorsque la viscosité d’un systéme devient supérieure 2 10'* Pa.s™ alors
que celle de I'eau est de 'ordre de 1 mPa.s™ a 20°C (Franks, 1982). La vitesse nécessaire
pour vitrifier de I’eau pure est de I’ordre de 10'K.s™", alors que pour une solution aqueuse
contenant des solutés cryoprotectants, elle sera de I’ordre de 0,1 a 10K.s™! (Wolfe & Bryant,
1999). Ainsi, afin d’atteindre cet état vitreux, il est nécessaire pour ne pas étre 1étal que les
membranes soient stabilisées par des solutés cryoprotectants évitant les fractures potentielles.
Ainsi, la formation d’une phase vitreuse dans 1’espace interlamellaire, ou entourant totalement
la membrane permet a celle-ci de ne plus subir de déshydratation par la glace environnante et
donc de la protéger. Des solutés de faible poids moléculaire peuvent également vitrifier a
I’intérieur de macromolécules leur permettant ainsi de conserver leur intégrité structurale, et
donc leur activité au dégel. On observe donc parfois un état de vitrification comme chez le
peuplier (Hirsh et al., 1985) ce qui explique pourquoi certaines especes pourraient survivre a

la température de 1’azote liquide (Sakai, 1960b).

3.3.2. Tolérance a la glace

La tolérance a la glace intracellulaire n’est pas rencontrée chez les végétaux car elle
engendre généralement des contraintes importantes sur la membrane plasmique, les organites
et les macromolécules. Mais, la formation de glace au niveau extracellulaire est beaucoup plus
commune, et la tolérance a sa formation fait partie des mécanismes de résistance et, est méme
considérée comme étant une composante majeure de la résistance au gel (Levitt, 1980). Dans
la majorité des cas, la congélation a lieu en extracellulaire (dans les feuilles ou I’écorce par
exemple). A cause de son plus faible potentiel chimique, la glace déshydrate le contenu
cellulaire.

La congélation intracellulaire est fortement dépendante de la température. Pour éviter
la congélation intracellulaire, la cellule doit pouvoir se déshydrater rapidement afin d’abaisser
son point de congélation et éviter la formation de glace. Un faible contenu en eau et une forte

concentration en soluté sont des facteurs favorables a 1’évitement de la congélation

52



Synthese Bibliographique. 3. Mécanismes de résistance

intracellulaire lorsque la glace est préalablement formée en extra. Par ailleurs, une grande
surface d’échange et une forte perméabilité membranaire permettent d’avoir une capacité
d’osmose rapide (Levitt & Scarth, 1936 ; McKenzie et al., 1974). Ainsi, pour maintenir une
perméabilité membranaire, la température de transition de phase de la bicouche lipidique doit
étre inférieure au point de fusion du cytoplasme (Lee, 1975).

Cette glace extracellulaire exerce donc une forte contrainte de déshydratation sur le
cytosol. Pour limiter la déshydratation du protoplasme, on observe la présence de larges
vacuoles dans les cellules car I’eau y est liée sous forme hydrocolloidale alors que I’eau
vacuolaire est pure (Johansson & Krull, 1970). On observe également une synthese de
déhydrines qui sont produites en réponse a 1’ensemble des stress exercant une contrainte de
déshydratation (Stress hydrique, salin, gel) (Campbell & Close, 1997). Ces déhydrines sont
des protéines d’un poids moléculaire de 9 a 200kD (Close, 1996). Ces protéines sont
composées d’hélices o amphiphiles leur permettant de se placer a I’interface entre membrane
et cytosol dans les cellules (Segrest et al., 1990 ; Campbell & Close, 1997). Ainsi, elles
pourraient stabiliser les structures cellulaires en cas de déshydratation (Close, 1997 ; Egerton-
Warburton et al., 1997 ; Danyluk et al., 1998).

Entre I’espace extracellulaire gelé et la cellule encore a I’état liquide, une forte
contrainte mécanique est engendrée par 1’augmentation de volume. On observe chez les
plantes tolérantes a la congélation un épaississement de la paroi atténuant cette contrainte

(Kuroda & Sagisaka, 2005, Wei et al., 2006).

3.4. Résistance a I’embolie hivernale

L’embolie hivernale interrompt les flux de séve brute entre racines et organes en
croissance. Il est donc nécessaire de résorber cette embolie pour qu’au printemps les
bourgeons puissent étre alimentés en eau et croitre correctement (Wang et al., 1992). On
distingue différentes stratégies pour minimiser les contraintes engendrées par ce phénomene
(Figure 1.19). Chez les arbres a feuillage persistant, un évitement de I’embolie est nécessaire
pour maintenir un flux hydrique permanent jusqu’aux organes photosynthétiques. On
retrouve, ainsi, chez les coniferes, des trachéides, éléments conducteurs de tres faible
diametre, qui permettent de diminuer fortement le risque d’embolie (selon la loi de Laplace
présenté précédemment). Et, également, au niveau des ponctuations, des forus sont présents et
permettent d’obstruer la ponctuation lorsqu’il y a une différence de pression entre deux
trachéides. Malgré leur forte résistance, les coniferes peuvent tout de méme s’emboliser en

cas de fort stress hydrique (Mayr et al., 2002) et de fréquents événements de gel/dégel (Mayr
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et al., 2003a; b). Il a été décrit, pour des tensions de la seve de I’ordre de —2 MPa, des
formations d’embolie (Mayr et al., 2007) en fonction du nombre de cycles de gel/dégel
(plusieurs dizaines). On observe des capacités a résorber cette embolie alors que le sol est
encore gelé suggérant des possibilités de circulation de 1’eau a I'intérieur de I’arbre pour
remplir les trachéides (Mayr & Schmid, 2006).

Chez les arbres dont I’embolie se développe au cours de I’hiver, au fur et a mesure des
cycles gel/dégel, il existe trois mécanismes différents. Certains arbres a gros vaisseaux
(jusqu’a 300 um de diametre et 3 m de long), tels que Quercus sp (Cruiziat et al., 2002) ou
Fraxinus sp (Cochard et al., 1997), sont embolisés des le premier gel et n’ont aucun
mécanisme pour générer une pression suffisante a la résorption de cette embolie. Leur
stratégie est donc de former un nouveau cerne de vaisseaux conducteurs par croissance
cambiale au moment du débourrement. En parallele, les vaisseaux embolisés sont rapidement
obstrués par des thylles (excroissances des cellules associées aux vaisseaux) pour éviter ou
limiter toute attaque parasitaire dans le xyleme (Sperry & Tyree, 1988 ; Cochard & Tyree,
1990).

D’autres especes, Acer sp, Juglans sp, présentent un taux d’embolie qui se développe
puis diminue au cours de I’hiver. Ils sont capables de générer une pression dans le xyleme qui
remplit d’eau les vaisseaux embolisés (Ewers et al., 2001). Ce mécanisme de réparation
appelé poussée de branche est généré par I'’hydrolyse de 1’amidon contenu dans les
parenchymes en sucres solubles. Ces sucres, par ’intermédiaire de la pression osmotique
qu’ils créent, vont générer un flux d’eau vers les vaisseaux et permettre leur remplissage pour
maintenir un taux de vaisseaux fonctionnels pendant I’hiver. Ce mécanisme se met en place
lorsque la température est faiblement négative (0 a -5°C), donc, lorsque le risque d’embolie
augmente (Améglio & Cruiziat, 1992 ; Améglio et al., 2000 ; 2001 ; 2002 ; 2004).

Le dernier mécanisme a lieu a la fin de I’hiver, peu avant le débourrement,
généralement chez des especes dont la formation d’embolie est progressive comme Fagus sp
(Hacke & Sauter, 1995), Acer sp (Sperry et al., 1988), Betula sp (Strati et al., 2003) ou
Juglans sp (Ewers et al., 2001). Une poussée racinaire se met en place sous I’effet d’une

augmentation de la pression osmotique dans les racines (Priestley, 1920 ; Zhu et al., 2000).
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Figure 1.19. Différents mécanismes de résistance a la formation d’embolie hivernale (d’aprés Cruiziat et
al,, 2002).

Cette pression est générée dans ce cas par des composés minéraux azotés
essentiellement (nitrates, nitrites) en relation avec une augmentation de la température du sol

(Ewers et al., 2001).

4. Perception des signaux
environnementaux

Avant de réagir aux contraintes environnementales et de développer une réponse ad
hoc, il est nécessaire de percevoir les changements intervenant dans I’environnement
immédiat de la plante. Nous avons vu qu’en hiver la température et la photopériode
diminuaient, ainsi, la prochaine partie va décrire la perception de ces signaux
environnementaux par les plantes. Pour cela, une variation de parametres physiques va devoir
étre transformée en variation de parametres biochimiques afin d’initier par 1’intermédiaire
d’une (ou plusieurs) voies de transduction du signal une réponse physiologique

(I’acclimatation).

4.1. Température

Les signaux environnementaux percus par les plantes pour initier ou stopper le
processus d’acclimatation au froid sont principalement la diminution de la photopériode et la
température. Alors que différentes études ont montré I’effet de la dénaturation de certaines
protéines sur la perception et 1’activation d’une voie de réponse au stress thermiques chauds
(Sugio et al., 2009 ; Yamada et al., 2007 ; vonKoskull-Doring et al., 2007) ; de multiples

mécanismes peuvent potentiellement permettre la perception des basses températures (Figure
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1.20). Mais, jusqu’a présent, la voie employée n’est pas clairement identifiée et n’est peut étre
pas unique. Si I’on considere la perception comme étant 1’étape convertissant un parametre
physique en parametre biochimique, nous allons présenter les étapes initiales déclenchant des
voies de réponse au froid identifiées jusqu’a présent. Comme nous 1’avons vu précédemment,
la température a un effet sur la fluidité membranaire et une baisse de la température est pergue
a ce niveau dans les organismes unicellulaires procaryotes et eucaryotes (Vigh et al., 2007).
Chez les plantes, cela n’a pas été démontré directement mais, en utilisant des composés qui
vont rigidifier la membrane a température ambiante, des réponses similaires a des réponses au
froid ont été obtenues (Orvar et al., 2000 ; Sangwan et al., 2001). Une autre approche a été
d’utiliser des mutants sur la désaturase (FAD) pour montrer que ces plantes répondent a des
températures plus élevées sur la voie de la phospholipase C (18°C chez les mutés vs. 14°C
chez les sauvages ; Vaultier et al., 2006), ou des activités protéolytiques induite par le froid
(Seo et al., 2010) ce qui suggere que leur membrane plus rigide est un signal activateur de la
réponse au froid.

La chute des températures provoque la dépolymérisation d’agencements
multimériques de peptides : les microtubules et microfilaments, constituants du cytosquelette
(Hardham & Gunning, 1978 ; Ilker et al., 1979). En outre, la présence de molécules
stabilisatrices des microtubules et des microfilaments (comme le taxol ou le jasplakinolide)
inhibe D’activation d’un promoteur induit par le froid tandis qu’il est activé a 25°C en
présence de molécules déstabilisantes : colchicine ou latrunculine B (Sangwan et al., 2001).

L’activité enzymatique étant fortement dépendante de la température (par modification
de I’activité catalytique et par inactivation ou dénaturation des enzymes), le métabolisme peut
étre différemment modulé. Au niveau d’une voie métabolique, chaque enzyme ayant une
sensibilité différente, certains composés peuvent étre formés tandis que d’autre voient leur
quantité diminuer (Kaplan et al., 2004 ; Guy et al., 2008 ; Korn et al., 2010). Ainsi certains
composés ou un déséquilibre entre différents composés, peuvent E€tre indicateurs de
changement de température a travers son impact sur une voie métabolique donnée. Par
exemple, lors de la photosynthese, la formation de sucres a partir de trioses phosphate va étre
ralentie et ces composés vont s’accumuler limitant la reformation du stock de phosphate
inorganique (Labate et al., 1990 ; Savitch et al., 1997 ; Cen & Sage, 2005). Un déficit en
phosphate inorganique constitue un signal qui peut induire 1’expression de genes de réponses
aux basses températures (Zhao et al., 2009).

L’effet des températures froides peut s’exercer au niveau de 1’expression, de la

transcription et de la traduction. Le degré de surenroulement de I’ADN évolue en fonction de
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la température. Certaines régions fortement surenroulées contiennent les éléments régulateur
de desB un gene fortement induit par le froid et dont la novobiocine (inhibiteur de I’ADN
gyrase) inhibe fortement I’expression (Los, 2004). La structure secondaire des ARNs est
stabilisée au froid. Ceci influence différentes réactions impliquant les ARNs tels que
I’épissage, I’exportation (lida et al., 2004 ; Filichkin et al., 2010). Chez certains procaryotes,
des séquences régulatrices a proximit¢é du RBS (Ribosome Binding Site) permettent une
liaison différentielle de protéines régulatrices selon la température (Naberhaus et al., 2006).
Le froid induit une entrée d’ions calcium (Ca2+) dans la cellule (Plieth et al., 1999 ;
Knight et al., 1991) par ouverture de canaux spécifiques au calcium (Ding & Pickard, 1993 ;
Bush, 1995). Ce Calcium peut étre d’origine apoplastique ou vacuolaire (Lewis et al., 1997 ;
Monroy & Dhindsa, 1995 ; Monroy et al., 1993). Un influx de calcium induit
expérimentalement génere 1’expression de genes de réponse au froid sans exposition a des
basses températures alors qu’une chélation du Calcium ou un blocage des canaux calciques
inhibe leur expression (Monroy & Dhindsa, 1995). Ces cations divalents interagissent avec les
groupements phosphates, comme ceux libérés par I’action des phospholipases activées par le
froid (Ruelland et al., 2009) et engendrent une rigidification de la membrane par formation de

deux liaisons ioniques par Ca** (Faraudo & Travesset, 2007). La phospholipase D peut
Chaud (augmentation de Froid (diminution de
température) température)

Perception Fluidité Assemblage du Conformation Activités
Membranaire cytosquelette protéique enzymatiques

- %

!

Disponibilité en P;, potentiel redox des plastoquinones, espéces activées

Signalisation de I'Oxygene, cascade de phosphorylation, activation de phospholipases
C:IPu?;isrg Expression génétique, accumulation protéique, tolérance au chaud/froid

Figure 1.20. Mécanismes de perception et de réponses cellulaires a la température (d’apres Ruelland &
Zachowski, 2010
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induire la déstabilisation des microtubules (Dhonukshe et al., 2003). Le calcium a également
un impact sur la déstabilisation ou la dénaturation de protéines (Binet et al., 2001 ; Hwang &
Lee, 2001 ; Williams et al., 2010).

Ces différents processus peuvent €tre concomitants et entrer en interaction a 1’échelle
cellulaire. Le signal froid semblerait dans un premier temps causer la rigidification de la
membrane et, par conséquent, une réorganisation du cytosquelette permettant 1’ouverture des
canaux calciques et I'influx de Ca®*. Le Calcium permettant par la suite d’engendrer une

réponse au froid (Puhakainen, 2004a).).

4.2. Photopériode

La perception de 1’évolution de la photopériode est effectuée par différents récepteurs
selon la longueur d’onde du signal lumineux. On distingue les phytochromes, absorbant dans
le rouge et le rouge lointain, les cryptochromes, absorbant les UV-A et le bleu, et les
phototropines (Chen et al., 2004). La lumiere rouge exerce un effet sur différents
phytochromes (phyA, phyB, phyD et phyE), alors que la lumiere bleue sur ZTL (protéine
Zeitlupe), cryl et cry2 permettant 1I’entrainement de I’horloge biologique (Somers et al., 1998
; Devlin & Kay, 2000 ; Kim et al., 2007). En absorbant des photons, ces protéines changent
de conformation et de localisation cellulaire, ce qui leur permet d’activer ou d’inhiber des
voies de transduction du signal (Zhou et al., 2007). A Dinterface entre ces différents
mécanismes d’activation/inhibition se retrouve le gene CO et la protéine CO dont I’expression
rythmique est un marqueur de I’horloge circadienne (Jackson, 2009). Ainsi, les niveaux
d’expression de CO permettent I’expression de géne impliquées dans différents processus tels
que la floraison chez Arabidopsis thaliana (Samach et al., 2000 ; Wigge et al., 2005,
Yamaguchi et al., 2005), la tubérisation chez Solanum tuberosum (Martinez-Garcia et al.,
2002), I’arrét de croissance chez Populus trichocarpa (Bohlenius et al., 2006).

A des latitudes supérieures a celle du cercle polaire (66°33°38°°N), l'arrét de
croissance s’effectue sans qu’il n’y ait une période nocturne stricto sensu, donc sans
expression d’un réel photopériodisme (Taulavuori et al., 2009). L’intégration de la variation
de longueur d’onde du signal lumineux semblerait expliquer leur arrét de croissance.
L’intensité lumineuse dans les domaines rouge et rouge lointain augmente a I’automne et

induirait 1’ arrét de croissance (Puhakainen er al., 2004b ; Taulavuori et al., 2009).
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4.3. Transduction des signaux

Seuls certains éléments ont été identifiés dans la voie de transduction du signal de
basse température tels que des flux de Ca®, I'inositol phosphate, la voie des MAP kinases,
kinases dépendantes du calcium, acide abscissique et un nombre important de facteurs de
transcription (Guy et al., 2008).

Le Calcium pour avoir une activité dans la voie de réponse au froid se lie au motif EF
(hélice boucle hélice) d’une protéine spécifique liant le calcium (Snedden & Fromm, 2001).
Ainsi, ICEl (Inducer of CBFs Elements) est une protéine hélice-boucle-hélice qui induit
I’expression du facteur de transcription CBF3 aprés exposition a des basses températures
(Chinnusamy et al., 2003). Les CBFs (Cold Binding Factor) sont des facteurs de transcription
se liant aux régions CRT (C-repeat), séquences répétées retrouvées dans les DRE
(Dehydration Responsive Element) au sein des promoteurs des genes induits par le froid
(Stockinger et al., 1997 ; Baker et al., 1994). Ces é€léments sont impliqués dans la
transduction du signal froid et 1 ‘expression des genes cor (cold regulated) indépendamment de
I’ABA (Lee et al., 2005a). Les DRE sont impliquées a la fois dans la réponse au froid et a la
sécheresse (Yamaguchi-Shinozaki & Shinozaki, 1994). Il existe aussi des LTRE (Low
Temperature Responsive Elements ; Hughes & Dunn, 1996). Trois génes induits par le froid
ont été identifiés chez Arabidopsis: CBFI/DREBIB, CBF2/DREBIC, CBF3/DREBIA
(Thomashow et al., 2001). Leur surexpression génere une résistance constitutive accrue au
gel, aux sels et a la secheresse (Jaglo-Ottosen et al., 1998 ; Liu et al., 1998 ; Kasuga et al.,
1999 ; Hsieh et al., 2002).

Ces CBFs sont d’autant plus exprimés que la température est basse (Shinwari et al.,
1998 ; Zarka et al., 2003) et se lient aux régions promotrices si la température diminue, cette
liaison est réversible et semble étre due a un changement de conformation induit par le froid
(Xue et al., 2003). Au total, entre 10 et 15% des geénes induits par le froid sont régulés par
I'intermédiaire des CBFs (Hannah et al., 2005). Ainsi, différents écotypes naturels
d’Arabidopsis thaliana de provenances comprises entre la Scandinavie et le Cap Vert
montrent des capacités de résistance au gel contrastées. La résistance basale (non acclimaté)
est en relation avec le niveau d’expression constitutive des CBFs, alors que la capacité a
s“acclimater serait davantage liée a la modulation du transcriptome qu’a celle du métabolome
(Hannah et al., 2006).

L’exposition au gel générant également un stress hydrique, les voies de perception de

ce stress peuvent étre impliquées dans les processus d’acclimatation (Markhart et al., 1979)
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via la voie de I’acide abscissique (ABA ; Chandler & Robertson, 1994). Par exemple, la
perception du signal de diminution de la photopériode pourrait induire 1’expression de
protéines telles que des déhydrines (Welling et al., 2002). L’acclimatation au froid engendre
également des changements de niveau de I’ABA, et inversement, I’ ABA et un stress hydrique
peuvent engendrer une acclimatation au froid (Guy, 1990 ; Veisz et al., 1996). D’ailleurs, une
mutation dans la voie de biosynthese de I’ABA diminue la réponse au froid (Xiong et al.,
2001). Ce signal serait plus contrdlé par une sensibilité accrue a 1’acide abscissique que par
une variation de son niveau (Chen et al., 2002).

Ainsi, il n’est pas surprenant que le niveau d’ABA augmente apres exposition au froid
(Chen et al., 1983 ; Lang et al., 1994 ; Li et al., 2002). De plus, une application exogene
d’ABA géneére une résistance accrue (Chen & Gusta, 1983 ; Lang et al., 1989 ; Li et al.,
2003a). Des mutants insensibles (abi) ou ne pouvant synthétiser ’ABA (aba) ne peuvent
s’acclimater (Heino et al., 1990 ; Gilmour & Thomashow, 1991 ; Mintyla et al., 1995), sauf
apres application d’ABA exogene chez les mutants aba (Heino et al., 1990 ; Llorente et al.,
2000).

Certains promoteurs de genes activés par le froid contiennent des ABREs (ABA
Responsive Elements) pouvant contribuer a 1’établissement d’une réponse au froid (Hughes &
Dunn, 1996). Ces ABREs sont activés par les ABRE binding proteins (AREBs ou ABFs)
(Choi et al., 2000 ; Uno et al., 2000). Les genes codant les ABFs sont eux-mémes induits par
I’ABA et différemment régulés : ABF1 est induit par le froid, ABF2 et ABF3 le sont par le sel
et ABF4 par le froid, le sel et la secheresse (Choi et al., 2000). Plusieurs promoteurs de genes
induits par le froid ou par la sécheresse contiennent simultanément des DRE/CRT et des

ABRE qui pourraient induire I’expression du gene indépendamment.

5. Dynamique de la réponse aux conditions
hivernales

Au sein des zones ou il existe un contraste climatique fort entre été et hiver (zones
boréales, tempérées et en altitude), les plantes développent une résistance hivernale par
I’intermédiaire de tout ou partie des mécanismes précédemment décrits. Plusieurs phases se
succedent, chacune permettant la mise en place de la suivante (Weiser, 1970 ; Sakai &
Larcher, 1987). Par exemple, I’arrét de croissance est une condition sine qua non pour

permettre le début de 1’acclimatation (Weiser, 1970).
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La phase initiale de réponse, déclenchée par la diminution de la photopériode et des
températures, apres 1’arrét de la croissance, provoque une entrée en endodormance et un
endurcissement (Sakai & Larcher, 1987 ; Bigras & Colombo, 2001 ; Juntilla, 2007 ; Liittge &
Hertel, 2009). C’est un mécanisme se déroulant alors que le stress dii au gel n’a pas encore eu
lieu. Sa mise en place implique différents niveaux de réponse, immédiate ou non. Durant la
deuxieme phase, induite par des basses températures (inférieures a 5°C), I’endodormance est
progressivement levée et la synthese de composés divers confere un état supérieur de
résistance. Enfin lorsque les températures remontent, la croissance des bourgeons reprend
progressivement au cours de la phase d’écodormance et ce, jusqu’au débourrement ol de

nouvelles branches et feuilles sont mises en place.

Jui Jul Aou Sep Oct Nov Dec Jan Fev Mar Avr Mai
Formation des Débourrement

bourgeons ' v

Endodormance Ecodormance

Tolérance au froid

Jours Courts == == Jours Longs
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Figure 1.21. Evolution de I'état de dormance des bourgeons et de tolérance au gel lors de I'année avec les
signaux environnementaux moteurs lors de chaque étape (d’apres Welling & Palva, 2006).

L’ensemble de ces phénomenes sont relativement synchrones (Figure 1.21) mais
certaines études ont montré une dyschronie. En effet, Acer negundo ou Viburnum plicatum
tomentosum en conditions de jours longs et de températures nocturnes froides montrent un
arrét de croissance et un développement de 1’acclimatation au froid, mais placés a nouveau en
conditions de températures douces, le débourrement a lieu sans période de dormance (Mac
Irving & Lanphear, 1967). Une étude plus récente a montré la distinction entre les voies
d’acclimatation au froid et d’induction de la dormance ; la premiere serait dépendante de
plusieurs facteurs : exposition a une faible photopériode, a de basses températures nocturnes
et a une diminution en acide gibbérellique, alors que la seconde ne nécessiterait qu’une
diminution de la photopériode (Welling et al., 2002 ; Mglmann et al., 2005).

Dans la plupart des études, la résistance au gel et la dormance sont étudiées

indépendamment ; mais ces deux processus interviennent tous deux dans la résistance au gel ;
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I’un constituant un mécanisme de résistance aux contraintes engendrées par le gel, 1’autre
étant un mécanisme d’évitement de ce stress au niveau d’organes particuliers permettant un
développement végétatif lors de la saison de croissance suivante. La mise en place de ces
différents mécanismes va €tre donc détaillée chronologiquement, en fonction des signaux

déclencheurs, et de la modification engendrée au niveau physiologique.

5.1. Phénologie

La phénologie est I’étude de I’apparition d’événements biologiques cycliques en
relation avec les variations saisonnieres du climat (Schwartz, 2003). Chez les végétaux
pérennes, on distingue une phase active durant 1’été, d’une phase inactive (du point de vue
macroscopique) en hiver. Ainsi, a la fin de 1’été, la croissance s’arréte, les feuilles tombent
(chez les arbres a feuilles caduques) et les bourgeons deviennent incapables de croissance.
Puis au printemps, les bourgeons redeviennent capables de croitre et déploient un nouvel
appareil végétatif (rameaux, feuilles) et/ reproducteur (fleurs). L‘évolution de ce cycle annuel

de développement est dépendant des conditions environnementales.

5.1.1. Arrét de croissance et sénescence foliaire

A T"approche de la saison défavorable, les arbres vont progressivement diminuer leurs
capacités de croissance et mettre en place les mécanismes leur conférant une plus grande
résistance, i.e. évitement de I’exposition des organes sensibles au gel. Un arrét de la
croissance, une sénescence foliaire et une entrée en dormance des bourgeons sont donc
observés a l'approche de 1'hiver. L arrét de croissance et d’élongation des rameaux est un pré-
requis a I’entrée en dormance et a I’endurcissement chez la majorité des especes ligneuses
(Ruttink et al., 2007).

Apres I'arrét de croissance, les feuilles vont entrer en sénescence. Le démarrage du
processus de sénescence foliaire est sous le controle de facteurs environnementaux qui ne sont
a I’heure actuelle pas encore totalement éclaircis, et probablement différents entre especes.

Quatre hypotheses ressortent :

e retard et ralentissement par des températures chaudes automnales (Heide, 2003 ;

Matsumoto et al, 2003 ; Shutova et al., 2006) ;

® (ii) accélération, au contraire, par des températures chaudes automnales (Kramer,

1995) ;
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e (iii) déclenchement par une photopériode seuil (Lee er al., 2003 ; Keskitalo et al.,

2005) ;

e (iv) déclenchement par des températures froides, une baisse du rayonnement avec ou
sans effet seuil (Koike, 1990 ; White et al., 1997 ; Jolly et al., 2005 ; Migliavacca et
al., 2008 ; Delpierre et al., 2009).

De plus, la vitesse de déroulement de la sénescence serait essentiellement sous
I’influence de la température mais aussi de stress abiotiques tels que sécheresse, déficience en
lumiere ou nutriments (Lim et al., 2007).

Ce mécanisme permet d’éviter a ces organes l’impact des premiers gels et de
remobiliser I’ensemble des nutriments foliaires (Liittge & Hertel, 2009). Au cours de la
sénescence foliaire, un processus séquentiel se met en place au cours duquel les nutriments
contenus dans la feuille vont étre transportés au sein des structures pérennes. Le métabolisme
emprunte la voie catabolique par I’expression d’hydrolases (protéases, lipases, nucléases ;
Bhalerao et al., 2003 ; Buchanan-Wollaston et al., 2003 ; Andersson et al., 2004 ; Guo et al.,
2004) et dégrade les macromolécules : protéines, lipides, ARN et amidon en molécules plus
facilement transportables vers 1’appareil racinaire via le cambium puis les branches et le
tronc. (Lim et al., 2007). Par I’intermédiaire du phloeme, 80% de 1’azote et du phosphore
foliaire sont exportés ainsi que 90% du contenu en sucres sous forme de glucose, fructose et
saccharose (Keskitalo et al., 2005). Tous les organites sont dégradés en commengant par les
chloroplastes qui contiennent 70% du contenu protéique foliaire (Nooden, 1988 ; Thomson &
Plat-Aloia, 1987). Les chlorophylles dégradées, le couvert végétal prend ses couleurs
d’automne jaune, orange ou rouge selon I’espece. Puis, le noyau et les mitochondries sont
parmi les dernieres structures dégradés, lorsque les cellules entrent en phase finale de
I’apoptose (mort cellulaire programmée). A I’échelle macroscopique, la sénescence démarre
de la pointe de la feuille pour remonter jusqu’au pétiole (Lim et al., 2007). Sur ce dernier, au
niveau de la zone d’abscission, des cellulases et des pectinases hydrolysent la paroi cellulaire
permettant a la feuille de tomber, éventuellement selon I’espece, et d’intégrer la litiere (Perry,

1971 ; Roberts et al., 2002).

5.1.2. Entrée en dormance des bourgeons

La dormance est, d’apres Lang et al (1987), une suspension temporaire de la
croissance visible de toute structure végétale comportant un méristtme (cambium et

bourgeons). Cette suspension est effective méme lorsque les bourgeons sont en situation
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environnementale favorable, leur croissance ne reprendra que si cette dormance est levée. En
effet, les cellules méristématiques (bourgeons et zone cambiale) ont leur cycle cellulaire
bloqué en phase G1 (Larcher, 1995 ; Shimizu & Mori, 1998 ; Gutierez et al., 2002).

On distingue, selon le facteur a l'origine de cette suspension de croissance : la
paradormance (induite par d'autres organes situés sur le méme individu, inhibition de la
croissance des bourgeons tant que des feuilles sont en place), ’endodormance (origine
intrinseque au bourgeon, levée par une exposition a des températures froides, ou divers agents
chimiques exogenes) et 1’écodormance (phase de croissance limitée par les conditions
environnementales, essentiellement la température).

Le signal d’entrée en dormance, et également d’initiation de I’endurcissement, semble
davantage régi par la photopériode que par la température (Moshkov, 1935 ; Bogdanov,
1935). Par exemple, un délai d'exposition en dessous d'une photopériode critique a été
identifié chez Betulus pubescens : trois semaines a une photopériode de 12h par jour (Welling
et al, 1997). Mais ce signal photopériode peut étre shunté en conditions particulicres, telles
que des températures nocturnes élevées (Wareing, 1954), une humidité du sol et une quantité
de nutriments importantes (Rudolph, 1964 ; Biisgen & Miinsch, 1931). Par ailleurs, Spirodela
polyrhiza, en condition de carence azotée, peut entrer en dormance si la photopériode passe en
dessous de 20h (Perry, 1968) ; alors que des arbres fertilisés en azote peuvent continuer leur
croissance et, ceci, méme jusqu’a €tre tués par le gel (Levitt 1956 ; Vasil-yev, 1961). Ainsi,
I’initiation de la dormance pourrait étre la résultante de ces différents facteurs (photopériode
courte, sécheresse relative, carence en nutriments, températures nocturnes élevées) a la fin de

I’été (Perry, 1971).

5.1.3. Levée de dormance

L’endodormance peut étre considérée comme un mécanisme de sécurité inhibant la
reprise de croissance des bourgeons avant que la saison défavorable ne soit terminée. C’est
pourquoi, elle n’est levée qu’apres exposition a des températures froide (Weinberger, 1950) :
3 a 4 semaines a 5°C (Vegis 1973). Ces températures peuvent méme étre négatives (-5 a -
10°C) (Hasegawa & Tsuboi, 1960). Il a également ét¢é montré qu’une application de
phytohormones permet également de la lever, méthode couramment utilisée dans les régions a
hiver doux (Wareing & Phillips, 1978).

De nombreuses hypotheéses sur les mécanismes d’établissement et de levée de
I’endodormance ont été émises. Certains auteurs ont évoqué I’interaction entre effets

inhibiteurs et promoteurs de croissance (Saure, 1985), expliquant le fait qu'une application de
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phytohormones stimulatrices de croissance (cytokinines, gibbérellines, auxines) permet de
lever cette endodormance (Crabbé, 1994). D’autres études ont évoqué une compétition
trophique entre le bourgeon et les tissus sous-jacents (Champagnat, 1989). Un effet hydrique a
également été évoqué, les bourgeons dormants ne contenant que tres peu d’eau libre (Faust et
al., 1991) et la continuité hydraulique entre tissus sous-jacents et bourgeons étant
interrompue. Mais cette relation semble plus en rapport avec la résistance au gel qu’avec la
suspension de capacité de croissance (Erez et al., 1998 ; Parmentier et al., 1998).

Les cellules méristématiques sont organisées en réseau complexe au sein duquel la
communication s’effectue via les plasmodesmes comprenant notamment un reticulum
endoplasmique partagé (van der Schoot, 1996). Lors de la phase d’endodormance, ces
plasmodesmes sont obturés par des dépdts de callose (polymeres de 1,3 B D glucane ; Rinne
et al., 2001). Suite a une exposition au froid, il y a une migration d'oléosines sur lesquels sont
adsorbées des B-glucanases qui, en hydrolysant les dépots de callose, permettent de restaurer
la connexion symplasmique (Rinne & van der Schoot, 2003).

La dormance étant caractérisée par un arrét du cycle cellulaire des cellules
méristématiques, 1’étude des protéines régulatrices de ce cycle cellulaire a montré que les
niveaux de transcrits des histones (H2A, H4), des MAP et cdc2 kinases, de la cycline B
étaient tres faibles dans les bourgeons dormants et augmentaient lors de la levée de dormance
(Devitt & Stafstrom, 1995). Les variations des profils d’expression entre phase dormante et
active pourraient étre dues a des modifications dans le degré de méthylation de la chromatine
des cellules du méristeme, mécanisme clé dans 1’expression des genes chez les eucaryotes
(Law & Suttle, 2003).

Dans une étude sur Euphorbia esula (Anderson et al, 2005), I'expression de genes
codant des enzymes impliquées dans le métabolisme glucidique selon 1'état de dormance
montre une expression supérieure des enzymes impliquées dans la syntheése d'amidon en
phase de paradormance (ADP Glucose Pyrophosphorylase, Hexose Kinase et Sucrose
Synthase). Par ailleurs, on retrouve, en phase d'endodormance et d'écodormance, une
expression d'enzymes impliquées dans la synthése de saccharose (Sucrose Phosphate
Synthase et UDP Glucose Pyrophosphorylase). On observe également une expression des
enzymes impliquées dans la glycolyse (Wang et al., 1991) ou le métabolisme antioxydant
(Wang & Faust, 1994).

Lors de I’exposition au froid, la concentration en acide linoléique (C 18:2) dans la
membrane plasmique augmente (Wang & Faust, 1990 ; Erez et al, 1997). Cet acide gras est

formé a partir d’acide oléique (C18:1) par une désaturase membranaire probablement activée
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par le froid (Lyons, 1973). Le niveau d’acide linoléique passe de 20% des acides gras
composant les phopholipides totaux a plus de 40% ; puis, en phase d’écodormance la quantité
d’acide linolénique (C18:3) représente de 40 a 55% du contenu en acides gras formé par une
autre désaturase membranaire active a températures plus élevées (Wang & Faust, 1990). Ces
changements dans la composition membranaire des cellules des bourgeons pourraient &tre
impliqués dans I’intégration du signal environnemental de levée d’endodormance (Erez et al.,
1997).

Certaines de ces hypotheéses semblent reliées aux mécanismes d’acclimatation au
froid, alors que certaines conditions artificielles ont montré un découplage entre les deux
phénomenes. Néanmoins, la part explicative et la part strictement corrélative de chacune de
ces observations reste encore obscure, notamment en terme de relation avec 1’acclimatation au
gel.

Une fois I’endodormance levée, le seul facteur limitant la croissance des bourgeons est
I’occurrence de basses températures. Il s’agit de la phase d’écodormance : contrdlée par les
conditions environnementales (Lang et al., 1987). Durant cette période, les cellules
méristématiques au sein des bourgeons sont en phase de croissance cellulaire intense. Puis,
une fois les nouveaux tissus formés, leur état d’hydratation augmente fortement, les nouvelles
feuilles se gonflent jusqu’a écarter les écailles protectrices autour du bourgeon. C’est le
débourrement, marquant le début de la saison de croissance. La photopériode pourrait, chez
certaines especes, exercer un effet sur la sortie de dormance et le développement ontogénique

(Heide, 1993a, b ; Vitasse et al., 2009).

5.2. Résistance au gel

L’acclimatation au froid est un processus impliquant de nombreux mécanismes dont la
mise en place est progressive et, en regle générale, préalable aux contraintes (Pearce et al.,
1996). 1l s’agit d’initier des mécanismes physiologiques de réponse au stress thermique en lui-
méme, ainsi qu’aux contraintes élastiques et plastiques, directes et indirectes générées par la
congélation (Pearce, 2004). Pour leur mise en place, ces mécanismes nécessitent de 1’énergie
a une période ou I’acquisition d’énergie par la photosyntheése devient faible (especes a
feuillage persistant) ou quasi nulle (especes a feuillage caduque). Il est donc nécessaire que
les arbres utilisent les réserves assimilées durant la période estivale.

L’ensemble des mécanismes détaillés précédemment permet aux cellules de résister
aux contraintes engendrées par le gel. Il est généralement considéré que I’endurcissement se

déroule en deux phases, une précoce et une plus tardive. La phase précoce peut étre tres
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rapide, 1 a 2 jours (Larcher, 1981) et est induite par la diminution de la photopériode
permettant 1’expression des enzymes nécessaires au métabolisme se déroulant lors de la phase
tardive (Sakai & Larcher, 1987). La phase tardive de I’endurcissement est induite par des
températures gélives dont I’efficacité est dépendante de 1’espece, du tissu et du stade de

développement et aboutit a un état de résistance maximale (Sakai & Larcher, 1987).

5.2.1. Initiation de I'endurcissement

5.2.1.1. Stimuli déclencheurs

L’initiation de I’endurcissement est un processus faisant intervenir a la fois la
diminution de la photopériode et la baisse des températures (Aronsson, 1975, Christersson,
1978). 11 a été maintes fois démontré que la diminution de la photopériode initie le processus
d’acclimatation au froid (Tumanov et al., 1965 ;1972 ; 1973 ; Mac Irving & Lanphear, 1967 ;
Weiser, 1970 ; Williams et al., 1972 ; Bervaes et al., 1978 ; Kandler et al., 1979 ; Smits-
Spinks et al., 1985 ; Tremblay & Lalonde, 1987). Ce signal induit par des jours courts permet
un endurcissement méme en conditions de températures douces (15°C) chez Rhododendron
ferrugineum et Pinus cembra (Schwarz, 1970), Prunus persica (Buchanan, 1974), Populus sp
(Sakai & Yoshida, 1968). Par contre, les racines ne déclenchent leur endurcissement que
lorsque la température du sol diminue, et ce, indépendamment de la photopériode chez Pinus
sylvestris (Ryyppo et al., 1998), Potentilla fruticosa (Johnson & Havis, 1977) ou de Rubus
chamaemorus (Kaurin et al., 1982) car, trés probablement, ces organes ne percoivent pas le
signal de diminution de la photopériode. Chez Pinus radiata, une photopériode inférieure a
11h est nécessaire pour déclencher un endurcissement qui s’effectue (dans des proportions
plus faibles) malgré des températures restant élevées (Greer & Warrington, 1982). Mais, en
conditions de jours longs, I’endurcissement peut &tre retardé (Kramer, 1937) parvenant tout de
méme a atteindre le méme niveau de résistance en plein hiver (Sakai & Larcher, 1987).

Un effet activateur du rouge lointain et inhibiteur du rouge sur D’initiation de
I’endurcissement suggerent une implication des phytochromes (McKenzie et al., 1974, Beck
et al., 2004). Par exemple, une surexpression du gene phyA chez le peuplier hybride réduit
fortement la photopériode critique nécessaire a I’initiation de 1’endurcissement (6h vs 15h
chez le génotype sauvage ; Olsen ef al., 1997). De plus, des plantes annuelles soumises a des
températures froides sont incapables de s’endurcir en absence de lumiere (Tumanov, 1931 ;
Dexter, 1933 ; Pfeiffer, 1933 ; Constantinescu, 1933 ; Anderson, 1944) et une intensité
lumineuse minimale de 10000 Lux semble nécessaire pour les graines et les jeunes coniferes

(McGuire & Flint, 1962 ; Scheumann & Bortitz, 1965). Mais, les plantes ayant de forts
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niveaux de réserves semblent pouvoir s’endurcir dans le noir, I’effet principal de la lumiere
s’exercerait, donc, a travers le maintien de I’activité photosynthétique, du moins chez les
plantes actives en période hivernale (Dexter, 1933).

L’effet de températures basses sur I’augmentation de la résistance au gel a été
démontré depuis longtemps (Haberlandt, 1875 ; Schaftnit, 1910 ; Irmscher, 1912 ; Chandler,
1913 ; Gassner & Grimme, 1913). Le seuil de température efficace pour déclencher
I’endurcissement est variable selon les especes mais généralement inférieur a 5-10°C (Harvey,
1922 ; Greer et al., 2000). Sakai (1966¢) le montre chez Salix sp et Populus sp et met en
relation I’acquisition d’une résistance au froid avec la dégradation des réserves en amidon et
la formation de sucres solubles. I est communément admis que plus la température est basse,
plus la vitesse d’endurcissement est rapide (Dantuma & Andrews, 1960 ; Pogosyan & Sakai,
1969). Par ailleurs, une exposition au gel permet d’augmenter le niveau de résistance (Pearce
et al., 1996). L’effet des basses températures est d’autant plus important que 1’état de
résistance est faible (Luoranen et al., 2004), et ce, par I’intermédiaire d’une relation non
linéaire (Greer et al., 2000) et dépendante du stade phénologique (Tumanov, 1969).

Durant I’hiver, le degré auquel I’endurcissement peut étre influencé par la température
est fortement dépendant de 1’état de dormance (Pisek & Schiessl, 1947 ; Scheumann &
Schonbach, 1968 ; Howell & Weiser, 1970 ; Tumanov et al., 1973 ; Fuchigami et al., 1982).
Il peut méme étre établi des corrélations entre niveau de résistance des bourgeons de pécher
ou de cerisier et températures des 2 jours précédents (Proebsting, 1963 ; Andrews &
Proebsting, 1985) ou branches de noyer et moyenne des températures minimales des 15 jours
précédents (Poirier et al., 2010). Néanmoins, a I’échelle intraspécifique, 1"état maximal de
résistance n’est pas dépendant de la température d’exposition parmi trois especes du genre
Quercus (Morin et al., 2007) et chez Pseudotsuga menziesii (Aitken et al., 1996).

Lumiere et température peuvent agir indépendamment (Welling et al., 2002), mais en
conditions naturelles, température et photopériode ont des dynamiques paralleles car le
rayonnement lumineux exerce un effet sur la dynamique des températures. Ainsi, leurs effets
semblent synergiques, la température jouant un effet sur I’endurcissement préférentiellement
en conditions de jours courts (Aronsson, 1975, Christersson, 1978, Jonsson et al., 1981,
Ericsson, 1984). La détermination de I’influence intrinseque de chacun de ces parametres est
complexe car leurs effets interagissent au niveau de la croissance, de la dormance et de

I’endurcissement (Heide, 1974 ; Johnsen et al., 2005a, b).
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5.2.1.2. Modifications induites

De forts niveaux de synthese d’ARN et de protéines sont observés en automne, apres
la sénescence, chez le robinier (Siminovitch et al., 1968), I'osier (Li & Weiser, 1969), le
cypres (Harms & Sauter, 1992) ou le saule (Sauter & Wellekamp, 1998). Le processus
d’acclimatation engendre des modifications énormes dans les profils d’expression ; 25% du
transcriptome est régulée par les basses températures (Kreps et al., 2002) impliquant la
surexpression de nombreuses familles de génes et de nombreux geénes au sein de ces familles
(Pearce, 1999). Guy et al. (1985) en ont dénombrées 51 familles dont de nombreux facteurs
de transcription. Leur expression est séquentielle au cours du cycle phénologique (Druart et
al. 2007). Les expressions différentielles observées permettent d’expliquer la réponse
physiologique des arbres en leur permettant de s’endurcir préalablement a la baisse des
températures. Welling et al., (2002) montrent que 1’expression précoce est une réponse a la
photopériode induisant 1“arrét de croissance, entrée en endodormance, ainsi qu’une
déshydratation et une accumulation des réserves en amidon.

Lors de I’acclimatation, on observe soit un ajustement dans I’expression de genes
constitutivement exprimés (notamment pour adapter le niveau du métabolisme primaire aux
contraintes environnementales), ou I’induction de genes spécifiques a la résistance au gel (par
exemple pour I’accumulation de solutés ou le maintien de la fluidité membranaire ; Pearce,
2004). Des études sur lévolution du métabolome au cours de la phase d“acclimatation
montrent quatre types de régulation entre les niveaux d’abondance des transcrits et des
métabolites induits par des interactions différentes (Kaplan et al., 2004, 2007 ; Guy et al.,
2008) :

* Augmentation des transcrits impliqués dans certaines voies (biosyntheése du raffinose,
de l’acide gamma amino butyrique GABA) précédant une augmentation du niveau de

meétabolites.

* Augmentation des métabolites précédant l’augmentation des transcrits (glycine,

alanine, thréonine, leucine, saccharose, et acide citrique).

e Diminution du niveau des transcrits alors que les métabolites augmentent (lysine,

méthionine, tryptophane, tyrosine, arginine, cystéine, polyamine, phénylpropanoide)

¢ Niveau d’expression constant mais augmentation considérable en métabolites.
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Figure 1.22. Voie Métabolique de dégradation de 'amidon en saccharose et polyols avec l'effet des
températures chaudes (en rouge) ou froides (en bleu) sur I'expression de chacune des enzymes impliquée
(U Activation, D inhibition) (d’aprés Guy et al., 2008).

Au cours de la phase tardive de 1’endurcissement, on observe une réponse aux
températures basses au cours de laquelle les réserves en amidon sont dégradées en sucres
solubles, la résistance au gel s’amplifie et une syntheése de déhydrine a également lieu (Rinne
et al., 1999 ; Welling et al., 2002). L expression des genes tardifs est sous le contrdle soit de
I’acide abscissique, soit de la température (ou les deux en interaction). Ces protéines
exprimées sont impliquées dans l'hydrolyse des réserves amylacées en sucres solubles,
composés cryoprotectants et/ou substrat pour la syntheése d'autres composés nécessaires au
processus d'acclimatation.

Diverses voies métaboliques sont identifiées par 17analyse des EST chez
Rhododendron sp, lors de 1’endurcissement, et notamment, une augmentation de 1’expression
d’enzymes impliquées dans les voies de biosynthese des acides gras (acylCoA synthétase,
choline phosphatase cytidyltransférase), ou de désaturation des acides gras (delta 12 fatty acid

desaturase) a partir du malate (NADP malic enzyme) (Wei et al., 2006). Ceci permet le
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maintien d’une fluidité membranaire (Come et al, 1992). Ces auteurs retrouvent également
une inhibition de la syntheése de 1°aquaporine PIP 2-1 et 1"activation d“un canal potassique
permettraient de limiter la déshydratation cellulaire ainsi que 1’activation de la coumarate 3
hydroxylase qui pourrait étre associée avec 1 épaississement de la paroi (Wei et al., 2006). La
tolérance a la déshydratation semble également nécessaire. Ainsi, la synthése de déhydrines et
chaperonines permet de diminuer les contraintes osmotiques engendrées par les potentiels
osmotiques extra et intracellulaires (Welling & Palva, 2006, Griffith et al., 1997).

Le métabolisme des sucres fait 1’objet de profonds remaniements lors de
I’endurcissement. L‘augmentation de la concentration en enzymes impliquées dans
I’augmentation de la pression osmotique intracellulaire via le métabolisme glucidique a fait
l"objet de nombreux articles (a-amylase, B-amylase, sucrose synthase, sucrose phosphate
synthase) (Witt & Sauter, 1994a, Schrader & Sauter, 2002) (Figure 1.22). L’activité a-
amylase et amidon phosphorylase (2 enzymes impliquées dans I’interconversion amidon-
sucres) montrent une forte corrélation avec la diminution de la température (Elle & Sauter,
2000). Cette augmentation de 1’activité est due, au moins en partie, a la synthese de nouvelles
protéines sous le controle de 1’acide abscissique. La diminution des températures permet
également a certaines amylases d'étre liées aux granules d'amidon et ainsi d'optimiser leur
rencontre avec leur substrat (Witt et al., 1995, Witt & Sauter, 1995, Sauter et al., 1998). La
amylase est également induite par des basses et des fortes températures (Kaplan & Guy,

2004). On la retrouve dans les chloroplastes mais également dans le cytosol et la vacuole ou
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Figure 1.23. Résistance au gel et contenu en sucres chez Robinia pseudoacacia, les sucres sont
représentés en teneur (cercles blancs) ou en équivalent osmotique (cercles noirs) d’apres Yoshida &
Sakai, 1968.
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elle pourrait hydrolyser les glycanes (Kaplan et al., 2006). La starch related alpha glucan
water dikinase (EC 2.7.9.4) induit une plus grande tolérance au gel, en permettant une
accessibilité plus grande de 1’amidon par les amylases (Yano et al., 2005).

Ainsi, les réserves en amidon sont presque intégralement hydrolysées en sucres
solubles au cours de 1’endurcissement (Siminovitch et al., 1953, Witt & Sauter, 1994b ;
Sauter, 1988 ; Sakai, 1966¢c ; Wong et al., 2003 ; Kasuga et al., 2007). Généralement,
saccharose, raffinose et stachyose augmentent fortement lors de 1’endurcissement alors que
les quantités de glucose et de fructose évoluent peu (Parker, 1959 ; Sauter & van Cleve, 1991
; Imanishi et al., 1998) (Figure 1.23). Toutefois, selon 1’espece considérée, différents sucres
augmentent en relation avec les métabolismes spécifiques (Sakai, 1962) : Sorbitol chez le
sorbier ou le pommier (Raese et al., 1978), Glucose, fructose et saccharose chez le noyer
(Poirier, 2010), Raffinose chez Arabidopsis (Guy et al., 2008 ; Kaplan et al., 2004).
L"augmentation du contenu en sucres observée a I’automne est parallele avec 1’hydrolyse de
I’amidon précédemment accumulé (Sakai, 1962 ; 1966¢ ; Reuther, 1971, Harms & Sauter,
1992 ; Sauter & Wellekamp, 1998). La quantit¢ de maltose évolue en relation avec la
température et constitue un intermédiaire dans la synthése et la dégradation de I’amidon en
automne (Sauter & van Cleve, 1994), il semble exercer un role d’inhibiteur de 1I’endoamylase
(Witt et al., 1995). Le maltose semble également exercer un effet protecteur des membranes,
des protéines ainsi que de la chaine de transport d“électrons dans la membrane des thylakoides
(Kaplan & Guy, 2004).

L hydrolyse de 1’amidon et 1’augmentation concomitante du saccharose, du stachyose
et du raffinose, mais pas du glucose et du fructose, s’exerce a des températures <10°C chez le
peuplier (Sauter, 1988). L"augmentation du raffinose semble fortement liée a la température
durant 1"acclimatation chez le peuplier (Cox & Stushnoff, 2001). Toutefois, des observations
faites par Sakai (1966¢), sur Salix sp, montrent une diminution des quantités d’amidon a
température basses (<10°C) mais également a des températures supérieures (>15°C), alors
qu’entre ces températures il y a re-synthese d’amidon.

Une plus faible température du sol exerce un effet positif sur I’accumulation d’amidon
pendant la phase de croissance en limitant 1’activité puits (consommation de métabolites,
d’énergie) des racines et des rameaux et permettant une plus grande résistance au froid durant
I’hiver (Repo et al., 2004). Cette diminution de l'activité racinaire permet également une
déshydratation par diminution de la fluidité membranaire et par 1’intermédiaire d’aquaporines
(Lee et al., 2005b). Ainsi, on observe une diminution du diamétre des rameaux (Turcotte et

al., 2009), une déshydratation poussée des parties aériennes (Pavel & Fereres, 1998 ; Ewers et
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al., 2001) pouvant étre reliée a la résistance au gel (Améglio et al., 2001). Le contenu en eau
diminue fortement lors du début de la phase d’acclimatation puis se stabilise au cours de
I’hiver (Luoranen et al., 2004). Cette diminution du contenu en eau augmente la concentration
du cytoplasme, et diminue 1’état d’hydratation du protoplasme et de la paroi (Chen & Li,
1977, Anisko & Lindstrom, 1996). Un plus faible état d’hydratation diminue également la
consommation par respiration des sucres solubles cryoprotecteurs (Ogren, 1996). Ainsi, une
sécheresse peut augmenter la résistance au gel de quelques degrés (Chen et al., 1977 ;

Yelenosky, 1979 ; Anisko & Lindstrom, 1996).

5.2.2. Désendurcissement

La phase de désendurcissement est déclenchée par la remontée des températures, alors
que la photopériode ne semble y exercer quasi aucune influence (Leinonen et al., 1997).
L’exposition a des températures chaudes permet une augmentation de la sensibilité au gel en
deux semaines (Goppert, 1830) voir méme en quelques heures (Pisek, 1950). Généralement,
le désendurcissement se déroule plus rapidement (en jours ou semaines) que 1’endurcissement
(en semaines ou mois ; Kalberer et al., 2006). Puis, une fois la croissance initiée une
photopériode plus longue permet tout de méme une désacclimatation plus rapide chez le pin
sylvestre (Pinus sylvestris) et I’épicéa (Picea abies). Lors de la remontée des températures du
sol au printemps, on observe chez Picea mariana une reprise de la réhydratation environ
quarante jours avant la reprise de croissance permettant un désendurcissement complet
(Turcotte et al., 2009).

Les changements métaboliques expliquent facilement ce phénomene car
I’endurcissement est un processus cofliteux en énergie pour la plante nécessitant la synthese de
nombreux composés (Browse & Lange, 2004), alors que lors du désendurcissement, on
observe essentiellement des diminutions des niveaux d’expressions génétiques et de
biosynthese, alimentées par le catabolisme des composés cryoprotectants (notamment les
sucres, ou protéines).

Deux formes de désendurcissement ont été caractérisées chez les arbres (Kalberer et

al., 20006) :

e Un désendurcissement « actif », en réponse a une remontée des températures
importante, se traduit par des changements structuraux et fonctionnels. Par exemple,
lors d’évenements de réchauffement rapides, en hiver ou au printemps, un brusque
désendurcissement peut é&tre observé a cause d’une augmentation de 1’état

d’hydratation (Pogosyan & Sakai, 1969).
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e Un désendurcissement « passif », lors de réchauffements modérés de la température
ambiante (<5°C), est la conséquence de la consommation de composés carbonés
cryoprotectants par une respiration accrue (Ogren, 1996). Lors d’une remontée
modérée des températures, la perte en carbone devient supérieure aux gains, car la
photosyntheése est plus sensible a la baisse de températures que [’activité
mitochondriale (Ogren, 1996 ; Ggren, 1997). La respiration est aussi moins sensible a
la déshydratation et aux cycles gel/dégel (Steffen er al., 1989). La diminution des
quantités de raffinose est fortement corrélée a 1°état de résistance au gel et a la
température lors de 1 acclimatation, mais moins durant la désacclimatation (Cox &
Stushnoff, 2001). Mais d’une maniere générale, la quantit¢ de sucres solubles
intracellulaires diminue significativement, tout comme I’état de résistance au gel. Les
plantes sont donc capables de se ré-endurcir trés rapidement par rapport a la vitesse

d’endurcissement initiale (2 jours vs 15 jours ; Chen & Li, 1980a ; 1980b).

Alors que les niveaux d“amidon sont tres faibles durant 1’hiver et les niveaux de sucres
solubles tres importants, une re-synthése de 1’amidon a partir des sucres solubles est observée
au printemps juste avant le débourrement (Sauter & van Cleve, 1994). Les quantités de
I’ensemble des enzymes impliquées dans les voies d’hydrolyse de 1’amidon diminuent
fortement avant ou juste apres le débourrement (Witt & Sauter, 1994a, Schrader & Sauter,
2002 ; Wong et al., 2003). Chez les arbres a feuilles caduques, ces réserves carbonées sont
transformées en sucres solubles et transportées via le xyleme pour assurer 1’alimentation des
bourgeons, puis des nouvelles branches au moment du débourrement (Sauter & Ambrosius,
1986). Environ un tiers des réserves est utilisé pour le déploiement des nouvelles feuilles qui
vont par la suite contribuer a la reformation de réserves (Larcher 1995).

La diminution de la résistance au gel est également fortement liée a une augmentation
brutale du contenu en eau dans les bourgeons (Graham & Mullin, 1976 ; Junttila et al., 1983)
et dans les branches (Pogosyan & Sakai, 1969). Les températures douces influencent le
contenu en eau par l'intermédiaire de différents mécanismes : augmentation de 1’évaporation
mais aussi de 1’absorption. Par exemple, au printemps, une réhydratation n’a lieu, pour le
noyer, que lorsque la température du sol dépasse les 8°C (Améglio et al., 2002) permettant
aux racines de réhydrater les parties aériennes (Turcotte et al., 2009). En revanche, si
I’appareil racinaire a été fortement endommagé par le gel par un désendurcissement trop
précoce, la capacité des racines a engendrer de la pression dans la seéve brute xylémienne sera

limitée (Zhu et al., 2002).
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5.2.3. Variabilité génétique

Différentes études ont montré la capacité de réponse différentes a 1I’échelle inter
spécifique (Hydrangea macrophylla et H. paniculata) au niveau de la résistance au gel mais
également du contenu en ABA ou en sucres (Pagter et al., 2008). Différents écotypes de
Populus trichocarpa provenant de latitudes ou d’altitudes élevées sont plus précoces en
termes de débourrement ou d’arrét de croissance que d’autres écotypes en plantations
comparatives (Pauley & Perry, 1954). L’endurcissement débute également a partir d’une
photopériode critique, et ce, d’autant plus rapidement et précocement que I’espeéce est
nordique chez le bouleau et le pin (Jonsson et al., 1981 ; Li et al., 2005). En effet, un arbre
d’un écotype nordique sera plus sensible aux changements saisonniers, et, ainsi, montrera un
arrét de croissance, une acclimatation au froid et une entrée en dormance plus précoce, un
endurcissement plus intense, un sortie de dormance plus rapide, en adaptation a une saison de
croissance plus courte sous des latitudes élevées (Li et al., 2003b). Et I’on observe en général
une bonne corrélation entre résistance au gel et températures minimales observées durant
I"hiver chez différents écotypes d’A.thaliana (Klotke et al., 2004 ; Hannah et al., 2006), de blé
(Vagujfalvi et al., 1999), mais pas chez les especes pérennes lignifiées telles que Pinus
sylvestris (Nilsson & Walfridsson, 1995), Pinus albicaulis (Bower & Aitken, 2006), Fraxinus

ornus (Larcher & Mair, 1968) ou différentes especes du genre Quercus (Morin et al., 2007)
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Figure 1.24. Températures observées et résistances au gel en fonction de la date calendaire ou du stade

phénologique pour trois provenances extrémes dans l'aire de répartition de Fraxinus ornus (d’apreés
Larcher & Mair, 1968).
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I1 ressort de ces différentes études, que seules les phases intermédiaires entre état de
résistance maximal et état d’extréme sensibilité semblent sujettes a des adaptations locales de

populations (Figure 1.24).

6. Implications écologiques de la
résistance au gel

L’aire de répartition d’une espece végétale s’inscrit dans une niche climatique
potentielle limitée par une marge chaude et une marge froide. Concernant la marge chaude, le
stress hydrique est le facteur critique et donc des especes ayant une consommation réduite en
eau sont plus adaptées. Parmi les variables physiques exercant une influence sur la marge
froide, les basses températures en sont un des facteurs les plus importants (Parker, 1963 ;
Sakai & Larcher, 1987). Elles contrdlent ainsi la composition et la production de milieux
forestiers et horticulturaux (Ashworth, 1992). Environ deux tiers de la biomasse terrestre est
soumis a des températures gélives au cours de I’année et la moitié a des températures

inférieures a -20°C (Sakai & Larcher, 1987).
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Figure 1.25. Evolution de la limite des neiges éternelles (« Snowline » et la limite des arbres (« Treeline »)
en fonction de la latitude (d’aprés Kérner, 2003).

La résistance au gel est un trait physiologique qui s’exprime en présence d’une
contrainte environnementale (Sakai & Larcher, 1987). On retrouve donc des variations tres
importantes entre especes, entre populations ou le long de gradient de cette méme contrainte
(altitude, latitude). Le parallélisme observé entre limite des neiges éternelles et limite
altitudinale des arbres selon la latitude en est un exemple convaincant (Korner, 2003) (Figure
1.25).

La survie d’une espece dans des conditions climatiques données dépend a la fois de la

capacité de résistance maximale, mais aussi de la synchronisation et de la vitesse de
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I’acclimatation et de la désacclimatation en fonction des variations saisonnieres de
températures (Larcher, 1968 ; Fuchigami et al., 1982).

Une espece est considérée comme bien adaptée si, durant sa saison de croissance, elle
minimise le risque de subir des dégats du gel (Langlet, 1937 ; Larcher, 1995). En effet, on
observe un « trade off » entre la minimisation des dégats dus au gel et la maximisation de la
fixation de carbone (Saxe et al., 2001). Au sein des biomes, la pression de sélection par les
températures basses a conduit a la formation de « races climatiques » ou écotypes dont les
différences s’expriment essentiellement au niveau du seuil de réponse a la température
pouvant se traduire sur la chronologie du cycle annuel de développement (Miinch, 1923).
Généralement les processus d’acclimatation au gel et la phénologie constituant différents
aspects de la résistance au gel sont couplés (Larcher & Mair, 1968 ; Larcher 1968).

En milieu a contraste saisonnier marqué, les dommages du gel a I’automne peuvent
avoir un impact sérieux sur la survie des arbres (Palonen & Buszard, 1997) ; alors qu’au
printemps, ’impact porte majoritairement sur la capacité reproductive des bourgeons apres
débourrement (Rodrigo, 2000). En climat tempéré, les dégats engendrés a la période
printaniere sont plus importants que ceux engendrés par les températures minimales en plein
hiver (Byrne, 1986), et ceci essentiellement sur les bourgeons, fleurs et fruits bien que les
rameaux puissent étre parfois endommagés (Smeeton, 1964). Dans les conditions climatiques
actuelles, la valeur adaptative des arbres est donc altérée davantage a travers leur capacité
reproductive qu’au niveau de leur survie (Westwood, 1993).

Dans des conditions climatiques extrémes, milieu boréal ou montagnard, la période
critique s avere paradoxalement €tre 1°été. En effet, en hiver, les capacités de résistance sont,
en général et au sein de la niche climatique potentielle, supérieures a 1“intensité des gels subis,
alors qu’en été, les plantes sont trés sensibles, et le moindre événement de gel peut engendrer
des 1ésions importantes. De plus, en raison de faibles températures tout au long de I’année, la
saison de croissance est fortement restreinte. Ainsi, il n’apparait donc pas étonnant qu'a la
limite altitudinale des arbres, une période de 100 jours avec des températures moyennes
supérieures a 5°C soit observée (Brockmann-Jerosch, 1919 ; Ellenberg, 1963). La croissance
et le développement des plantes sont maximaux au sein d’une plage de températures,
sélectionnée par des processus adaptatifs (Levitt, 1980 ; Fitter & Hay, 1987) mais en deca de
5°C, I'activité métabolique est quasi nulle.

Les plantes vivant dans des habitats ou des éveénements de gel peuvent survenir durant
la période de croissance et d’activité métabolique importante peuvent éviter les 1ésions

uniquement par évitement du gel. La dépression du point de fusion peut suffire a prévenir la
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majorité des risques et permet le maintien d’un potentiel hydrique foliaire important
(Goldstein & Meinzer, 1983 ; Beck, 1986) et la diffusion du CO, a températures négatives
(Larcher, 1961 ; 1981 ; 1995) ce qui permet, par exemple, une assimilation du carbone des le
matin apres un gel nocturne (Moser et al., 1977).

La corrélation entre résistance au gel et aire de distribution a fait 1‘objet de
nombreuses €tudes. La capacité a la surfusion, par exemple, est un facteur déterminant pour
les arbres a feuilles caduques natifs d’Amérique du nord qui sont limités aux zones ou la
température ne descend pas en dessous de -40°C en hiver (Burke et al., 1976), de méme que le
poirier et le pommier (Quamme, 1976). Le maintien de la fluidit¢ membranaire semble
également important ; ainsi, les plantes des climats chauds possedent au niveau membranaire
une proportion plus importante d’acides gras saturés que celle des climats froids (Lyons,
1973). Par exemple, Raison et al. (1979) ont montré une forte corrélation entre la température
a laquelle la membrane plasmique passe de I’état liquide-cristallin a celui de gel et la
distribution géographique de plusieurs especes. La température de formation d 'un exotherme
et 1"altitude limite potentielle semblent étroitement lies (Kaku & Iwaya, 1979) (Figure 1.26).

Les basses températures peuvent également exercer une influence sur la niche d’une
espece par leur effet sur la conductivité du tissu xylémien. L’embolie hivernale peut limiter la
croissance et la survie d’une espece en marge froide (Sperry & Sullivan, 1992 ; Tyree &
Cochard, 1996 ; Langan et al., 1997 ; Pockman & Sperry, 1997). On observe le long d’un
gradient altitudinal une diminution de la taille des vaisseaux et donc une diminution de la

sensibilité a I’embolie.
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Figure 1.26. Relation entre température de formation d’'un exotherme avec la distribution latitudinale
chez Quercus rubra (a), Populus tremuloides (b) ou avec la limite altitudinale potentielle (d’apres Burke et
al., 1976 et Kaku & Iwaya, 1979).
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Les formes de vie rencontrées dans les milieux boréaux et alpins sont essentiellement
des especes buissonnantes a feuillage persistant, des herbacées pérennes, des mousses et des
lichens. Ces especes pérennes ont comme avantage de ne pas avoir a reformer un appareil
photosynthétique complet chaque année (Billings & Mooney, 1968) car la productivité de ces
biotopes est insuffisante pour permettre a la fois la production de bois et de feuilles tous les
ans (Boysen-Jensen, 1932). Les buissons persistants ont une efficience photosynthétique plus
faible que les buissons a feuilles caduques (comme Vaccinium uliginosum), mais la vie plus
longue de leur feuille permet de minimiser les colits métaboliques (Hadley & Bliss, 1964).
Egalement, les anciennes feuilles servent de réserves hivernales de composés lipidiques ou
protéiques qui serviront de substrat a la mise en place de nouvelles feuilles. Le débourrement
des especes persistantes semble plus tardif que les caducifoliées, limitant les risques
d’exposition aux gels printaniers (Billings & Mooney, 1968). La plupart de ces especes ont
une production de graine erratique mais compensent cela par une reproduction végétative
(Billings & Mooney, 1968).

Globalement, les especes stress tolérantes, ont des caractéristiques similaires quelque
soit le type de stress : croissance lente, organes photosynthétiques sempervirents, longue
durée de vie, séquestration du carbone, des nutriments, de I’eau, floraison erratique, et un
métabolisme permettant une assimilation des ressources pendant les courtes périodes
favorables (Grime, 1979). Les plantes stress tolérantes sont par contre particulicrement
sensibles a la perturbation (attaque de phytophages) car leur croissance lente ne leur offre que
peu de possibilité de résilience (Wittaker, 1975). Ces organismes n’ont en général que peu de
plasticité morphogénétique ; leur période de croissance étant courte, la quantité de tissus
capables de différenciation, donc d’une réponse morphogénétique, est réduite. La réponse

environnementale est avant tout physiologique.

7. Modélisation de la biologie hivernale

Afin de prédire les risques de dommages dus au gel tant en milieu forestier qu’en
verger ou parcs, modéliser 1'évolution de la résistance des plantes pérennes et de leurs dates de

débourrement a fait 1'objet de différentes approches :

e des relations empiriques entre température d’exposition et, dans certains cas,

photopériode et évolution de la résistance,

e des relations avec les modifications physiologiques inhérentes au processus

d’acclimatation,

79



Synthese Bibliographique. 7. Modélisation de la biologie hivernale

¢ [’influence du cycle de développement annuel.

Seuls certains modeles sont présentés ici essentiellement sur végétaux pérennes.

7.1. Cycle annuel de développement

En agronomie et production fruitiere, la prédiction de différents événements marquant
le cycle annuel telles que dates de débourrement, floraison, véraison, maturation et sénescence
fait partie des préoccupations importantes. Ainsi, la construction de modele de prédiction de
I’état de développement physiologique de 1’arbre est un aspect sur lequel beaucoup de
recherches ont été développées récemment, en lien avec les changements climatiques
observés et les évolutions de la phénologie associée (ex. avancement des dates de
débourrement en conditions agronomiques (Domergue et al., 2004 ; Seguin et al., 2004) et en
mileiux naturels (Walther et al., 2002 ; Parmesan & Yohe, 2003).

Méme si récemment 1’équipe de Korner (Korner & Basler, 2010a) remet cette opinion,
en cause, la température est le facteur majeur qui contrdle le développement des végétaux.
Ainsi, depuis Réaumur (1735) et I’observation que la durée de la phase de maturation du blé
est d’autant plus rapide que les températures sont chaudes, les sommes de températures
accumulées (Ziegler, 1879) au-dessus d’un seuil d’action efficace (généralement aux
alentours de 5 ou 7°C (Hoffman, 1887)) sont largement utilisées, méme si a I’heure actuelle,
I’établissement de lois d’action non linéaires en relation avec la physiologie se développent.

L’intensité de la dormance peut, par exemple, étre quantifiée expérimentalement, par
le temps nécessaire au débourrement complet de bourgeons placés a une température
favorable pour la croissance (20-25°C) : le délai moyen de débourrement (DMD : Balandier et
al., 1993), ou a la quantité d’acide gibbérellique nécessaire a la croissance des bourgeons
(Champagnat, 1992).

D’une maniere générale, on considére que les températures froides ont une action
positive sur la levée de I’endodormance, permettant d’intégrer «le signal » au niveau du
bourgeon, que la période rigoureuse de I’hiver s’est déroulée, tandis que la levée
d’écodormance, correspondant a des mécanismes d’allongement et d’hydratation cellulaire,
s’effectue d’autant plus rapidement que les températures sont chaudes.

Différents concepts d’impact des températures ont ainsi émergés, avec de nombreuses
propositions de lois d’action. En effet, on peut considérer que 1’action des températures peut
s’établir soit de manicre séquentielle (accumulation de températures froides jusqu’a la levée
d’endodormance puis de températures chaudes jusqu’a la levée d’écodormance) ou parallele

(accumulation simultanée des températures nécessaires pour les deux types d’action, froide et
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chaude). Dans le cas d’une accumulation séquentielle, elle peut étre réversible (des
températures chaudes permettant d’annuler tout ou partie de 1’action froide préalable) ou

irréversible (Kramer, 1994).

7.1.1. Modélisation de 'Endodormance

Suite a I'implantation d’especes fruitieres hors de leurs zones naturelles de répartition
(dans des zones a hivers doux : Maghreb, Israél, Brésil), les bourgeons de ces arbres se sont
montrés incapables de débourrer par manque de froid hivernal inhibant ainsi la sortie de 1’état
dormant. A I’opposé, la date de débourrement est d’autant plus précoce que le froid auquel
ont été exposés les bourgeons est important durant I’automne et 1’hiver (Landsberg, 1974 ;
Cannell & Smith, 1983). Or, le phénomene d’endodormance est un phénomene non visible a
I’échelle macroscopique par des méthodes non destructives. Il faut, donc, observer le
débourrement qui constitue la somme des phases d’endo et d’écodormance.

Différentes lois d’action du froid sur la levée d’endodormance ont été élaborées
(Figure 1.27). Pour Weinberger (1967), il s’agit d’une action en tout ou rien: 1 CU
(« Chilling Units » ou Unité de froid) pour les températures inférieures a 7,22°C et 0 CU au
dessus de cette température. La relation entre température et accumulation peut également &tre
définie comme non-linéaire, Bidabé (1967) utilise une loi exponentielle chez Malus sp, alors
que Landsberg (1974), chez la méme espece utilise une loi inversement proportionnelle a la
température pour des températures supérieures a 5°C. En dessous de certaines températures, le
froid semble ne plus exercer d’effet sur la levée d’endodormance. On retrouve ainsi, des lois
d’actions de forme gaussienne avec un maximum aux alentours de 3,5°C (Sarvas, 1974 chez
Betula pendula et de multiples arbres forestiers) ou une juxtaposition de fonctions affines
autour de la méme valeur optimale (Hanninen, 1990 chez Pinus sylvestris essentiellement et
quelques autres especes).

D’autres expérimentations ont mis en évidence que 1’exposition a des températures
chaudes (de I’ordre de 21°C) apres une exposition au froid (6°C) annulait totalement I’action
froide précédente. Ainsi pour Richardson et al. (1974) dans le modele « Utah » pour Prunus
sp, I’accumulation de froid est réversible et fait intervenir des actions négatives des
températures chaudes (supérieures a 15°C). A partir de ces mémes données, Erez et Couvillon
(1987) ont formulé des hypotheses, conceptuellement tres différentes dans leur modele
dynamique, modele prenant en compte deux réactions dans I’assimilation de 1’action froide.
La premiere réaction, réversible, aboutit a la formation d’un composé intermédiaire qui peut si

les températures restent relativement basses former un composé final (du type hormonal) qui
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Figure 1.27. Unités de Froid (« Chilling Units ») en fonction de la température selon différents modéles
usuels de levée d’endodormance.

s’accumule dans le bourgeon, alors que pour des températures plus fortes, la réaction
antagoniste se déroule annulant par conséquent I’effet initial du froid (Fishman ez al., 1987).
Tous ces modeles ne peuvent prédire la date de sortie de dormance, en dehors de leurs
gammes de calibration, par exemple, en conditions de températures douces. Pourtant
expérimentalement I’endodormance peut tout de méme étre levée comme cela fiit observé en

Tunisie (Bidabé, 1967) ou a La Réunion (Balandier et al. 1993).

7.1.2. Modélisation du débourrement :

Pour modéliser le débourrement, une partie des modeles se focalise sur la phase
d’écodormance qui est levée par exposition des bourgeons a des températures chaudes
permettant d’accélérer le développement des bourgeons par réhydratation et allongement
cellulaire. Cette phase se produit soit postérieurement a la sortie d’endodormance (modele
séquentiel : Sarvas, 1974 ; Richardson, 1974 ; Fuchigami, 1982) ou se déroule en parallele a
la sortie d’endodormance avec une efficacité des températures chaudes dépendant de la dose
de froid accumulée (Landsberg, 1974, Cannell & Smith, 1983). Enfin, d’autres modélisations,
ne tiennent pas compte de la phase d’endodormance en initiant les calculs au 1 janvier. Entre
ces différentes approches, on n observe pas, a I'heure actuelle, de différences significatives en
termes de dates de débourrement. Le cumul de température chaude (exprimées en Forcing
Unit) est généralement formulé en termes de sommes de températures ou en relation avec une
fonction non linéaire, exponentielle (Bidabé, 1967 ; Sarvas, 1974 ; Riou et Pouget, 1992) ou

sigmoide (Hénninen, 1990) différemment paramétrée selon I’espece et 1’auteur. Quelques
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autres modeles décrivent 1’action des températures chaudes en fonction de la durée
d’exposition aux températures froides. Elle peut étre linéaire (Cannell & Smith, 1983) ou

sigmoide (Landsberg, 1974).

7.2. Résistance au gel

Les modeles de prédiction de la résistance au gel, a la différence des modeles de cycle
annuel, ont essentiellement été produits pour des arbres forestiers, et notamment des
coniferes. On distingue les modeles paramétrés a 1’aide de relations empiriques entre
évolution de la résistance au gel et température, d’autres faisant intervenir des variables

physiologiques corrélées a I’état de résistance.

7.2.1. Relations empiriques entre température / évolution de la
résistance

Chez Pinus radiata, I’initiation du processus est déclenchée par une exposition de 42
jours a une photopériode inférieure a 11h. Puis a partir d’une température inférieure a 5°C, la
vitesse d’endurcissement est calculée en fonction de la température maximale et minimale
(Greer & Warrington, 1982). Elle varie linéairement de -0,4°C a 0°C par jour pour une
température de -4°C a 5°C. Cette relation permet donc d’utiliser une somme de température
négative (base = 5°C) pour calculer le niveau d’endurcissement de 1’arbre, avec un départ en
automne a -5,2°C. Mais cette approche ne permet que de prévoir les risques potentiels de gels
automnaux. Elle ne permet pas de définir un niveau maximal d’endurcissement, ni la capacité
au désendurcissement/réendurcissement. L’état de résistance évolue au sein d’une gamme
comprise entre un état de résistance minimal et un état de résistance potentiel (Larcher,
1985a).

Cannell et al. (1985) développent un modele s’initiant au 15 aoft (a partir d’une LTs
= -5°C), et la résistance s’incrémente en fonction de la différence entre la température de
résistance et la température minimale journaliere.

Le modele développé par Repo et al. (1990) prédit la vitesse d’endurcissement
/désendurcissement comme étant une tendance a évoluer vers une résistance au froid
proportionnelle a la température minimale.

Leinonen et al. (1995), a partir du modele de Repo ef al. (1990), modifient la vitesse
d’acclimatation et la place sous le contrdle de deux variables la température et la photopériode
agissant de maniere additive et linéaire. Timmis et al. (1994) utilisent un modele

d’endurcissement /désendurcissement basé sur la survie de jeunes plants de Douglas et
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définissent une résistance au gel via une fonction sigmoide utilisant une somme d’action
froide a partir du 28 aolit comme variable d’entrée durant la période d’endurcissement, puis a
partir du ler janvier en fonction de la somme des températures chaudes durant la phase de
désendurcissement. Ces modeles, par leur conception, ne peuvent prédire 1’état de résistance

au gel que pour des arbres en conditions optimales de croissances, ou du moins non stressés.

7.2.2. Relation résistance au gel / physiologie de 1'acclimatation

L’ensemble des modeles précédents ont été construits sur la base de corrélations entre
résistance au froid mesurée ou estimée et température. D’autres modeles ont intégré des
parametres physiologiques. Par exemple, la modélisation de la résistance au froid en relation
avec la quantité de sucres solubles a été entreprise. Mais, Lennartson & Ogren (2003)
montrent une difficulté pour I’obtention des LTs prédites homogenes avec les LTsy observées
en utilisant la quantité totale des sucres solubles ou chacun des sucres pris individuellement.
Leur meilleur résultat est obtenu en intégrant I’humidité pondérale.

Un autre modele, sur pin sylvestre, a été développé par Taulavuori et al (1997a) et fait
intervenir photopériode, température minimale et pH de la solution de lyse cellulaire
(représentant 1’intensité des dégats subis a cause du gel) par un modele linéaire additif. Ce
modele prédit assez efficacement I’état de résistance mais nécessite un suivi en temps réel des
arbres et des prélevements réguliers.

Dans la méme approche, un modele utilisant variable physiologique et climatique a été
congu par Poirier et al. (2010) également selon un modele linéaire additif en fonction de la
teneur en sucres solubles (GFS : Glucose + fructose + saccharose), de la moyenne des
températures minimales calculées sur 15 jours et de I’humidité pondérale. Ce modele
développé sur noyer permet de prédire 1’état de résistance a chaque instant, mais nécessite
également un suivi des variables physiologiques (contenu en sucres solubles et en eau), ainsi
que des températures des 15 derniers jours. Il a I’avantage par contre de tenir compte des états
physiologiques de I’arbre 1ié aux traitements estivaux (ex. défoliation, girdling).

Par contre, ces différents modeles s’ils prédisent la dynamique d’endurcissement et
parfois de désendurcissement, ne prennent pas en compte le cycle de développement de
I’arbre. 11 convient ainsi d’intégrer notamment, les aspects d’entrée et de sortie
d’endodormance et de sortie d’écodormance, afin de calculer au mieux les risques de
dommages dus au gel au cours des périodes critiques que forment 1’automne et le printemps et

en particulier pour les bourgeons.
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7.3. Résistance au gel en fonction du cycle de
développement

Néanmoins, quelques modeles sont apparus combinant acclimatation au gel et
évolution du cycle annuel de développement. C’est le cas du modele de Lecomte (2003), pour
différentes variétés de blés. L’état de résistance actuel évolue entre une résistance minimale et
une résistance potentielle. En fonction de la température, I’état de résistance évolue vers un
état de résistance maximal (température entre 15 et 0°C), ou vers I’état minimal (température
supérieure a 15°C). Si la température est négative, I’état de résistance est égal a 1’état de
résistance maximale potentielle.

Le modele de Fuchigami et al. (1982), définit le stade de développement en degré de
croissance (répartis entre 0 et 360°) et simule la résistance au froid en parallele. Selon ce

modele :
e (° correspond a la date de débourrement (déterminé visuellement),

e 00 ° aVlinitiation de la maturité, arrét de croissance et acquisition d ‘une sensibilité a la

photopériode,
e 180° ala maturité végétative et entrée en endodormance,
e 270° maximum de dormance hivernale,
e 315°levée d’endodormance, initiation de 1’écodormance,
e  360° débourrement de I’année suivante.

La levée de dormance est prédite en utilisant le modele de Sarvas (1974). En accord
avec ce modele, Kobayashi et al. (1983) montre dans son modele, une évolution des vitesses
d’endurcissement en fonction de 1’état d’avancement dans le cycle de croissance de 1’arbre
(Cornus sericea) et prédit avec une bonne précision la température minimale jusqu a laquelle
I’arbre survit. L’endurcissement se réalise entre 90° (arrét de la croissance) et 315° (levée
d’endodormance). Le désendurcissement est terminé lors du débourrement (360°). En
fonction du stade de développement, différentes relations polynomiales sont définies et
prédisent la vitesse d’évolution de la résistance. Les variables d’entrée sont donc: la
température, le degré d’avancement dans le cycle et leurs interactions.

Dans son article de 1996, Leinonen intégre le cycle de développement de I’arbre pour
synchroniser les dynamiques d’endurcissement et de désendurcissement tels que modélisées
par Repo et al. (1990), en fonction de la température et de la durée de la photopériode. Ces

variations lui permettent d’intégrer 1’état de développement de 1’arbre tout au long de 1’année.
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En effet, la capacité d’endurcissement (CR) est dynamique, et la liaison entre température et

endurcissement suit une relation affine par morceaux avec pour parametres :

e Jes niveaux maximaux d’endurcissement (selon la température et selon la

photopériode),
¢ la température moyenne journaliere,
¢ la photopériode journaliere,

® les limites de température et de photopériode au sein desquelles 1’accroissement de la
résistance au froid est régulier, montré par Greer et al. (1998) chez Pinus radiata

(entre -5 et 10°C).

La phase du cycle annuel évolue entre : croissance active, lignification, dormance
(endodormance) et quiescence (écodormance). En croissance active, la capacité
d’endurcissement est nulle ; en dormance elle est maximale ; en quiescence elle dépend de la
quantit¢ de chaleur accumulée depuis la sortie de dormance et pendant la phase de
lignification, elle varie en fonction de I’avancement dans la phase de lignification.

Le modele de Leinonen a été intégré pour 1’€élaboration de sous-modeles de dommages
dus au gel et date de débourrement dans le modele de simulation des aires de répartition des
especes, Phenofit (Chuine et Beaubien, 2001) ou les variables d’entrée sont la température
moyenne journaliere et la photopériode journaliere. Ainsi, deux sous-modeles impliquent une
résistance aux températures gélives a travers les deux composantes de la valeur adaptative
d'une espece :

e e sous-modele déterminant le succes reproducteur de 1’arbre en estimant les dégats
causés par le gel sur les organes sensibles de I’arbre, i.e. les feuilles et les fleurs (ou

leurs bourgeons respectifs).

® le sous-modele de survie de I’espece, qui ne fait intervenir qu'une température létale
en deca de laquelle I’espece ne peut survivre et comparée aux températures minimales

journalieres. Ces températures létales ont été tirées de Sakai et Weisser (1973).

Mais ce sous-modele de survie ne modélise pas I’effet d’un gel précoce ou tardif
lorsque 1’arbre n’est pas dans un état de résistance maximale. Il ne modélise pas non plus les
effets de fortes contraintes sur le développement des especes, liées aux changements
climatiques prévisibles (sécheresse estivale, ennoyage hivernale, stress de défoliation,

interactions entre stress) qui peuvent fortement atténuer ses capacités de survie.
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Une augmentation des températures telles que prédites par le GIEC (IPCC, 2007) peut
potentiellement avoir un impact sur la sensibilité au gel des parties lignifiées et des
bourgeons. En effet des températures supérieures vont ralentir le processus d’acclimatation et
accélérer le processus de désacclimatation. Et, méme si a priori, le risque semble négligeable
quand la sensibilité augmente et les températures aussi ; il y a tout lieu de s’interroger car les
prédictions du GIEC prédisent également une augmentation de la fréquence des événements
climatiques extrémes et donc des gels peut-&tre moins fréquents a une date donnée mais tout
aussi intenses.

De multiples études ont été publiées ces dernieres années sur I’impact du changement
climatique sur les écosystemes. La migration vers le nord et en altitude de multiples especes
est observée au rythme de 6,1 km par décennie vers le nord et de 6,1 m par décennie en
altitude (Parmesan & Yohe, 2003). Méme si a premicre vue, la survie des especes forestieres
n’est pas menacée, leur distribution, abondance et productivité peuvent étre affectées (Chuine
& Beaubien, 2001). Et, concernant ’ensemble du régne végétal, des taux d’extinction de
I'ordre de 6 a 8% (18 a 32% d’extinction locale) sont prédits en fonction du scenario
climatique et une migration des aires de répartition vers le Nord et I’Est en Europe (Bakkenes
et al., 2002 ; Thomas et al., 2004). Néanmoins d’autres études prédisent un élargissement de
I’aire de répartition des arbres (Shafer et al., 2001) et, donc, une richesse spécifique plus
importante dans les foréts nord américaines a 1’horizon 2100 (Iverson & Prasad, 2001) méme
si leurs vitesses de migrations semblent faibles (Schwartz et al., 2001). Une diminution des
jours de gel permet a un certain nombre d’especes exotiques de s’implanter dans des habitats
qui jusque-la étaient hors de leur niche potentielle (Walther et al., 2002). Beaucoup de ces
études ont été effectuées en utilisant des modeles d’enveloppe climatique pour prédire les
niches potentielles de chaque espece. Mais cette approche néglige tous les effets
d’interactions entre facteurs biotiques (compétition, parasitisme, pathogénie, phytophagie,
dispersion, adaptation) et abiotiques (stress hydrique, thermique, mécanique) qui peuvent
potentiellement limiter I’implantation locale d’une espece.

Des stress osmotiques, comme la déshydratation (Siminovitch & Cloutier, 1982 ; Lee
& Chen, 1993 ; Mintyld et al., 1995 ; Li et al., 2002) ou un milieu hypersalin (Ryu et al.,

1995) peuvent engendrer une plus grande résistance au gel. En effet, I’état d’hydratation
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influence la résistance en concentrant le cytosol. Une déshydratation graduelle permet
d’augmenter les capacités de résistance (Levitt, 1969). Par exemple en deux jours des
rameaux déshydratés atteignent le méme niveau de résistance a 15°C que des rameaux
exposés a 3°C pendant 2 semaines car la déshydratation influence la conversion de I’amidon
en saccharose (Sakai, 1962). La déshydratation est spécialement efficace combinée a une
exposition aux basses températures (Kacperska-Palacz, 1978 ; Paquin & Mehuys, 1980). En
effet, en hiver, le couvert neigeux, et ’ensemble des stress engendrés par le gel ont un fort
impact sur la capacité végétative des plantes (Haag, 1974).

Mais une sécheresse intense limite les capacités d’endurcissement en jouant sur les
capacités a former des réserves (Fraser & Farrar, 1957). Par exemple, de faibles niveaux de
résistance sont atteints par des plantes malades, ou carencées en nutriments minéraux
(Chandler, 1954 ; Biebl, 1962 ; Alden & Hermann, 1971 ; Larcher, 1985b). Les plantes qui
n’ont pas pu accumuler un niveau suffisant de réserves a cause de défoliation ou de
raccourcissement de période de croissance sont également moins résistantes (Kramer &
Wetmore, 1943 ; Tumanov et al., 1972 ; Stergios & Howell, 1977 ; Nissila & Fuchigami,
1978 ; Poirier, 2010).

La phénologie est sensiblement influencée également. On observe, a I’heure actuelle
un décalage essentiellement provoqué par de plus fortes températures printanieres (Cleland et
al., 2007). Ainsi, le débourrement de Populus tremuloides a été avancé de 26 jours au cours
du XXeme siecle (Beaubien & Freeland, 2000). La sénescence foliaire est également retardée
chez certaines especes. Menzel & Fabian (1999) ont observé une saison de végétation
augmentée de 10,8 jours depuis les années 1960. D’une maniere générale, la date de
débourrement est avancée de 5 jours environ pour 1°C de réchauffement moyen (Menzel &
Fabian, 1999 ; White et al., 1999 ; Zhang et al., 2004) et 2 a 4 jours par décennie (Menzel &
Fabian, 1999 ; Menzel et al., 2006a ; Pefiuelas et al., 2009). Cet effet accélérateur sur la
phénologie printaniere ne restera vrai que tant que les besoins de froid pour lever
I’endodormance sont satisfaits (Cannel & Smith, 1986 ; Guédon & Legave, 2008). De plus, la
variabilit¢ des événements phénologiques semble augmentée en ce qui concerne les
évenements printaniers, et ce d’autant plus en années chaudes (Menzel et al., 2006b).

Néanmoins, la plasticité a la température semble différente selon les especes. Par
exemple, le hétre ne montre qu un tres faible décalage phénologique le long d’un gradient
altitudinal suggérant un effet prioritaire de la photopériode (Vitasse et al., 2009). Mais en
quelle mesure ce phénomene est généralisable chez les arbres, a I’heure actuelle ce sujet reste

en débat au sein de la communauté scientifique (Korner & Basler, 2010a, b ; Chuine et al.,
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2010). De plus, I’ensemble des hypotheses ayant servi a la conception de ces modeles sont
empiriques. La réponse des processus de dormance face a une élévation de température reste a
I’heure actuelle tres incertaine.

L’augmentation de la durée de la saison de végétation et des températures plus élevées
vont probablement retarder et ralentir le processus d’acclimatation, ainsi qu’avancer et
accélérer la désacclimatation. (Taulavuori et al., 1997b, ()gren, 1996 ; Repo et al., 1996 ;
Ogren, 1997, 2001). Ceci est également observé en présence d’une concentration plus
importante en CO, (Woldendorp et al., 2008).

Certains auteurs ont testé différents modeles pour prédire les risques printaniers de
dommages dus au gel mais leurs résultats sont contradictoires : (Murray et al. 1989 ;
Hinninen, 1991 ; Kramer, 1994 ; Kramer ef al., 2000 ; Linkosalo et al., 2000). En effet, selon
le modele utilisé, le scénario climatique et son incertitude liée, la probabilité d’un événement
de gel aux alentours de la date de débourrement reste fortement putative. Néanmoins,
Hénninen (2006) estime que la réponse a la température des bourgeons en phase
d’écodormance constitue le trait écophysiologique critique permetant d’évaluer le risque de
dommages.

Quoiqu’il en soit, I’effet de ces changements sur le fonctionnement de I’écosysteme
est encore mal évalué. Par exemple, chez le Pin sylvestre, I’'impact de 1’augmentation des
températures permettrait d’augmenter la quantité de carbone fixé par allongement de la
période de photosynthese efficace (Leinonen & Kramer, 2002) et par un effet positif sur le
rapport photosynthese / respiration (Saxe et al., 2001). Par contre, le pin lodgepole montre
une diminution de la quantité de sucres solubles et une augmentation de la LTsg (Ogren,
2001). Ainis, les effets potentiels des changements climatiques sur la biologie hivernale des

arbres sont incertains.
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Objectifs de la theése

L’adaptation de I’agriculture et de la forét aux changements climatiques constitue un
enjeu majeur dans les contextes social, économique et environnemental (bois, énergie, role
écosystémique des foréts,...) des prochaines années. Les impacts directs de ces changements
climatiques concernent entre autres la capacité de survie des arbres dans leurs biotopes actuels
et des lacunes de connaissances ont été identifiées. Ainsi, pour la température, s’il est
généralement admis que la moyenne et la variance des températures seront trés probablement
augmentées au cours du siecle a venir, avec une fréquence des événements de gel plus faible,
I’intensité de ces événements resterait similaire. Dans ces conditions, I’augmentation des
dommages li€s au gel a une forte probabilité d’augmenter, car paradoxalement, la possibilité
de résister a un événement intense de gel s’acquiert progressivement a I’automne, sous
I’influence de températures basses : on parle d’endurcissement au gel. De plus, au printemps,
des températures plus douces en moyenne plus douces peuvent accélérer la désacclimatation
et le débourrement des bourgeons et ainsi provoquer une exposition potentielle d'organes
sensibles a des gels probablement plus fréquents.

Plusieurs modeles existent pour décrire cette acclimatation, mais aucun ne tient
compte jusqu’a maintenant d’événements climatiques et/ou physiologiques extrémes. Les
travaux de Magalie Poirier (2008) ont commencé a combler ce manque en proposant un
modele semi-mécaniste permettant de tenir compte des conditions actuelles (températures de
I’air) et passées (état physiologique de I’arbre li€ a ses conditions de croissance antérieures)
ainsi que de leurs interactions pour prédire a chaque instant la résistance au gel de I’arbre au
cours d’un hiver. Ainsi, un stress subi au cours de la période estivale peut, sans étre 1étal,
avoir des conséquences différées quant a la résistance vis-a-vis du gel, I’hiver suivant, en
limitant les capacités d’endurcissement.

Dans ce contexte-1a, il apparait donc important de pouvoir prédire 1’évolution de la
résistance au gel, a partir de variables d'entrée uniquement climatiques, afin d’utiliser les
sorties des modeles d’évolution climatique, tout en utilisant une approche intégrant les
mécanismes physiologiques de I’acclimatation au gel, en tant que variables intermédiaires.
C’est I’objectif de ce travail pour lequel nous avons acquis et rassemblé des connaissances

sur les mécanismes physiologiques de la résistance au gel afin de concevoir un nouveau
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modele qui puisse caractériser I’évolution du contenu en eau et du contenu en sucres solubles
en fonctions de variables uniquement climatiques.

Afin d'approcher ce but nous avons voulu dans un premier temps valider 'utilisation
de ce critere écophysiologique de résistance des cellules vivantes au gel dans une
comparaison inter spécifique de ce parametre parmi d'autres en relation avec la limite
altitudinale (fortement corrélée a 1'occurrence des températures gélives).

Puis, une étude de la variabilité spatiotemporelle de la résistance au gel chez une
espece modele sélectionnée nous permet d'identifier et quantifier les risques actuels. Enfin, les
relations entre acclimatation, dormance, physiologie et climat dans différentes conditions
environnementales et pour différents génotypes nous a permis d'acquérir les données

suffisantes pour la calibration et la validation de ce modele.
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Résultats et discussion

Résistance au gel et limite de distribution

Les basses températures constituent l'un des principaux facteurs controlant la
distribution des especes végétales (Sakai & Larcher, 1987). Par exemple, la limite altitudinale
des arbres, la « treeline », est fortement corrélée avec la limite de présence des neiges
éternelles (Korner, 2003) et la transition entre forét de feuillus et de coniferes avec un
thermocline de -40°C (Woodward, 1987). Cette influence s'exerce différemment, selon la
période de I'année ou 1'organe considéré. On peut ainsi mettre en évidence que la vulnérabilité
au gel des plantes sera dépendante de différents facteurs tels que la probabilité d'exposition
des organes les plus sensibles (principalement les organes non lignifiés), 1'acquisition d'une
résistance suffisante des organes pérennes (lignifiés) vis a vis de la dynamique saisonniere
d'évolution des températures ou la capacité a limiter ou a résorber I'embolie gazeuse au sein
des tissus conducteurs de séve brute.

De forts contrastes peuvent étre observé entre especes pour ces facteurs mais, a I'heure
actuelle, il est difficile d'identifier le (ou les) facteurs prépondérants dans la définition de la
marge froide de la niche climatique potentielle. En effet, différentes hypotheses sont émises
quant a l'explication physiologique de ces limites de distribution : certaines suggerent
I'implication d'une résistance cellulaire, et notamment un effet sur la fluidité membranaire
(Lyons & Raison, 1974). Une limitation par le carbone est également évoquée par
déséquilibre dans la balance photosynthese/respiration ou par une saison de croissance (et
donc de photosynthese active) fortement raccourcie (Korner, 1999). D'autres hypotheses
suggerent une limitation hydrique dépendante de la résistance du systeéme vasculaire a
I'embolie (Mayr et al., 2006). Enfin, I'évitement des gels tardifs a sa période la plus sensible,
le débourrement, pourrait également intervenir dans la capacité de survie en milieux ou la
contrainte due au gel est importante (Cannell ez al., 1985a ; Cannell & Smith, 1986).

Dans cette étude, nous avons donc, dans un premier temps, cherché a identifier quel
type de risque i€ aux basses températures constitue le facteur prépondérant ou s’il s’agit
d’une interaction permanente de différents stress qui additionnés empéchent toute forme
végétale de s’établir de manicre pérenne en-deca d’une température propre a chaque espece.
Pour cela, la résistance au gel vis-a-vis de 1I’embolie hivernale et de la lyse des cellules

vivantes ainsi que les risques d’exposition aux gels printaniers lors du débourrement ont été
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mesurés chez différentes especes contrastées pour leur limite altitudinale potentielle (entre
800 et 2000m) : cf. Annexe 1.

La résistance des tissus non vivants transporteurs de seéve brute a la formation
d'embolie hivernale est corrélée avec la limite altitudinale potentielle de répartition des
especes étudiées (Figure 2.1). La sensibilité a la formation d'embolie hivernale dépend du
diametre hydraulique des vaisseaux, ce qui n'avait été observée qu'en conditions de
laboratoire jusqu'a présent (Davis et al., 1999). Ces vaisseaux montrent une forte variabilité a
I’échelle inter spécifiques entre les trachéides des coniferes de diametre de 1’ordre de dix a
quinze microns et les vaisseaux du bois de printemps des especes a zone poreuse (supérieurs a
200um). A 1I’échelle intra spécifique également, des variations ont été observées le long de
gradients altitudinaux (Lens et al., 2004 ; Fisher et al., 2007). Ainsi, en conditions de fortes
contraintes, seules des especes a petits vaisseaux sont observées : foréts de coniferes en limite
altitudinale et en zone boréale.

Mais la susceptibilité a la formation d’embolie, et donc la taille des vaisseaux, n’est
pas le seul parametre a considérer. En effet, la fonctionnalité du systeme conducteur n’est
nécessaire, pour les arbres a feuilles caduques, que lors de la saison de végétation. La
génération d’embolie peut méme étre regardée comme un mécanisme de protection vis-a-vis
des contraintes mécaniques, engendrées par I’expansion de la seve lorsqu’elle passe de 1’état
liquide (inorganisé) a I’état solide (cristallin). Ces contraintes mécaniques imposées par la
formation de la glace peuvent étre suffisamment importantes pour provoquer des dégats
irréversibles par rupture du bois, comme dans le cas des gélivures (Ishida, 1963). Pour des
dommages plus superficiels (on parle parfois d’échaudure ou de nécrose corticale), circonscrit
dans la zone écorce-cambium, ces nécroses peuvent s’avérer devenir des facteurs favorisant
I’infection par des insectes ou champignons, et favoriser un dépérissement a plus long terme.

Différents mécanismes ont été identifiés pour rétablir la continuité hydraulique entre le
systtme racinaire fournisseur de la séve brute et les organes aériens pour lesquels une
alimentation en eau suffisante est nécessaire pour maintenir la turgescence cellulaire et les
fonctions physiologiques. Des mécanismes de mise sous pression de la seéve xylémienne en
plein hiver, par une exportation d’osmoticum vers le lumen des vaisseaux qui en créant une
différence de potentiel osmotique génerent un flux d’eau des parenchymes xylémiens vers les
éléments conducteurs (Améglio et al., 1995, 2001 ; 2002, 2004). Au printemps également,
I’appareil racinaire permet de générer une mise sous pression de la seve et donc de résorber

I’embolie créée durant 1’hiver (Ewers et al., 2001). Ces mécanismes identifiés jusqu’a présent

94



Résultats et discussion

a) R. pseudtleacacia P. ife Q. robur
100 A ) . regia’ - Cerasitera o O robur o PLC' after 1 cycle
— ) ® Maximal PLC
N 90 4 R. pseudoacacia
o A. pseudoplatanus
@ 801 F. sylvatica
-E 70 4 A. cordata
= ] ~ J. regia
cﬂ,\; o0 T~ ~ p
2
o 401 Ivatica
(3]
30 A
Q
T 20 <L
£ 10 1 -3 I
a A. cordata B. pendulerx: b. ,r') Ieudo\patanus
] C. avellana . betulus
o 0 e B. pgndula. C. betulusp, s;v.est_ris
. . ; . . . F’I sylvestris

500 700 900 1100 1300 1500 1700 1900 2100
Altitude limite potentielle (m)

11

102 i ‘O.robur Pﬁpseudoacacia
90 A
80 A
70 A
60 -
50 -

40 1 P.cerasifera
30 A L

.pseudoplatanus
20 C.betulus %
10 1

A.cordata
0 4 P-sylestrisg @ C,%B.pendu/ax

-avellana
_1 0 L) L) L) L) L) L)
0 10 20 30 40 50 60 70

Diamétre hvdrauliaue (um)
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aprés 1 cycle gel/dégel et le diameétre hydraulique des vaisseaux chez les mémes espéces (Charrier et al,,
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chez quelques especes, s’averent étre beaucoup plus largement distribués chez les arbres (sept
des onze especes étudiées dans le chapitre 1) avec une poussée de branche (« stem pressure »)
chez B. pendula, F. sylvatica et J. regia x nigra, et probablement A. cordata, C. betulus, C.
avellana et une poussée racinaire (« root pressure ») chez A. pseudoplatanus, A. cordata, C.
betulus, F. sylvatica et J. regia X nigra. Parmi les onze especes étudiéees et pour celles pour
lesquelles une extraction de la seéve a été possible, on peut expliquer I'augmentation de la
pression osmotique de la seve pour deux tiers par une augmentation de concentration en
sucres dans la seve.

Une relation entre limite altitudinale potentielle et résistance maximale des cellules
vivantes au gel a été observée (Figure 2.2). Cette résistance au gel, pour les cellules vivantes,
s’acquiert a travers I’hydrolyse des réserves carbonées accumulées pendant la période de
croissance en osmolytes. IIs peuvent étre des sucres solubles (chez les angiospermes : Sakai
1966b ; Sauter et al. 1998; Palonen et al. 2000; Améglio et al. 2004; Morin et al. 2007,

Poirier et al. 2010) ou d’autres composés (pour les Coniferes) non identifiés dans notre étude,
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mais pouvant étre des acides aminés, lipides ou des macromolécules dans différentes études
(Lasheen & Chaplin 1971; Zwiazek et al. 2001; Wolfe et al. 2002).

De plus, cette résistance maximale des cellules vivantes est fortement corrélée avec le
contenu en glucides non structuraux observés a l'automne. Ce dernier révele ainsi la
potentialité pour l'arbre de former des osmoticum (pour abaisser le point de congélation
intracellulaire) et d'alimenter son métabolisme hivernal.

Le mécanisme de protection fait intervenir trois effets différents : (i) abaissement du
point de congélation du cytosol, (ii) maintien d’une couche de solvatation autour des
macromolécules et membranes (iii) un substrat pour 1’activité métabolique. L’effet généré sur
le potentiel chimique par ces solutés, au vu des concentrations observées in natura, ne permet
d’abaisser le point de congélation du cytosol qu’au maximum de quelques degrés (Cavender-
Bares, 2005).

Mais en intervenant en synergie avec un autre mécanisme, la formation de glace

extracellulaire, cette augmentation de la concentration intracellulaire favorise la résistance au
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LTso minimales et la quantité de glucides non structuraux a I’automne chez les mémes especes (Charrier et
al., en révision).

96



Résultats et discussion

gel. En effet, le point de congélation étant inférieur dans cet espace la formation de glace y est
produite a des températures plus basses. De plus, le plus grand volume d’eau extracellulaire
est également un facteur intervenant dans la favorisation d’une formation de glace dans ce
compartiment en premier, car, d’un point de vue strictement stochastique, un événement de
nucléation de la glace y est plus probable (Asahina, 1956 ; Kitaura, 1967). Ainsi la glace
ayant un potentiel chimique inférieur a celui de I’eau liquide quelque soit la température, un
flux d’eau est généré du symplasme vers I’apoplasme abaissant encore plus le point de
congélation (Gusta et al., 1975 ; Pearce, 1988).

La quantité d’eau effluée des cellules pouvant étre importante, le deuxieme mécanisme
d’action de ces solutés, i.e. maintien d’une couche de solvatation autour des macromolécules
et membranes, s’avere ainsi protecteur de I'intégrité structurale du contenu cellulaire (Heber
& Santarius, 1973 ; Steponkus, 1977 ; Santarius, 1982). On peut ainsi observer un tel efflux
d’eau que la viscosité du cytosol devient supérieure 2 10'*.Pa.s™ aboutissant 2 un état quasi
stable, un état vitrifié (Franks, 1982 ; Wolfe & Bryant, 1999).

Nos résultats montrent également, que le temps thermique accumulé avant d’observer
le débourrement de chaque espece ne semble pas corrélé avec la limite altitudinale potentielle
de chaque espece.

Malgré les capacités de résilience observées vis a vis de I'embolie hivernale chez les
caducifoliés, la capacité de résistance semble étre le caractere principal dans la définition de la
niche climatique d’une espece. Ainsi, nous avons pu utiliser les deux résistances maximales
significativement corrélées avec la limite altitudinale potentielle (résistance maximale des
cellules et perte de conductivité hydraulique maximale) pour chaque espece permet de prédire
la limite potentielle de distribution altitudinale selon le modele suivant :

altitude limite potentielle = 1804 - 5,3 . LT50min— 9,6 . PLCmax

Ce modele simple prédisant un effet additif de chacune des deux résistances, avec un
effet significatif de chaque variable suggere que malgré une corrélation entre variable, ces
deux résistances pourraient avoir été sélectionnées indépendamment au cours de 1'évolution,
sous la méme pression évolutive. Par calcul simple, ce modele peut également permettre de
mesurer 1'importance relative de chacune de ces deux résistances. Ainsi, si I'on considere la
résistance des cellules vivantes généralement comprise entre -5°C (plantes extrémement
sensibles) et -60°C (plantes extrémement résistantes), la résistance cellulaire permet
d'expliquer une variation de distribution de 1'ordre de 5,3 x ([-5 ; -60]) = 300m. En considérant
la résistance a I'embolie hivernal, I'amplitude potentielle est beaucoup plus importante (entre O

et 100% de perte de conductivité) : de l'ordre de 9,6 x ([0 ; 100]) = 1000m.
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Résistance au gel des cellules vivantes :
variabilité spatio temporelle

Par conséquent, la sensibilit¢ du systeme vasculaire, bien que majeure dans la
répartition altitudinale des espéces, ne dépend finalement que de facteurs acquis (dimension
des vaisseaux) et climatiques (nombres de cycles de gel, sécheresses). De plus, cette
sensibilit¢é ne montre que peu de variabilité intraspécifique (néanmoins quelques études
montrent une évolution du diametre des vaisseaux le long de gradients altitudinaux, Gansert et
al., 2006) et interannuelle (par une modulation des dimensions des vaisseaux pendant leur
formation : par exemple, bois de printemps vs bois d'ét€). Néanmoins cette variabilité
identifiée pour ce caractere est essentiellement formée a 1’échelle inter générationnel
(adaptation) et trés peu a 1’échelle infra générationnelle (acclimatation).

L’acclimatation est donc réalisée a travers 1’acquisition transitoire d’une résistance
plus importante aux périodes ou les risques de dégats du gel augmentent. Cette résistance des
cellules vivantes évolue tres fortement au cours de I’année et particulierement a 1’automne et
au printemps. L'acclimatation au froid des cellules vivantes est le plus souvent appelée
endurcissement dans la littérature et nous allons, par la suite focaliser sur I'endurcissement au
gel en étudiant le cas du noyer (J.regia L.), arbre pour lequel 'UMR PIAF dispose a la fois
d’une base de résultats physiologiques particulierement importantes depuis de nombreuses
années, mais €galement de conditions expérimentales intéressantes en terme de collection
variétale (4 variétés fruitieres (J.regia cv Chandler, Franquette, Lara et Serr) et des hybrides a
bois (J.regia x nigra NG38 regroupés en arbres a débourrement « précoces » et « tardifs »))
ou de variabilit¢ environnementale (plantations comparées en plaine (altitude : 350m) et
moyenne montagne (altitude : 850m).

La capacité de résistance ainsi que I'exposition aux gels sont variables selon la période
de l'année ainsi que la position spatiale. Par exemple, entre organes, des différences
significatives sont observées ; les parties racinaires ne montrent aucune évolution significative
de leur résistance alors que, dans les parties aériennes, on observe un processus
d’acclimatation avec une dynamique parallele et des niveaux similaires entre tronc et rameaux
de 'année (Figure 2.3), ¢f. Annexe 2. Dans les conditions environnementales de notre étude,
la température du sol est toujours supérieure aux niveaux de résistance observés pour les
racines (-5°C). Ainsi, nous avons donc choisi de nous focaliser par la suite sur les parties
aériennes. De plus, les températures les plus basses sont toujours observées a l'interface entre

végétation et air car les parties inférieures sont réchauffées par 1'énergie radiative émise par le
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Figure 2.3. Résistance au gel dans différents organes de jeunes noyers (J.regia L.) : racines fines, grosses
racines, pivot, tronc et rameaux, prélevés a l'automne, en hiver et au printemps lors de 3 années
différentes. Les barres indiquent I'erreur standard, et des lettres différentes des différences significatives
entre années pour un organe donné.
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Figure 2.4. Evolution de la résistance au gel dans différents tissus de rameaux de 'année de noyers
adultes : bois, écorce, rameau entier, bourgeons (distinction entre apicaux et latéraux au débourrement).
Les symboles représentent la moyenne et les barres I'erreur standard de 5 répétitions.

sol. Par conséquent, les rameaux de I'année sont les organes les plus exposés au gel et ont
donc été étudiés plus finement.

La dynamique saisonniere entre I'écorce, le bois et les bourgeons montre peu de
différences a l'automne. En plein hiver, on observe donc une dynamique d'acclimatation
/désacclimatation, mais des variations dans les niveaux de résistance maximale selon les tissus
(Figure 2.4). Ainsi, I’écorce est la partie la plus résistante (Andergassen & Bauer, 2002) et les
bourgeons sont les organes les plus sensibles. Cette sensibilité des bourgeons est observé a la
fois en plein coeur de 1’hiver, mais également au débourrement ou ils sont particuliecrement
susceptibles d’étre endommagés (Cannell, 1984 ; Cannell & Smith, 1984 ; 1986 ; Neuner &
Beikircher, 2010). Leur sensibilité (LTso> -5°C) est telle qu'un gel de faible intensité peut
suffire 2 endommager fortement les organes végétatifs de la nouvelle saison de croissance.
Malgré cela, une différence importante est observée entre différents génotype du genre
Juglans (J.regia et J.regia x nigra), chez le génotype le plus précoce, aucune évolution
significative n'est observée en fonction du stade phénologique alors que les deux autres
génotypes plus tardifs montrent un niveau de résistance qui diminue progressivement en
fonction de l'avancement phénologique (Figure 2.5). En période estivale et en fin de saison de
croissance, la résistance au gel est similaire quelque soit le tissu ou organe considéré.

Nous pouvons donc considérer que la résistance au gel évolue chez le noyer entre des
valeurs de -5 a -35°C environ. De plus, une forte variabilité spatiotemporelle existe et 1'on
peut imaginer qu'il peut exister une relative vulnérabilité, notamment pour les racines, tres

sensibles tout I'hiver ou les bourgeons extrémement sensibles également, mais seulement a la
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Figure 2.5. Résistance au gel des bourgeons terminaux en fonction de leur stade phénologique prélevés
au cours de 'avancée de leurs cycles de développement chez 3 variétés de noyer européens Chandler et
Franquette et des hybrides J.regia x nigra.

période du débourrement. Mais cette sensibilité implique-t-elle un risque réel pour I’arbre ou
existe-t-il une marge de sécurité vis-a-vis des évenements climatiques moyens et extrémes ?

En d'autre terme existe-t-il un croisement entre 1'aléa (ou la sensibilité a une rériode
donnée) et I'exposition (ou la probabilité d’occurrence d’un gel suffisant pour induuire des
dégats) ? Afin de mieux caractériser ce(s) risque(s), nous avons observé les relations entre
résistance au gel des rameaux et bourgeons et fréquence et/ou intensité des gels chez
différentes variétés de noyers identifiées comme montrant un fort décalage phénologique au
débourrement. Nous avons également utilis€é différentes conditions climatiques, sur un
gradient altitudinal (plaine, site de Crouelle vs. moyenne montagne, site de Theix) pour
confronter les évolutions de résistance au froid mesurées a la variabilité des climats sur ces
deux sites sur les 25 dernieres années.

L'évaluation de la différence de sensibilité entre saisons, et des niveaux de risques
existant a l'heure actuelle pour les différents génotypes de noyer dans nos conditions
climatiques nous a permis d’identifier, quoique sommairement, les périodes de risques (Figure
2.6, cf Annexe 3).

A Tautomne, les risques apparaissent équivalents entre variétés pour les rameaux et
bourgeons. En effet, nous avons observé une résistance au gel similaire et, lors de cette
période, la dynamique d’acclimatation est déclenchée par la diminution de la photopériode
(Aronsson, 1975), donc synchrone entre plaine et moyenne montagne. Les niveaux de
résistance atteints semblent suffisant au regard de 1’intensité des premiers gels (Weiser, 1970),
méme au regard des températures minimales observées depuis 25 ans. Néanmoins, le risque
d’aléa climatique se situe en aval, car la suite de la dynamique est sous le contréle des basses
températures, et ce, d’autant plus rapidement que les températures sont basses : moyenne
montagne vs plaine (Larcher & Mair, 1968 ; Greer, 1983). Par ailleurs, différentes études ont

montré que in natura, en cas de températures particulierement douces, on observe une
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Figure 2.6. a) Tempérawures munmaies voservees durant 1a perioue 1vos-2uivu en plaine (ligne fine) et
moyenne montagne (ligne épaisse) b) Températures minimales observées lors de I'hiver 2008-2009 dans
les mémes sites c) Résistance au gel observées chez différentes variétés de noyer (Hybrides tardifs :
carrés, Hybrides précoces :cercle, Franquette :triangle, et Lara:Losange) en plaine (ligne pointillée,
symboles blancs) et en moyenne montagne (ligne pleine, symboles pleins) et dans les bourgeons de
Franquette en plaine (Bourgeons apicaux : croix a 8 branches, bourgeons latéraux : croix a 4 branches). Au
débourrement, les bourgeons apicaux et latéraux sont distingués. Chaque point représente la moyenne et
les barres I'erreur-standard de 5 échantillons.

stagnation de ce niveau de résistance (Repo et al., 1996) ou, méme, un désendurcissement
(Cannell et al., 1985). En revanche, nous n’avons observé aucun effet génotypique significatif
sur la vitesse d’endurcissement a la différence des études de Nilsson & Walfridsson (1994) et

de Bower & Aitken (2006) chez des coniferes.
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De plus, les faibles niveaux de résistance sont plus fortement influencés par la
dynamique d’humidité pondérale. Ainsi, la résistance peut stagner ou méme diminuer (en
situation de températures douces et/ou faible demande climatique en eau). Dans ces
conditions, les risques seraient particuliecrement important a 1’automne et un gel a cette
période en deca du niveau de résistance pourrait endommager sérieusement les bourgeons,
mais aussi les parties lignifiées (car leur résistance est proche a cette période). C’est d’ailleurs
a cette période que les plus fort taux de mortalité ont été enregistrés pour le noyer (source
Station de la Noix de Creysse).

En plein hiver, le niveau de résistance maximal est peu variable que ce soit entre
génotypes (Nilsson & Walfridsson, 1994 ; Bower & Aitken, 2006) ou conditions
environnementales (Larcher & Mair, 1968 ; Morin et al., 2007). La seule différence de
résistance s observe entre 1’hybride a bois (J. regia x nigra) et les variétés fruitieres (J.regia).
La capacité de résistance maximale semble donc indépendante des conditions
environnementale, mais un trait spécifique permettant de définir une limite d’intensité
maximale de gel (altitudinale ou latitudinale) a partir de laquelle la survie est en jeu et semble
donc un parametre crucial quant a la définition de la marge froide d’une niche climatique
potentielle. Ainsi dans nos conditions expérimentales les risques en période hivernale sont
extrémement faible et porte uniquement, pour la partie aérienne, sur le bourgeon.

Au printemps, les rameaux, ou les différents tissus les composants, sont, malgré un
désendurcissement significatif, également plus résistant que I’intensité des gels observés dans
nos sites expérimentaux. Ce désendurcissement est d’autant plus rapide que les températures
sont chaudes (Taulavuori et al., 2004b), mais on observe également un effet génotypique non
négligeable et une interaction entre ces deux facteurs sur la vitesse de désendurcissement,
également observés par Larcher & Mair (1968), Nilsson & Walfridsson (1995) et Bower &
Aitken (2006). Cette variabilité est également observée en termes de dates de débourrement
(Cannell et al., 1985 ; Howe et al., 2000) et la précocité de débourrement semble €tre un
facteur augmentant les risques vis-a-vis des gels tardifs. A proximité de la date de
débourrement, les bourgeons deviennent extrémement sensibles. Cette sensibilité évolue selon
le stade phénologique que ce soit le long d’un rameau, ou en fonction du temps (Taschler et
al., 2004 ; Neuner & Beikircher, 2010). Ceci n’est par contre pas observé chez la variété la
plus précoce Chandler chez qui aucune évolution significative en fonction du stade, n’a été
observée. Ainsi, la vitesse de croissance des bourgeons au printemps a été identifié comme
comme étant le trait écophysiologique critique dans la prédiction des risques de dommages

diis au gel en situation de changement climatique (Hanninen, 2006). Ainsi les principaux
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risques portent sur les variétés les plus précoces, mais comme I’ensemble des bourgeons ne
débourre pas de maniere synchrone le long d’un rameau, il semble exister une marge de
sécurité a ce niveau (comme nous avons pu l’expérimenter chez certaines variétés au
printemps 2008). Seul un gel récurrent pour une variété sensible (débourrement trop précoce
vis-a-vis des risques de gel au printemps) représente un cofit énergétique non négligeable pour
I’arbre et peut I’empécher de ce développer dans cette période ou il vit sur ces réserves.

Ainsi, dans un contexte d’évolution climatique, les phases de transition a 1’automne
entre arrét de croissance et résistance maximale, nous semblent les plus risquées, car
fortement dépendantes des conditions environnementales. Une compréhension plus fine de
leur mise en place est donc nécessaire pour la prédiction des risques futurs.

Apres avoir caractérisé la dynamique d'acclimatation désacclimatation tout au long de
I'hiver, pour différents organes, tissus et différents génotypes de noyer, il apparait dans
I'ensemble de ces résultats qu'il existe une variabilité sous controle environnementale lors des
phases d'acclimatation (a l'automne) et de désacclimatation (au printemps), une faible
variabilité génotypique a I'automne (seulement entre noyers hybrides a bois et noyers a fruit)
et plus importante au printemps (avec un désendurcissement d'autant plus rapide que le
génotype est précoce). En plein hiver, la seule variabilité observée est entre noyers a fruits et
noyers a bois. L'ensemble de ces résultats sont en cohérence avec différentes études effectuées
sur la variabilité génétique et environnementale de l'acclimatation au gel (Larcher & Mair

1968 ; Nilson & Walfridsson, 1995 ; Bower & Aitken, 2006 ; Morin et al., 2007).

Relation avec le cycle annuel de
développement

Nous avons également essayé de comprendre comment prévoir les risques de gel au
printemps, notamment quels sont les facteurs qui peuvent expliquer les différences de
précocité de débourrement que nous avions observées entre variétés, cf. Annexe 5. Parmi ces
facteurs, 1’état de dormance des bourgeons, différents selon les variétés est souvent évoqué
dans la littérature. La dormance est un état de suspension temporaire de croissance des
cellules méristématiques (Lang er al., 1987). Cet état dormant peut se décomposer en
différentes phase, une dormance due a des facteurs intrinseques (endodormance autrefois
apres dormance vraie) et une dormance limitée par des facteurs environnementaux
(écodormance autrefois quiescence). Ces deux phases se suivent dans le temps et sont
dépendantes de températures basses pour la levée d’endodormance (Weinberger, 1950) et de

températures plus douces pour provoquer ensuite le débourrement.
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Or, les mécanismes de dormance hivernale et d'acclimatation au gel sont initiés par les
mémes signaux environnementaux, a savoir une diminution de la photopériode dans un
premier temps (Aronsson, 1975), puis I'endodormance est levée et 1'endurcissement favorisé
par les basses températures puis les températures chaudes sont les plus efficaces lors de la
levée de la phase d’écodormance et de désendurcissement.

Ainsi, les déterminants environnementaux sont les mémes pour ces deux processus. Il
est décrit par de nombreux auteurs comme une interdépendance entre la dynamique du cycle
annuel de développement et la capacité a s’acclimater au gel (Weiser, 1970 ; Druart et al.,
2007, Ruttink et al., 2007). Par exemple, un arrét de croissance est nécessaire a I’entrée en
dormance et a I’initiation de I’endurcissement (Sakai & Weiser, 1970). De plus, on observe
dans les bourgeons dormant des mécanismes physiologiques proches de ceux impliqués dans
I’endurcissement (diminution de I’humidité pondérale (Faust et al., 1991), augmentation de
I’insaturation des acides gras (Wang & Faust, 1990)).

Certains auteurs recommandent méme la synchronisation entre cycle annuel de
développement et résistance au gel pour la modélisation de son évolution (Fuchigami et al.,
1982 ; Leinonen et al., 1996). Or, parmi les différents génotypes étudiés, on observe des
variations phénotypiques en ce qui concerne la précocité de débourrement. Ainsi, dans un
méme verger, des différences de date de débourrement entre variétés de noyer fruitiers ou au
sein d'une descendance de noyer hybride a bois montre des décalages de plus d’un mois. Dans
ces conditions comment peut-on expliquer les différences de dates de débourrement que 1’on
observe pour différentes variétés ? Sont-elles dues une sensibilité différente aux basses
températures selon les génotypes dans la phase d’endurcissement ? Sont-elles dues au
contraire a une sensibilité différente aux températures douces dans la période de
désendurcissement ? Ou est-ce que les deux phases interviennent pour expliquer cette
différence finale de date de débourrement selon les variétés ? Quels traits communs peut-on
trouver dans I’évolution de ces deux dynamiques (dormance et résistance au gel) ?

Pour cela, nous avons mesuré les durées d'exposition au froid nécessaires pour lever
I’endodormance ainsi qu'au chaud pour lever I’écodormance. En parallele, un suivi de la
résistance au gel en conditions environnementales contrastées (plaine vs. moyenne montagne)
a également été effectué. Nos résultats montrent que malgré de fortes différences en termes de
dates de débourrement entre génotypes (les plus précoces débourrant 2 mois avant les plus
tardifs) et entre localisations (environ un mois de décalage), les besoins de froid sont
similaires entre variétés (aux alentours de 900h de froid a 4°C, a partir du 15 Octobre,

Tableau 2.1). Des résultats similaires ont été obtenus par une approche de modélisation chez
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Date de débourrement

(moyenne + Ecart-type) Heure de froid DMD une fois

, ) nécessaires pour | I’endodormance

Génotypes Plaine Montagne la levée levée (heures 2
2008 2009 5009 d’endodormance 25°C)
Serr 117 +£1.43° | 102 +0.58° 924 470°
Chandler | 115+0.70° | 111 +0.39% 924 477°
Lara 116 £0.16° | 117 £ 1.72* | 139 +3.97° 905 559°¢
Franquette | 126 +1.40° | 125+1.31° | 142+0.44° 905 543°
Hybride P | 129 £2.41° | 128 £4.36" | 141 £2.26 941 662°
Hybride T | 163 £4.54" | 155 +3.80" | 154 +3.64" 940 791°

Tableau 2.1. Dates de débourrement chez différents génotypes de noyers européens (Chandler,
Franquette, Lara et Serr) et hybrides entre noyer européen et américain (précoces (P) et tardifs (T))
exprimés en jours juliens * écart-type; des lettres différentes indiquent des différences significatives au
sein de la méme année et site par le teste de Tukey. Dans les deux derniéres colonnes sont indiquées les
heures de froid nécessaire pour lever 'endodormance et le délai moyen de débourrement (DMD) a 25°C
une fois I'endodormance levée.

différentes variétés de noyer (Luedeling et al., 2009). En revanche, de fortes différences ont
été caractérisées en terme de besoin de chaleur en période d'écodormance. On observe
également une loi d'action de la température, durant cette phase, non linéaire et fortement
variable entre génotypes. Les noyers a fruits ont une croissance plus rapide aux températures
douces > 15°C par rapport aux noyers a bois, ainsi, la différence observée est générée lors de
la phase d’écodormance uniquement. Par ailleurs, la divergence entre les hybrides précoces et
tardifs semble s’effectuer aux basses températures, en fin d’hiver, et non pas au printemps ou
la vitesse de croissance est similaire.

Ces deux processus ayant lieu lors de la phase non feuillée (levée de dormance et
acclimatation au gel) sont sous les mémes déterminismes que ce soit durant 1’automne,
strictement environnemental, ou au printemps ou un effet génotypique s’exerce en plus de
I’effet environnemental. Ces résultats doivent maintenant nous aider dans la modélisation de
I’un ou de I’autre de ces processus.

Pour cela, nous avons considéré que la phase d'endodormance était initiée apres une
exposition a une photopériode inférieure a 12h pendant 21 jours (Welling et al., 1997), soit, a
la latitude des sites expérimentaux, le 15 Octobre. Suite a cela, nous avons sélectionné parmi
les nombreux modeles existant dans la littérature (Bidabé, 1967 ; Weinberger, 1967 ;

Landsberg, 1974 ; Sarvas, 1974 ; Richardson et al., 1974 ; Fishman et al.,1987 ; Hanninen,
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Figure 2.7. Evolution de la résistance au gel de différentes variétés de noyer (Franquette, Lara, Hybride
précoce et Hybride Tardif) en plaine (alt: 340m, pointillé) et moyenne montagne (alt: 870m, trait plein) en
fonction des unités de froid calculées selon le modele de Landsberg accumulées a partir du 15 Septembre.
Les symboles et barres représentent les moyennes et erreurs standard, respectivement, calculés pour 5
échantillons.

1990) celui qui rendait le mieux compte de 1'effet environnemental lors de I'automne. Or, lors
de la phase d'acclimatation, seules des différences entre génotypes de noyers a bois vs noyers
a fruit sont observées. De plus, la dynamique d'acclimatation exprimée en fonction de
I'accumulation d'unités de froid permet de comparer les deux sites expérimentaux en utilisant
le modele de Landsberg (1974), (Figure 2.7). Ainsi, une fois initiés, endurcissement et levée
d’endodormance ne sont controlés que par un facteur environnemental, la température dont la
loi d’action selon le modele de Landsberg (1974) permet de rendre compte des différences
thermiques entre vergers. Ainsi, la date de sortie d'endodormance est prédite aux alentours du
20 Décembre, ce qui est cohérent avec les observations effectuées par Mauget (1976, 1980),
en général entre le 15 Décembre et le 15 Janvier.

En revanche, durant la phase de désacclimatation, des différences significatives sont
observées entre génotypes, avec des effets génotypiques, environnementaux qui interagissent.
Pour modéliser cette phase, nous avons utilisé les lois de réponse des bourgeons de différentes
variétés a la température selon une relation du type DMD= a+b® en considérant une
articulation séquentielle entre endo- et écodormance. Les dates de débourrement ainsi prédites
rendent compte de la variabilité observée entre génotypes (Figure 2.8). Néanmoins, la
variabilité inter annuelle ou inter sites semble quant a elle fortement minimisée suggérant que
l'action de la température n'est pas exactement celle utilisée, ou qu'un autre facteur reste a

prendre en compte. On peut penser par exemple a la photopériode.
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Figure 2.8. Relation entre dates de débourrement simulées et dates observées pour différentes variétés
de noyer en plaine et moyenne montagne aux alentours de Clermont-Ferrand.

Variations physiologiques lors de
l'acclimatation / désacclimatation

Afin d'augmenter transitoirement leur résistance, les arbres doivent éviter la formation
de glace intracellulaire. On observe donc, a I’automne, une déshydratation lors de la phase
d’endurcissement (Luoranen et al., 2004), diminuant la quantité totale d’eau et augmentant la
concentration en solutés. Ces deux mécanismes permettent d’abaisser le point de congélation
et ont été démontrés comme étant les facteurs explicatifs majeurs concernant I’évolution de la
résistance au gel chez le noyer (Poirier et al., 2010). Apres avoir caractérisé les périodes et
organes sensibles, et pour pouvoir modéliser 1'évolution de la résistance au gel, il convient
donc de caractériser les évolutions de ces deux parametres physiologiques (eau et solutés) et
leurs influences en terme de résistance au gel.

Des parties racinaires jusqu’aux extrémités des rameaux, un gradient d’humidité est
observé tout au long de I’hiver. De plus, ’humidité pondérale diminue a I'automne et une
réhydratation est observée au printemps. L’humidité pondérale évolue donc rapidement a
I’automne et au printemps, lorsque la résistance au gel est encore ou a nouveau faible, mais
peu pendant I’hiver, lorsque 1’on observe les niveaux d’endurcissement maximum. On
observe donc une forte évolution des valeurs de résistance pour une humidité pondérale faible
(inférieur a 0,9) et une forte évolution lorsque 1’humidité pondérale est supérieure a cette

valeur. Ainsi, elle est inversement corrélée a la résistance au gel et bornée entre deux
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asymptotes (Figure 2.9). La premicre correspond a LTso = -1°C ce qui est la température a
laquelle une solution extrémement diluée congele. La seconde, humidité pondérale = 0,5
correspond a la fraction d’eau liée observée dans le bois, valeur minimale observable chez un
arbre vivant. Cette relation semble vraie pour l'ensemble des tissus et organes étudiés, mais
est d'autant plus significative dans les organes aériens. Ainsi, la relation est égale a :

-5,62
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Figure 2.9. Relation entre humidité pondérale et résistance au gel dans différents organes et tissus de
Noyer. Les symboles et barres représentent les moyennes et erreurs standard, respectivement, calculés
pour 5 échantillons.

Le contenu en sucres solubles est lui différemment corrélé avec la résistance au gel en
fonction de I’organe (Figure 2.10a). Ainsi, dans les parties racinaires, o une augmentation
des sucres observée durant I’hiver, aucune variation significative de la résistance au gel n’est
observée. Dans les parties aériennes, par contre, une corrélation significative est observée
entre contenu en sucres et résistance au gel, comme observé dans de nombreuses études
(Siminovitch et al. 1953, Kramer & Kozlowski, 1979, Sauter & Ambrosius 1986, Sauter &
van Cleve 1994, Améglio et al. 2004, Thomas et al. 2004, Morin et al. 2007). Or, comme
nous venons de le voir, il existe un gradient d'humidité pondérale des racines fines vers les
bourgeons. Ainsi, si 1'on regroupe les différentes données observées en différentes classes
d'humidité pondérale (<0,75 ; 0,75< <1,00 ; 1,00< <1,25 ; >1,25), différentes corrélations se
dessinent. L'ordonnée a l'origine est similaire (-10°C), mais la pente évolue en fonction des
différentes classes. Plus la déshydratation est poussée, plus la pente est négative (Figure
2.10b). Ainsi, plus I’humidité pondérale est faible, plus les sucres solubles exercent un effet
cryoprotecteur. Autrement dit, moins il y a d'eau, moins grande sera la quantité de solutés

nécessaire afin d'abaisser le point de congélation de maniere équivalente.
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Figure 2.10. Relation entre contenu en sucres solubles et résistance au gel dans différents organes et
tissus de noyer en excluant les échantillons prélevés en été (a) ou exprimés selon différentes classes
d’humidité pondérale incluant les échantillons prélevés en été (b). Les symboles et barres représentent les
moyennes et erreurs standard, respectivement, calculés pour 5 échantillons.

Chez de jeunes arbres, on observe une forte hydrolyse des réserves en amidon dans les
racines qui est exporté vers les parties aériennes et permet ainsi d’augmenter leur résistance
au gel, ¢f. Annexe 2. En revanche, lorsque 1’arbre est adulte, les parties aériennes semblent
relativement indépendantes des parties racinaires. Ainsi, dans un méme arbre, 1’effet de
différents stress sur des charpenticres différentes génere des contenus en sucres et amidon
significativement différents et in fine une résistance différente (Poirier et al., 2010).

L’ensemble de ces observations effectuées entre différents organes, tissus est
corroboré par des observations effectuées sur un rameau unique. Dans le sens longitudinal,
des gradients significatifs positifs d’humidité et de sucres solubles sont observés. Mais,
malgré ces gradients significatifs, aucune différence significative n’est observée en termes de
résistances au gel, le long de ce gradient. Il résulte donc de I'ensemble de ces données que la

résistance au gel peut étre prédite a partir de ces deux variables physiologiques telle que :

a
LTy =% In(d -GFS+e)+
2= Gwcre) ™ sl

Cette relation permet également d'intégrer des points prélevés en été (fort contenu en
sucres solubles d'origine photosynthétique, mais forte humidité pondérale donc résistance
faible au gel) comme le montrent les points apparaissant en rouge sur la figure 2.11.

Ces résultats suggerent une forte interaction entre sucres solubles et humidité
pondérale. Et, afin de comprendre comment cette relation se mettait en place sous l'influence

des conditions environnementales, nous avons étudié ces différents aspects sur des arbres en
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conditions contrélées a 1'automne, période potentiellement critique pour la survie des arbres
comme nous l'avons vu précédemment. Ainsi a cette période, le processus d'acclimatation se
met en place et les parties aériennes se déshydratent progressivement. Selon la littérature et
nos observations, deux facteurs semblent étre responsables des risques de dommages vis-a-vis
du gel : les températures douces et/ou une forte hydratation. Nous avons donc cherché a
découpler autant que possible ces deux facteurs en testant différentes combinaisons de
températures d’acclimatation et de niveau d’hydratation en fin d’été. De plus ces conditions
sont susceptibles de se reproduire dans les climats futurs et il nous est apparu interessant
d’avoir une idée de 1’évolution de la résistance au gel dans ces conditions.

Nous avons donc suivi les parametres physiologiques identifiés préalablement chez de
jeunes noyers dans différentes conditions: (i) de températures (>15°C, hors-gel et conditions
naturelles), (i1) de date et méthode de défoliation (naturelle fin octobre ou artificielle début
octobre), cf. Annexe 4.
Le contenu en eau évolue positivement lorsque les températures sont plus élevées (absorption
racinaire non inhibée), ou lorsque 1’on effectue une défoliation anticipée (déséquilibre
introduit dans la balance absorption/évapotranspiration Figure 2.12). Le contenu en sucres
solubles évolue indépendamment de la température et, comme 1’a décrit Sakai (1966¢c), sa
synthese peut étre déclenchée par des températures basses (<5°C) ou douces (>15°C). Mais
dans des conditions de défoliation précoce, on observe peu (avec des températures basses) ou
pas (en conditions de températures douces) de synthese de sucres solubles (Figure 2.12).

La résistance au gel évolue de maniere similaire lors de la défoliation naturelle, et ce,

quelque soit la température. Alors qu’en condition de défoliation précoce, on observe dans un
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Figure 2.11. Relation entre résistance au gel observée et simulée pour différents tissus des organes
aériens de noyer lors de la calibration du modéle de prédiction en fonction de 'humidité pondérale et du
contenu en sucres solubles.
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cas (basses température) une évolution de cette résistance au gel et dans 1’autre (températures
>15°C) une tres faible évolution de cette résistance (Figure 2.12).

La relation entre température et résistance au gel, une fois sortie du cadre « normal »
des dynamiques saisonni¢re ne montre plus de corrélation. Par contre une forte relation est
observée entre contenu en eau minimum et contenu maximal en sucres durant I’hiver (Figure
2.13). Ces résultats suggerent donc une modulation de la balance carbonée via une activation
du métabolisme glucidique par 1’état d’hydratation -ou plutot de déshydratation- en automne.

Cette étude a permis de montrer que 1’action de la température sur 1’acclimatation
n’était pas directe, mais s’exercait par 1’intermédiaire de son action sur la physiologie des
arbres. Ainsi, la dynamique d’humidité pondérale (méme si les conditions ont été, lors de
cette expérience, extrémes) est un facteur particulierement critique dans 1’acquisition d’une
résistance au gel en automne. Seule une faible humidité pondérale permet une hydrolyse

conséquente de I’amidon et une accumulation de sucres solubles. Cette accumulation de
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Figure 2.12. Evolution hivernale chez de jeunes noyers en conditions de sénescence naturelle (gauche,
cercles) et anticipée (droite, triangles) de I’humidité pondérale (c et d), du contenu en sucres solubles (g
et h) et de la résistance au gel (i et j) pour le témoin (noir), en conditions extérieures (gris) et privés de
froid (blanc). Les symboles et barres représentent les moyennes et erreurs standard, respectivement,
calculés pour 5 échantillons.

112



Résultats et discussion

sucres solubles ne semble pouvoir s’exercer qu’aprés une déshydratation. Une hypothese
probable quant a la régulation de cette interaction fait intervenir une phytohormone : I’acide
abscissique (ABA). L’ ABA intervient dans la régulation de 1’expression de genes induits par
des stress abiotiques (Popko et al. 2010), par exemple, le stress hydrique, mais aussi par le
froid (Chandler & Robertson, 1994 ; Tahtiharju & Palva 2001). Le niveau d’ABA
augmenterait apres une exposition au froid (Chen et al.., 1983 ; Lang et al., 1994). Ainsi, une
application d’ABA exogene permet d’augmenter la résistance au gel (Chen & Gusta, 1983 ;
Galiba et al. 1993 ; Lang et al., 1989 ; Veisz et al. 1996; Li et al., 2003¢) par I’intermédiaire
du métabolisme glucidique (Kerepesi et al. 2004). Mais on peut également penser qu’une
faible humidité pondérale peut limiter les pertes de carbone par la respiration car quelque soit
la température, I'amidon est hydrolysé. Quoiqu'il en soit, ces résultats renforcent 1'idée qu'il
est nécessaire d'intégrer 1'évolution physiologique afin de prédire 1'évolution de la résistance

au gel dans ces situations extrémes.
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Figure 2.13. Relation entre humidité pondérale minimale et la quantité maximale de sucres solubles
observés durant I'hiver pour différents traitements de défoliation ou température chez de jeunes noyers.

Modélisation de 1'humidité pondérale

Pour pouvoir modéliser 1'évolution de la résistance au gel, il apparait donc nécessaire
de pouvoir prédire 1'évolution de 1'humidité pondérale et du contenu en sucres solubles, ce
dernier nécessitant au préalable une connaissance du niveau d'hydratation comme nous
venons de le voir. Pour modéliser 1'évolution de I'humidité pondérale (rapport entre la masse
d'eau et la masse seche), nous avons fait I’hypotheése que la masse seche est constante durant
cette période (respiration faible). L’évolution de la quantité d'eau ne dépendra donc que de

son évaporation au travers 1'écorce et de son absorption par les racines.
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La déshydratation observée a l'automne est générée par une diminution de 1’absorption
en eau par les racines en réponse a la diminution de la température du sol (Kramer & Boyer,
1995). En effet, en conditions de températures douces, une augmentation de 1’humidité
pondérale est observée (Annexe 4). Les basses températures diminuent la fluidité
membranaire et augmentent la viscosité de I’eau (Kramer, 1940 ; Kaufmann, 1975), et, par
conséquent 1’absorption de 1’eau par les cellules des radicelles s’en trouve fortement limitée.
Une absorption limitée n’est pas le seul facteur expliquant la diminution du contenu en eau,
car en hiver, il n’y a plus de transpiration par les feuilles apres leur sénescence. Néanmoins,
une déshydratation s’exerce encore au niveau de 1’écorce diminuant progressivement la
quantité d’eau libre dans I’arbre.

Au printemps une réhydratation est observée lorsque la température du sol remonte.
Ainsi Améglio et al., (2002) ont déterminé que cette température se situait aux alentours de
8°C. Lorsque la température du sol (a 50cm de profondeur) dépasse cette valeur, on assiste a

a

- 1+ eb(eml_c)

une réhydratation importante sous 1’effet d’une mise sous pression du xyleme dépendante de

Ab

t

la concentration en nitrate dans la rhizosphere (Ewers et al., 2001). Ainsi, nous avons
considéré que la capacité d'absorption racinaire suivait une loi d'action sigmoide selon la
température du sol a 50cm de profondeur .

L'évaporation par les parties aériennes est dépendante de deux facteurs : la
disponibilité en eau et la demande climatique (Mellander et al., 2006). Nous avons donc
considéré ce processus comme évoluant de maniere linéaire avec un terme croisé en fonction
de I'ETP (reflétant la demande climatique Monteith & Unsworth, 1972) et de la quantité d'eau
libre présent dans les tissus a la date n-1 :

Nous avons calibré les parametres par minimisation de la somme des carrés des écarts

Tr=d-M, +e ETP+f-M, ETP+g
en utilisant des données indépendantes, provenant de suivi de noyers cv Franquette lors de
quatre hivers différents dans des conditions climatiques similaires a celles de 1'étude (trois
suivis en plaine, un en moyenne montagne) comprenant n=130 données individuelles.

La relation entre données observées et données simulées montre une bonne prédiction
avec un RMSE de I’ordre de 0,16 pour un coefficient de corrélation de 0,6 (figure 2.14). Les
fortes humidités pondérales bien que dispersées ne montrent pas de biais signifiocatifs. En
revanche pour les faibles valeurs, il semblerait qu’il y ait une difficulté du modele a prédire

des valeurs inférieures a 0,9.
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Figure 2.14. Relation entre humidité pondérale observée et humidité pondérale simulée selon le modeéle.

En terme de dynamique, les tendances sont prédites a I’automne et au printemps, seule
une différence est observée pour le site de moyenne montagne quant aux vitesses de
diminution de I’humidité pondérale a I’automne et d’augmentation au printemps, alors que les
dynamiques sont beaucoup plus proches en plaine (Figure 2.15). Des différences de
composition du sol (se traduisant en terme de réserve utile par exemple), de couverture
neigeuse ou de ratio entre la masse de I’appareil racinaire et aérien sont peut étre des facteurs
explicatifs a caractériser. Une différence importante est également observée pour la valeur

minimale observée durantl’hiver en 2008-2009. Ceci est probablement dii a une gamme de

Plaine 2007-2008 Plaine 2008-2009 Montagne 2008-2009
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Figure 2.15. Cinétique d’évolution de ’humidité pondérale chez J.regia cv Franquette lors de trois hivers
différents (2 en plaine, un en moyenne montagne). Les carrés bleus indiquent les valeurs observées, la
ligne noire les valeurs simulées. ER et BB indiquent les dates simulées de levée d’endodromance et de
débourrement, respectivement.
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variation insuffisante dans les données utilisées pour la calibration. Cependant, 1’effet
engendré sur la simulation de la résistance au gel est faible, car une humidité pondérale

inférieure a 1,0 ne contribue pratiquement pas a la résistance selon la conception du modele.

Modélisation du métabolisme carboné

Pour les sucres solubles, de nombreuses études ont décrit la dynamique des glucides
au cours de I’hiver (Siminovitch et al., 1953, Parker, 1959 ; Sauter, 1988 ; Sauter & van
Cleve, 1991 ; Witt & Sauter, 1994 ; Lacointe er al. 1995 ; Sauter & Wellenkamp, 1998 ;
Poirier et al., 2010). Ainsi, a 1’automne, de 1’arrét de croissance a la sénescence, 1’amidon
chloroplastique foliaire est hydrolysé et les sucres formés transportés vers les tissus pérennes
ou il y a re-synthese d’amidon (Liittge & Hertel, 2009). Puis, apres la sénescence, I’amidon
est hydrolysé en sucres solubles : chez le noyer essentiellement glucose et fructose
(monosaccharides) et saccharose (disaccharides). La température est un parametre contrdlant
I’expression des enzymes impliquées dans ces réactions métabolique (Kaplan & Guy, 2004 ;
Kaplan er al., 2007 ; Guy et al. ,2008 ; Ruelland ef al., 2009) ainsi que leurs activités
catalytique (Witt &Sauter, 1994 ; Elle & Sauter, 2000 ; Schrader & Sauter, 2002).

Généralement, la quantité minimale d’amidon est observée en plein hiver et semble
limitée par un seuil d’environ 20 mg.g'1 MS (Améglio, 1991 ; Kajji, 1992 ; Alves, 2003,
Decourteix, 2006, Poirier, 2008). En effet, ce n’est qu’en conditions particulierement froides
et longues ou en limitant le niveau initial que I’on observe des valeurs inférieures au cours de
I’hiver (Poirier, 2008).

Au printemps, le niveau en sucres solubles diminue et les réserves en amidon sont
reformées. Les températures sont, 1a encore, un des facteurs de contrdle majeur. Enfin, au
débourrement, on observe une nouvelle hydrolyse de I’amidon en sucres solubles qui vont
pouvoir alimenter la croissance des bourgeons (Sauter & van Cleeve, 1994 ; Sauter &
Wellenkamp, 1998).

Ainsi, nous avons considéré I'évolution du métabolisme carboné au travers un modele
simple d'interconversion entre amidon et sucres solubles. La vitesse de la réaction est
dépendante de la température et I'on considere que la réaction limitante va déterminer la
vitesse globale de conversion de la voie métabolique. L hydrolyse de I’amidon s’effectue a
deux optima thermiques avec une hydrolyse significative a basse et a haute température mais
pas aux températures intermédiaires (Sakai, 1966). Les basses températures permettraient une
hydrolyse en facilitant 1’accessibilité des granules d’amidon aux amylases (Witt & Sauter,

1996 ; Elle & Sauter, 2002). A haute température, la vitesse maximale (Vmax) de la réaction
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enzymatique, et donc la constante catalytique (kcat), serait augmentée. Puis, selon les
variations de facteurs physiologiques, en cohérence avec nos observations (rapportées ici ou
fruit des vingt années d'observations sur noyer au sein du laboratoire), les voies d'hydrolyse
ou de synthese sont transitoirement activées.
» A lautomne, tant que I'humidité pondérale reste supérieure a 1,0 : Synthese d'amidon.
»  Puis lorsque I'humidité pondérale devient inférieure a 1,0 : Hydrolyse d'amidon.
»  Lorsque le niveau d'amidon devient inférieur aux valeurs minimales observées (environ
20 mg.g") : Hydrolyse et synthese possibles.
»  Au printemps, lorsque les bourgeons ont passé un stade critique de développement :
Resynthese d'amidon.

» A Tlapproche du débourrement : hydrolyse de I'amidon

Ce sous-modele a été calibré sur les mémes données que le sous-modele d’évolution
de I’état d'hydratation. Sur la figure 2.16, nous pouvons observer les relations entre données
simulées et observées. Cette figure montre que les données ne présentent pas de biais que ce
soit sur les données de calibration ou de validation. De plus, I’erreur de prédiction est plus
faible sur les données de validation (RMSEp=12,1) que celle de calibration (RMSE=15,1), ce
qui est quelque peu surprenant. En observant les simulations de dynamique d’évolution des
sucres solubles au cours de trois hivers (Figure 2.17), on remarque que le contenu en sucres
solubles est mieux simulé en conditions de moyenne montagne qu’en plaine (Figure 2.17).

On observe une plus faible quantité simulée en plaine en 2008-2009 ce qui engendre
une sous estimation importante sur la prédiction de la résistance au gel. Néanmoins, les

tendances sont bien décrites. Un travail conséquent est encore probablement nécessaire pour
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Figure 2.16 Relation entre contenu en sucres solubles observé et simulé selon le modéle.
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Figure 2.17. Cinétique d’évolution du contenu en sucres solubles chez J.regia cv Franquette lors de trois
hivers différents (2 en plaine, un en moyenne montagne). Les carrés orange indiquent les valeurs
observées, la ligne noire les valeurs simulées. ER et BB indiquent les dates simulées de levée
d’endodormance et de débourrement, respectivement.

décrire plus finement le métabolisme carboné, car les parametres utilis€s sont nombreux et
s’averent pour certains extrémement sensibles. De plus, l'effet non significatif de la
respiration sur les données de calibration peut s’avérer étre un biais important pour des
simulations en conditions environnementales prédites pour le futur, car lors de vagues de
chaleur transitoire les pertes de carbone par respiration peuvent €tre importante, d’autant plus

si elles sont associées a une humidité pondérale importante.

Prédiction de la vulnérabilité au gel

Le modele élaboré est donc composé de trois sous-modeles modélisant différent
processus. Ces sous-modeles interagissent et permettent de prédire la résistance au gel. Le pas
de temps utlisé est journalier. Son architecture, les différentes interactions et les variables
utlisées sont montrées sur la figure 2.18 :

Cycle annuel de développement, modélisant :

Endodormance
Ecodormance
Etat d'hydratation
Absorption racinaire
Evaporation
Meétabolisme carboné
Hydrolyse de I'amidon

Synthese de 1'amidon
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Figure 2.18. Architecture du modéle.

La résistance au gel est ainsi relativement bien prédite (Figure 2.19) avec une
précision de 1’ordre de 4°C. De plus, au cun biais n’est observé (R?=0,72). En observant la
cinétique dans le détail, on observe sur la cinétique une dynamique rendant fidelement compte
de I'acclimatation et de la désacclimatation. De plus, les écarts entre valeurs prédites et
observées peuvent étre essentiellement attribuées au sous modele métabolisme carboné. En
effet, la trop rapide diminution en plaine en 2007-2008 et les trop faibles quantités de sucres

solubles ne plein hiver en plaine en 2008-2009 permettent d’expliquer les différentces

observées. Ce sous-modele nécessitera donc d’étre observé plus finement par le futur.
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Figure 2.19 Relation entre résistance au gel observée et simulée selon le modéle.
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Figure 2.20. Cinétique d’évolution de la résistance au gel chez J.regia cv Franquette lors de trois hivers
différents (2 en plaine, un en moyenne montagne). Les carrés orange indiquent les valeurs observées, la
ligne noire les valeurs simulées. ER et BB indiquent les dates simulées de levée d’endodormance et de
débourrement, respectivement.

Néanmoins, ce modele étant encore en cours d’élaboration, sa présentation nous
permet de valider les concepts précédemment évoqués, sa version finale nécessitera
probablement une calibration sur un jeu de données plus conséquent en terme de gamme de

variation de conditions climatiques.
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Conclusions et perspectives

Au cours de ce travail, des travaux écophysiologiques ont été¢ menés afin de construire
les hypotheéses nécessaires a la construction d'un modele mécaniste de prédiction de la
résistance au gel. Il a été montré qu'il était nécessaire de prendre en compte la physiologie des
arbres afin de prédire 1'évolution de l'acclimatation en conditions extrémes, conditions qui
peuvent devenir plus fréquentes avec les changements globaux. Ce modele n'est actuellement
paramétré que pour une variété de noyer J. regia cv Franquette mais il peut des a présent étre
appliqué a des scenarii climatiques futurs.

Ce travail a donc permis de construire différents sous-modeles qui s'articulent pour
prédire la vulnérabilité au gel en intégrant le cycle de développement et les variations

physiologiques de l'acclimatation :
e C(Cycle annuel de développement

Les deux processus de levée de dormance (endodormance et écodormance) sont modélisés de
facon séquentielle. La levée d’endodormance est sous le contr6le de facteurs
environnementaux uniquement chez les différents génotypes de noyer étudiés. L’effet des
températures froides tel qu’il est prédit par le modele de Landsberg permet également
d’expliquer les différences inter-sites. En phase d’écodormance, la croissance des bourgeons

suit une fonction non linéaire en fonction de la température.
¢ Humidité pondérale

L’humidité pondérale évolue en fonction de la température du sol (a travers un effet sur

I’absorption de I’eau par 1’appareil racinaire) et de la demande climatique (ETP).
e Métabolisme carboné

Le contenu en sucres solubles évolue en fonction de la température et de I’humidité
pondérale. Une déshydratation préalable semble nécessaire pour observer une accumulation

de sucres solubles durant I’hiver.
e Résistance au gel

L’humidité pondérale et le contenu en sucres solubles sont des facteurs causaux de
I’acquisition d’une résistance au gel. Et alors que la résistance au gel semble directement
dépendante de ’humidité pondérale, la relation entre résistance au gel et contenu en sucres

solubles est modulée par I’humidité pondérale.

121



Conclusions et perspectives

Ce modele n’est calibré a I’heure actuelle que pour une variété de noyer (J.regia cv
Franquette) mais les résultats obtenus permettent d’envisager son utilisation dans des
conditions plus large. Tout d’abord, pour cette variété Franquette, une spatialisation des
conditions optimales de développement peut étre envisagée sur ce critere d’évitement des
risques de gel. Son application pour d'autres variétés, sous réserve de compléter le
paramétrage, permettrait une sélection des génotypes de noyer intéressant en adéquation avec
les aires de répartition potentiellement favorable aux différents cultivars en terme de
croissance et d’évitement des risques de gel.

Ensuite, nous avons vu qu'il y avait une relation entre précocité de débourrement,
vitesse de désendurcissement et physiologie, i.e. resyntheése de l'amidon au printemps,
réhydratation des parties aériennes sous l'effet de la poussée racinaire. Ainsi, la sensibilité a la
température est différente entre ces variétés et 1'on peut imaginer qu'il existe des marqueurs
moléculaires de cette sensibilité qui pourrait s’exprimer sous forme d’une augmentation de
I’expression des transcrits des protéines impliquées dans le métabolisme carboné
principalement et/ou de leurs activités (isoenzymes?), mais également lié a 1’absorption de
I’eau par poussée racinaire (Aquaporine ? ATP-ase ? transporteur d’azote ? métabolisme
carboné racinaire ?). Ce sujet rentre dans les préoccupations majeures de ’'UMR PIAF qui
travaille ces questions depuis de longues années au niveau des bourgeons ou des cellules
associées aux vaisseaux. On peut donc penser que dans cette direction, la modélisation de la
phase de désendurcissement pourrait s’appuyer uniquement sur les variabilités observés pour
le métabolisme glucidique et non plus, comme aujourd’hui, sur le cycle de développement.

Plus généralement, nous avons vu que les grands mécanismes permettant de résister au
gel étaient relativement bien partagés entre especes, nous pouvons donc espérer un
élargissement de notre modele mécaniste de resistance au gel a d’autres especes présentant
des intéréts économiques plus partagés, méme si le noyer fruitier est aujourd’hui en France, la
seule espece rentable pour les arboriculteurs. Ce travail de généralisation du modele
mécaniste pourrait dans un premier temps s’appuyer sur une étude de détermination du LTs,
et des concentration en sucres solubles et humidité pondérale afin de tester la généricité de
cette approche.

Enfin, pour évaluer les potentialités d'acclimatation a moyen et long terme des arbres,
il serait nécessaire d'estimer l'effet de conditions environnementales plus contrastées sur la
physiologie de l'arbre, notamment en conditions de stress sub-létaux cumulés. Pour cela, le
couplage avec des modeles simulant la biologie estivale et surtout les niveaux de réserve ou

I'état d'hydratation a I'entrée de I'automne, serait nécessaire.
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Tout était changé. L'air lui-méme. Au lieu des bourrasques seches et brutales
qui m'accueillaient jadis, soufflait une brise souple chargée d'odeurs. Un bruit
semblable a celui de I'eau venait des hauteurs : c'était celui du vent dans les
foréts. Enfin, chose plus étonnante, j'entendis le vrai bruit de I'eau coulant
dans un bassin. Je vis gu'on avait fait une fontaine, gqu'elle était abondante
et, ce qui me toucha le plus, on avait planté pres d'elle un filleul qui pouvait
déja avoir dans les quatre ans, déja gras, symbole incontestable d'une
résurrection.

L"homme qui plantait des arbres, Jean Giono
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Abstract

Winter biology of eleven European tree species was monitored to investigate frost resistances
mechanisms at the interspecific level from November until budburst. Those resistances were
frost hardiness of living cells (estimated by Lethal Temperature of 50% of cells: LT50),
winter embolism sensitivity (estimated by Percentage of Loss of Conductivity: PLC) and
phenological variation of most sensitive stage in annual cycle (estimated by Thermal Time
until budburst: TT). Differences observed between tree species were related to potential
altitudinal limit which is highly dependent of frost exposure. Despite a close relationship was
not established between LT50 and PLC for lowland and low mountain species, high mountain
species showed significant enhancement for living cell and xylem frost resistances, but not for
TT. Thus, LT50 and PLC seasonal change were relatively related to potential altitudinal limit.
Moreover results from this study suggests that living cells’ frost resistance and winter
embolism sensitivity could be used as good indicators of potential altitudinal limit when
combined. Some physiological mechanisms inherent to winter biology and altitudinal limit
were observed among a larger panel of species than expected. Dehydration of trees during
winter and rehydration before spring made them more resistant to freezing temperature. This
effect was increased by cryoprotective compounds. Winter embolism, diameter of vessels and
altitudinal limit were highly correlated. Some resorption mechanisms were generated during
winter. Stem pressure through carbohydrates increased raise sap osmolarity and generated
xylem pressure in Fagus sylvatica and Juglans regia x nigra. Root pressure was probably
involved just before budburst in order to restore sap connection and fluxes whereas some
species were totally resistant to embolism formation within studied area or extremely
sensitive with no restoration capacity. Monitoring different winter resistance traits, this study
give some new elements in understanding what the adaptations driving altitudinal limits for
trees are.

Keywords index: cold hardiness, LTs, embolism, xylem pressure, carbohydrate, water
content, sap osmolarity, winter biology
Abbreviations: L'Tsy: the lethal temperature causing the lyse of 50% of the cells
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Introduction

During winter perennial plants are able
to increase the tolerance of perennial parts
and avoid the exposure of sensitive parts
(new leaves/needles). Winter freezing
tolerance is one of the key factors limiting
survival and distribution of plants in many
ecosystems (Sakai and Larcher 1987;
Pockman and Sperry 1997; Ewers et al.
2003). Freezing survival of plants involves
tolerance of living tissues and of nonliving
water transport system function in stems
(Pratt et al. 2005).

On one hand, damage and subsequent
death may occur when intracellular water
freezes or when cells dehydrate too much
due to extracellular freezing of sap (Sakai
and Larcher 1987; Améglio et al. 2001a).
Thus, plants from temperate regions show
in the course of the year dramatic changes
in their resistance to freezing temperatures.
Cold hardening, a survival strategy, is
under genetic control (Xin & Browse,
2000). This one starts late in the growing
season as day length shortens and as
temperature declines (Huner et al. 1998; Li
et al., 2003). These environmental cues
cause physiological and biochemical
changes in the plant inducing greater
tolerance (Levitt 1980). In particular, the
dynamics of stem carbohydrate reserves
(especially starch to soluble sugars inter-
conversion) have been largely investigated
in relation to frost resistance (Siminovitch
et al. 1953; Sakai 1966; Sakai & Larcher
1987; Sauter & Kloth 1987; Tinus et al.
2000; Morin et al. 2007; Poirier et al.,
2010). An additional relevant factor is the
water status. Many studies proved a
decline in the water content of tissues
when plants acclimate to low temperatures
(Chen et al. 1976; Chen & Gusta 1978;
Tanino et al. 1990; Ogren 1999; Gusta et
al. 2004).

On the other hand, freeze-thaw event is
one of the main factors that can induce
embolism in plant xylem (Tyree and
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Cochard 1996). The occurrence of frost-
induced embolism has been related to
geographical distribution of plant species
(Langan et al. 1997; Pockman and Sperry
1997). The embolism in vessels is assumed
to be a consequence of the freeze-thaw
alternation (Zimmermann 1983; Cochard
and Tyree 1990; Just and Sauter 1991;
Améglio et al. 1995; Pockman and Sperry
1997; Améglio et al. 2002). As the sap
freezes, dissolved gases escape due to their
very low solubility in ice (Sperry and
Sullivan  1992). During subsequent
thawing, these bubbles can either dissolve
back into the xylem sap or expand until the
entire xylem conduit is obstructed (Yang
and Tyree 1992). This obstructed conduit
will no longer contribute to water
transport. Mean diameter of the conduit is
one of the most important parameter in the
winter embolism sensitivity (Davis et al.
1999; Sperry and Robson 2001; Pittermann
and Sperry 2003, 2006). For coniferous
species, freezing events causes generally
little damage to xylem (Sperry and
Sullivan 1992). Lately Mayr et al (2007)
showed that lower water potential and a
very large number of freeze-thaw events
are also critical parameters in embolism
formation for conifer species. In the
opposite, for ring-porous species such as
Quercus (Cochard and Tyree 1990) or
Fraxinus (Cochard et al. 1997), a single
freeze—thaw event may be enough to
damage most xylem conduits. Generally,
the number of obstructed xylem conduits
increases progressively over winter for
diffuse-porous species like Acer (Sperry
and Sullivan 1992) or Fagus (Borghetti et
al. 1993; Cochard et al. 2001), whereas in
Juglans (Améglio et al. 1995; Améglio et
al. 2002) the embolism rate decreases
during winter.

Sap circulation has to be restored
before budburst for deciduous trees and
different mechanisms have been
characterized as possible ways to do that
(Cochard et al. 2001): the development of
new functional vessels and/or the refilling
through an active mechanism (Ewers et al.
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2001). Development of a new ring is
common to all plant species exhibiting a
secondary cambium, but its efficiency at
budbreak time depends on the time of
radial growth resumption vs. budburst.
Several authors (Sperry et al. 1987; Sperry
et al. 1988; Améglio et al. 1995; Hacke
and Sauter 1996; Ewers et al. 2001;
Améglio et al. 2002, 2004) investigated the
second mechanism: the vessel refilling
through positive pressures in Xxylem.
Depending on timing, mechanisms
generating this pressure are different.
Some species (i.e. Juglans or Acer) exhibit
positive pressures in the xylem sap during
the winter associated with high xylem sap
content in sugars and high osmolarity
(Améglio and Cruiziat 1992; Améglio et
al. 1995). A positive pressure of xylem sap
is also found during autumn and spring
(Ewers et al. 2001), associated with
mineral nutrition and soil temperature.
Conversely, in several species (i.e. mainly
ring porous and conifer species), positive
pressure has never been observed. Finally,
active refilling has also been observed in
the presence of high xylem tensions;
however, the mechanism underlying this
process has not been identified (Holbrook
and Zwieniecki 1999, Tyree et al. 1999;
Salleo et al 2006). In stem pressure, the
state of the living cells influences on the
possibility to repair the embolism
(Améglio et al., 2001b) while embolism
appeared totally independent on the state
of aerial living cells in root pressure
mechanism.

Frost resistances could be monitored on
different focuses: living cell resistances
(frost induced lyses), non living water
transport resistance (e.g. winter embolism),
avoidance of spring frost for sensitive
organs (early or late budburst). Those

resistances and some  physiological
explaining mechanisms were
concomitantly monitored on several

common European tree species differing in
frost sensitivity (e.g. altitudinal limit
distribution as observed in France (Rameau
et al., 1989; 1993) and growing in the same
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area in Auvergne region. Thus, the first
purpose of this study was to investigate
and compare frost hardiness and embolism
during the winter and to characterize the
crucial parameters (some physical or
physiological traits) explaining different
strategies between species. The second
purpose of this study was to focus on these
frost resistance mechanisms according to
distribution of these species (through their
potential altitudinal limits) and understand
which frost resistance is critical in
distribution of trees.

Material and Methods

Plant material

Tree species were sampled in on two
distant sites around Clermont-Ferrand
(France) (~13 km): (i) Fontfreyde (45° 41'
587 N, 2° 59’ 55 E, altitude 875 m), (ii)
Crouél (45° 46' 27 N, 3° 8 36" E,
altitude 338 m). Fontfreyde is located in
uplands and Crouel in lowland. In
Fronfreyde sample site, there is birch
(Betula pendula), beech (Fagus sylvatica),
Scot pine (Pinus sylvestris), common oak
(Quercus  robur), hazelnut (Corylus
avellana), hybrid walnut (Juglans regia x
nigra). In Crouel sample site, there is
sycamore (Acer pseudoplatanus), alder
(Alnus cordata), hornbeam (Carpinus
betulus), plum (Prunus cerasifera) and
black locust (Robinia pseudoacacia)
(Tab.1). One-year-old twigs were sampled
on three trees of each tree species for four
different times during leafless period: (i)
after the fall for deciduous trees
(November 8™), (ii, iii) two times in the
core of winter (January 16™ and February
13™), (iv) during the budburst time for each
species.

Electrolyte leakage
test (LTsq: frost
resistance for Living
cells)

The frost resistance of each individual
species was estimated by using the
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electrolyte leakage test (Zhang & Willison
1987; Sutinen et al. 1992). For each one-
year-old twigs (n=3), they were cut into six
5-cm long segments without buds per date
to assess frost hardiness. All fresh
harvested segments were washed in
distilled-deionised water and placed in a
moistened tissue and wrapped in aluminum
foil. Shoot segments were cooled to one of
four sub-zero temperatures. In addition,
there was an unfrozen control in a cold
room at +5°C (control) and a lethal control
in deep freezer at -80°C. In each case,
sample temperatures were monitored using
copper-constantan thermocouples inserted
into the foil pouch. For control and lethal
control, samples were cooled at the rate of
~ 7°C.h™" in pre-chilled vacuum flask. For
temperature-controlled boxes, cooling and
warming cycle were computer-controlled
by a circulator bath (Ministat Huber,
Offenburg, Germany) with external Pt100
into the chamber. A steady rate of cooling

Potential
Species Altitudinal |altitudinal] Sample
distribution | limit in site
France
Acer 1:High 1800 | Crougl
pseudoplatanus mountain
2: Lowland
Alnus cordata and low 1400 Crouél
mountain
Betula pendula 1 Lowland 2000 |Fontfreyde

and mountain

Carpinus betulus | 3: Lowland 1000 Crouél

1: Lowland

Corylus avellana and low 1700  |Fontfreyde

mountain

1: Lowland

Fagus sylvatica and low 1700  |Fontfreyde

mountain

Juglans regia x

3: Lowland 800  [Fontfreyde

nigra
Pinus sylvestris 1:ng}.1 2000 |Fontfreyde
mountain
Prunus cerasifera| 3: Lowland 800 Crouél
2: Lowland
Quercus robur and low 1300 |Fontfreyde
mountain

Robinia
pseudoacacia

3: Lowland 700 Crouél

Table 1: Studied species and their potential
altitudinal limit in France (cf Rameau et al.1989,
1993)

and thawing of 5°C.h"" and with freeze-
thaw cycle between +5°C to respectively -
5°C, -10°C; -20°C and -30°C was applied.
Before thawing, the air temperature was
maintained during lh to the freeze
temperature. Temperature were recorded
with data logger (Campbell, Logan, United
States) as one-minute averages and
averaged at five minute intervals.

After this freezing treatment, the
segments were cut into 5 mm-long sections
and placed in glass vials with 15 ml of
distilled-deionized water. The vials were
shaken for 24 h at +5°C (limiting non
frozen induced lysis) on a horizontal
gravity shaker (STS5, CAT, Germany). The
electrolytic conductivity of the water in
which the stem segments were immersed
(C1) was measured at room temperature
with a conductimeter (Held Meter LF340,
TetraCon® 325 , Germany).

Samples were then autoclaved at
+120°C for 30 min, cooled to room
temperature, and a second conductivity
measure (C,;) was done. Relative
electrolytic leakage (REL) was calculated
as (C;/Cy)*100 as described in Zhang &
Willison (1987). We assumed the
following relationship between REL and
percentage of cellular lysis (L) for each
sample:

Frost hardiness (L'Tso) was estimated as
the temperature where we observed
inflection point (C) of the logistic sigmoid
function (Repo &.Lappi, 1989)

REL =

+D (1)
1+e

B(C-x)

where x is exposure temperature. The
parameters A and D define the asymptotes
of the function, and B is the slope at the
inflection point C. The parameter
estimation of Eq. (1) was performed by
nonlinear regression using ExcelStat ver.
7.5.2. Mean LTsy, was calculated for each
treatment from the individual LTso values.
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Hydraulic conductivity
of nonliving water
transport system

Sampled twigs were kept the bottom
immersed until percentage of loss of
conductivity (PLC) was measured by
Xyl’em device (Bronkhort, France,
licensed INRA; described in Cochard et
al., 2000). For each tree species, stem of 7
cm was prepared with scalpel, immerged in
water to prevent air entry into vessels.
Three replicates were done by species. A
first measure of conductance was done
using solution of KCL 0.Imol.l" at low
pressure (0.350 kPa): initial conductance
(k;). After perfusion of the same solution at
high pressure (140 kPa) for embolism
resorption, conductance was measured
again: maximal conductance (kma.x). This
step was repeated two times. The PLC was
then calculated as: (Kmax - Ki) / Kimax.

Water content and

osmolarity

sap

A 40cm length stem was cut and used
for Xylem Sap extraction using a vacuum
pump. Extracted sap was weighted (SW)
(Améglio et al. 2002) and osmolarity was
measured with a Roebling 13DR automatic
osmometer (Messtechnik, D-1000 Berlin,
Germany). Following extraction of xylem
sap, stem sample fresh weights (FW) were
measured, then dry weight (DW) after
seven days at 80 °C, and the water content
was calculated as ((FW+SW)-DW)/DW).
Three replicates were done by tree species.

Extraction and
quantify-cation of
soluble carbohydrates

After sap extraction, stems (bark +
xylem)were used for the quantification of
soluble carbohydrates. Lyophilized
samples (m>2g) were ground into a
powder that was used (50 mg) for
extraction of soluble carbohydrates. It was
extracted with 1 ml of mannitol (5g.1-1) in
ethanol 80%, and shaken for 30 min at
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80°C, then centrifuged for 10 min at
15775g (SR2000, Prolabo, France). The
supernatant was filtered in a cartridge
containing AGX-1 anion-exchange resin
(150 ul), polyvinylpolypyrrolidone (100
ul) and activated carbon (200 ul). The
solid was melted three more times with
ethanol 80% (1 ml), ethanol 50% (0.5 ml)
and ethanol 80% (0.5 ml), before the
cartridge was rinsed with 1 ml ethanol
80%. The liquid fraction was SpeedVac-
dried for carbohydrates analysis and the
solid was SpeedVac-dried for starch
analysis. For carbohydrate analysis, dried
samples were made soluble in 0.5 ml of
water and separated on an Aminex-
HPX87C column with a refractometer
(R12000, Sopares). Soluble carbohydrates
from the sap samples were also quantified
using the same method.

To measure starch content, solid was
melted with NaOH 0.02 N and autoclaved
(2 h, 120°C, 1 bar). Samples were then
incubated with amyloglucosidase (1h30’,
52°C) in a microplate well, where each
well contained 12 pl ATP (5.10™ mol.I'"),
12 ul NADP (1,4.10% moll™), 60 ul
triethanolamine buffer (triethanolamine
0.48 mol.l'l, magnesium sulfate 1.102
mol.l'l, pH=7.6), 96 ul of water, and 12 ul
of sample supernatant. A
spectrophotometric measuring was made at
340 nm (Power Wave 200, BioTek
instruments) as a blank before incubation
with  10pul of hexokinase/glucose-6-
phosphate dehydrogenase (EC 1.1.1.49) for
40 min under shaking after which another
absorbance measurement was taken.
of

Mean diameter

vessels

For each tree species, cross sections of
20 um thick were made on one year old
stems using a microtome (Reichert ®) with
a platinum-cooled Peltier (Mectron ®) and
put between slide and covers glass. Two
cuts were made by individuals on different
twigs (n=6 per species). A digital picture
of the vessels (magnification: 400 X) was
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taken. This one was processed (Imagel]
software (http://rsb.info.nih.gov/ij)) and
used for an individual measuring of vessels
further to calibration with a micrometer
picture taken at the same magnification.
When individual vessels diameter were
measured, mean hydraulic diameter (HD)
was calculated as HD = ED’/ZD". This
hydraulic diameter is a better descriptor of

hydraulic conductance within a twig
(Davis et al., 1999).
Phenological and

Climatic data

Budburst time was determined on 5
twigs per tree species when 50% of the
buds that would eventually break had
reached stage 10 of BBCH scale (Meier,
2001). In parallel with budbreak
measuring, daily maximum and minimum
air temperature were measured for each
sample site by a governmental weather
station (Meteo France) located at less than
1 km. One near of the Fontfreyde sample
site (Saint-Genes-Champanelle:
45°43'7.58"N, 3° 1'0.57"E, altitude 887 m)
and the other near of the Crouél sample
site (Aulnat: 45°47'12.67"N, 3° 8'57.30"E,
altitude 328 m). Then, for each tree
species, the thermal time (TT: Arnold,
1959) as Z(Tmean — 5) (if Timean >5°C) was
calculated in order to take into account
difference between locations from 1%
January (when endodormancy is removed)
until day of budburst (DBB).

25

T
|
20 [
|
|

-20 . . .

Figure 1: a) Mean temperature during winter for
Aulnat (solid line) and Saint-Genes- Champanelle
(dotted line).
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Statistical analyses

Linear regression and P-values
were calculated using R software (R

Development Core Team, 2008). ANOVA
were done and significant different groups
were determined using Fisher’s test (Least
Significant Difference) with «a=0.05.
Correlation tests were done using the
Pearson’s parametric test with «a=0.05.
Modelling of potential altitudinal limit
depending on LTspmin and PLCy,x during
winter was made by multiple linear
regression, type III. ExcelStat Software ver
7.5.2 was used and best result was fitted by
R? minimization.
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Figure 2: Time course of LT5, (°C) for tree species
according to their altitudinal distribution: high
mountain and sub-mountain tree species (a), low
mountain species (b) and lowland species (c).
Symbols and bars represent mean and standard
error of three replicates.
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Results

Climatic data
Minimal air temperature during the winter

(Fig. la) was rather warm with some
sudden freezing events. Until beginning of
November mean temperature was around
15°C. First freezing event occurred before
the first sampling date. Thereafter,
temperature was mild with only few
freezing events. The mean temperatures
were relatively similar between the two
sample sites (up (Fontfreyde) and lowland
(Crouel)).

Frost resistance of
living cells
Seasonal change of living cells’ frost

resistance for all tree species is shown in
Fig. 2. The tree species were grouped
according to their altitudinal distribution
(cf. Tablel): high mountain tree species
(Fig. 2a), low mountain species (Fig. 2b)

0
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Figure 3: Relation between

minimal frost resistance reached during winter and
potential altitudinal limit (a) or non structural
carbohydrate content in autumn (b). Symbols and
bars represent mean and standard error of three
replicates.
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and lowland species (Fig. 2c). For all tree
species, seasonal change of LTs (i.e. lethal
temperature for 50% of cells) decreased
from November until deep winter during a
cold acclimation period (i.e. frost
hardening) and thereafter increased until
budburst during a dehardening period.
During the winter, the minimal value of
LT50 (IC LTSOmin..) was -24.4 + 1.0°C for
lowland species and was similar to LTsomin,
of low mountain species (-25.4 £ 1.1°C),
but higher than LTsgn;, of high mountain
species (-31.7 = 1.3°C; Fig 3a). In this
latter group, the coniferous P. sylvestris
presented a very low LTsomin in winter (-
397 = 0.7°C), but even without this
species, the frost hardiness of mountain
species remained significantly lower than
in the other groups (P<0.05). Moreover,
the  correlation  between  potential
altitudinal limit of each sampled tree
species and maximal frost hardiness was
relatively strong (r= -0.545, p<0.001
P.sylvestris included and r= -0.392,
p=0.032 without P.sylvestris; Fig. 3a).
Maximum frost resistance presented also a
good relationship with the total non
structural carbohydrate content (NSC:
starch + soluble carbohydrates) measured
during the leaf fall period of deciduous
trees (r= 0.357; p=0.041; Fig. 3b). Thus,
NSC was significantly higher for frost
resistant species (r=0.426; p=0.013) and
was also related with potential altitudinal
limit in France (r=0.854; p=0.001).

Frost hardiness was related with
physiological changes for carbohydrate
reserves and water content (see Table 2).
Thus, LTsy was negatively correlated with
starch content for all species except A.
cordata, A. pseudoplatanus C. betulus, P.
cerasifera and good relationship was also
observed between LTsy and soluble
carbohydrate content. For all species, an
increase of carbohydrate content was
observed for higher resistance except for
the coniferous P. sylvestris. Finally a
significant relationship between water
content and frost hardiness was observed
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for C.betulus, J. regia x nigra and P.
sylvestris.

Frost resistance to
embolism of the
nonliving water

transport system

For each sampled tree species, seasonal
change in loss of conductivity for the
nonliving water transport system is shown
in Fig. 4. As the experiment on the frost
resistance of living cells, the sampled tree
species were grouped according to their
altitudinal distribution: high mountain tree
species (Fig. 4a), low mountain species
(Fig. 4b) and lowland species (Fig. 4c).
Fig. 4a shows that maximal PLC
(PLCpax).was of 43 % (A. pseudoplatanus)
for the high mountain species and three

Species Starch Sszlu;'I: aton
P Content 9 Content
content
A. == ++ -
pseudoplatanus| (-0.067) | (-0.648) | (0.181)
- +++ -
A. cordata (-0.269) | (-0.797) (0.3331)
++ + -
B.pendula | 618) | (-0.484) | (-0.188)
- ++++ ++
C. betulus (0.292) | (-0.867) (0.647)
C. avellana iy p 0
(0.626) | (-0.553) | (-0.081)
F. sylvatica P P /
(0.634) | (-0.855) | (0.423)
J. regia x nigra o oD 5
(0.746) | (-0.907) | (0.578)
P. sylvestris P B o
(0.698) | (0.173) | (0.651)
P. cerasifera ) o :
(0.148) | (-0.801) | (0.305)
++ +++ -
Q-robur | 0,590 | (-0.807) | (0.251)
R. ++ +++ =
pseudoacacia | (0.643) | (-0.583) | (0.124)

Table 2: Relationships between frost hardiness
(time course of LTs;) and (i) starch content (mg. g'1
DW), (ii) soluble carbohydrates content (mg.g-1
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DW) and (iii) water content (g.g’1 DW) during
leafless period for deciduous trees (in italics
correlation coefficient and significance of linear
correlation: --: p>0.5; -1 p<0.5; +: p<0.1; ++:
p<0.05; +++: p<0.01; ++++: p<0.001).

species (C. avellana, B. pendula, P.
sylvestris) was completely non-sensitive to
winter embolism. Figure 4b shows that
PLC.x was higher than 60 % for low
mountain species. The seasonal change
was also contrasted between these species.
The Q. robur PLC was total after the first
freeze-thaw cycle, while for A. cordata,
PLC increased in winter then decreased at
budburst time. Finally, for lowland species
(Figure 4c), PLC.x was also higher than
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Figure 4: Time course of PLC for tree species
according to their altitudinal distribution: high
mountain and sub-mountain tree species (a), low
mountain species (b) and lowland species (c).
Symbols and bars represent mean and standard
error of three replicates.
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60 % for the four tree species. The pattern
was similar with low mountain species
with full embolism after the first freeze-
thaw cycle or an increase of PLC during
winter and after a decrease of PLC before
budburst.

The levels of PLC in November (i.e.
PLC after one freeze/thaw cycle (PLCarc)
or the PLC,,x) were good indicators for
the frost resistance of the nonliving water
transport system. Thus, PLCapc and
PLC.x values for all tree species were
related with their altitudinal limit (r=0.602,
p<0.05 and r=0.853 p=0.001 respectively;
Fig. 5a). PLC,. was related with minimal
water content (data not shown: r=0.684;
p=0.020) and PLCarc was also related with
wood anatomy especially the mean
hydraulic diameter of the vessel (r=0.576;
p=0.0004: Fig. 5b).

Similar relationship was observed between
potential altitudinal limit and mean
diameter of the vessel (data not shown:
r=0.693; p<0.0001).

Three types of frost resistance were
observed for the nonliving water transport
system : (i) the complete resistance (B.
pendula, C. avellana, P. sylvestris), (ii) the
complete absence of resistance (Q. robur
and R. pseudoacacia) and (iii) an
increasing of embolism level during the
winter with a partial or total repair of
conductivity before the budburst (A.
cordata, A. pseudoplatanus, C. betulus, F.
sylvatica, J. regia X nigra ). Moreover,
osmolarity and sugar content of the xylem
sap during the Ileafless period were
measured for deciduous trees with a total
or partial repair of winter embolism, As
PLC pattern, sap osmolarity pattern
differed according to species (Fig. 6a).
Thus, only F. sylvatica and J. regia x nigra
presented a significant increase in sap
osmolarity during the winter in comparison
to autumn and spring. For the others
species, sap osmolarity increased only at
budburst time. This increase of sap
osmolarity before budburst was significant
for B. pendula , C. betulus, C. avellana and

PLC (%)
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P. cerasifera. Finally for all samples of
xylem sap, a highly significant correlation
between osmolarity and osmotic pressure
generated by soluble sugar content was
observed (see fig. 6b; r = 0.941; p<0.0001)
but only B. pendula, F. sylvatica and J.
regia x nigra presented a significant
increase of large amount of soluble sugars
in xylem sap. Osmotic pressure observed
by sap osmolarity measurement was
explained at 70% by osmotic pressure
generated by sugars content.

Budburst date,
potential altitudinal
limit and frost

resistances

Table 3 shows the thermal time (TT)
calculated with a threshold at +5°C from
January 1™ until budburst. Thus, B.
pendula, C. avellana, P. cerasifera, and Q.

robur presented an early budburst
(150<TT<250 DD) while P. sylvestris, F.
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sylvatica, C. betulus, R. pseudoacacia, A.
cordata and A. pseudoplatanus are late
(250<TT< 350 DD) and J. regia x nigra is
very late (TT>350 DD). Nevertheless, no
significant correlation was observed with
potential altitudinal limit (p = 0.441),
PLChax. (p=0.217) or LTsomin. (p=0.466).
PLCpx. and LTsomin, were correlated (Fig.
7a: r=0.803; p=0.003).

These two quantitative variables can be
used to build a model yielding the potential
altitudinal limit for all studied species (Fig.
7b). This model explained a good
percentage of the variance (Rzajus= 0.661)
with a significant effect of each variables
(p =0.005) and a mean residual error of
fitting (RMSE) of + 245 m.
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Figure 6: a) Sap osmolarity measured during
winter for species when it was possible. Letters
indicate significantly different groups within each
species by ANOVA and Fisher’s test (LSD) with an
a = 5%. b) Relationships between sap osmolarity
and soluble sugar concentration (GFS) measured
from xylem sap for all species presented an increase
pattern of PLC during winter and after a decreasing
of PLC before budburst. Values of GFS are
expressed in osmotic pressure units as calculated
from total concentration of the three sugars
(Glucose, Fructose and Sucrose: GFS). The
coefficient of determination (rZ: 0.8714, P<0.0001)
of the linear regression is presented.
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Discussion

Frost resistance of

living cells

In all tree species a hardening period
in fall for a maximum resistance in
January-February and a dehardening
period before bud break were observed
(Fig. 2). In most studies in which
comparison of different environmental or

genotypes were made, maximal frost
resistance in deep winter was never
different between environmental

conditions (Larcher & Mair, 1968 ; Bower
& Aitken, 2006 ; Poirier, 2010). Moreover,
even if differences could have been
established between ecotypes during
acclimation or deacclimation, intraspecific
variation were never observed as important
as interspecific variations (Larcher & Mair,
1968; Nilsson & Walfridsson, 1995,
Charrier et al., 201X).

Despite frost hardiness and carbohydrates
content were measured on whole stems
with all tissues mixed, the seasonal
changes observed are synchronized among
tissues (Sakai &  Larcher, 1987,
Andergassen & Bauer, 2002). Thus, living
cells resistance was linked with NSC
content in autumn (Fig. 3b) and with
potential altitudinal limit for these species
(Fig. 3a). NSCs are the main components
of plant carbon balance (Chapin et al.
1990; Le Roux et al. 2001). They are
frequently used in ecophysiological studies
to access variation in carbon, balance
among plant populations, especially for
trees growing in timberline ecotones
(Ko6rner 1998; Hoch and Korner 2003; Shi
et al. 2008; Bansal & Germino 2009).
Thus, autumnal NSC contents appeared as
an important trait for frost resistance of
living cells in all studied species (Tab. 2).
Morin et al. (2007) demonstrated that
NSCs amount before hardening is well
correlated with maximal frost hardiness
during winter in Quercus species.

During winter there is modifications
within NSC content, soluble sugars are
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synthesized from starch mobilization and
enhanced frost resistance (Sakai 1966;
Sauter et al. 1996; Palonen et al. 2000;
Améglio et al. 2004; Morin et al. 2007;
Poirier et al. 2010). One exception is for P.
sylvestris. For this coniferous, starch
constitutes a substrate for synthesis of
cryoprotective  compounds  but  no
relationship was established with soluble
sugars. P. sylvestris should use its reserves
in order to synthesize other compounds
such as aminoacids, lipids or
macromolecules (Lasheen & Chaplin
1971; Zwiazek et al. 2001; Wolfe et al.
2002). Soluble sugars increase osmolarity
and, by the way, lower freezing
temperature of cytosol (1.86°C per mole of
solute dissolved per kg of water
(Dereuddre & Gazeau, 1992; Cavender-
Bares, 2005)) which triggers ice nucleation
within the extracellular space (Levitt,
1980). Then, according to chemical
potential difference between liquid water
and ice (Mazur, 1963; Rajashekar et al.,
1982; Rajashekar et al., 1983), water
diffuses from cells to sites of ice
formation, resulting in cell dehydration
(Loris 1999; Zweifel & Hasler 2000;
Améglio et al. 2001b), which is the
primary cause of freezing injury in woody
plants.

On the contrary, water content was a
frost hardiness significant parameter only
for few species (i.e. C. betulus, J. regia X
nigra, and P. sylvestris). The relationship

Species Thermal time for
budburst (°C)

A. pseudoplatanus 342 £ 39
A. cordata 305+ 26
B. pendula 155+ 0

C. betulus 304 + 14
C. avellana 155+ 0

F. sylvatica 300£0

J. regia x nigra 4022

P. sylvestris 300+0

P. cerasifera 17515

Q. robur 222 + 1

R. pseudoacacia 307 £12

Table 3: Thermal time + SE (in DD base 5°C)
calculated from 1* of January until budburst for
different species (if Tean > 5°C: TT = Z (Tipean -9))-

Potential altitudinal limit

152

simulated (m)

between frost hardiness and water content
has been extensively proved (Chen et al.
1976, Chen & Gusta 1978, Tanino et al.
1990, Ogren 1999, Gusta et al. 2004,
Charrier & Améglio, 2011). Indeed, water
content decreases lower the freezing point
of cytoplasm through increases in
osmolarity. Another possible effect of low
water content is an activation of cold
acclimation metabolic pathway through
ABA synthesis (Tahtiharju & Palva 2001;
Li et al. 2003). Cold tolerance of wheat is
enhanced by exogenous ABA application
(Veisz et al. 1996) via carbohydrate
metabolism (Kerepesi et al. 2004).

Frost resistance to
embolism of nonliving
water transport
systems

In this study large differences were

observed for frost resistance to embolism.
Some species were particularly resistant
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(B. pendula, C. avellana, P. sylvestris)
while others were particularly sensitive
(Q.robur, R. pseudoacacia). Vascular
physiology is often presented as a key
physiological process in the plant survival
(Pratt et al. 2008; 2010) and sometimes
related with the altitudinal distribution of
plant species altitudinal (Tyree and
Cochard 1996; Langan et al. 1997;
Pockman and Sperry 1997) or latitudinal
(Stuart et al., 2007).

In our study, PLC observed after only
one freeze/thaw event or PLC,,«x. appeared
correlated with potential altitudinal limit
for each species. Cavitation caused by
freezing and thawing may be considered as
a purely physical process controlled by
water potential (Mayr & Charra-Vaskou
2007), number of freeze-thaw cycles
(Mayr et al. 2007) and the diameter of
xylem vessels (Pratt et al. 2005). ).
According to Davis et al. (1999), without
water stress, woody plants with hydraulic
vessel and tracheid diameters lower than
30 um are relatively resistant to cavitation
induced by freeze-thaw stresses, while
hydraulic vessel and tracheid diameters
higher than 30 um are susceptible to such
cavitation. This was observed in field
conditions during this study, while
previous data were only collected from
laboratory experiments (Davis et al. 1999;
Pittermann and Sperry 2003; Pratt et al.
2005; Stuart et al., 2007; Pittermann 2010).

PLC observed after only one
freeze/thaw event appeared related with
hydraulic diameter of vessel, whereas
PLC.x after several freeze/thaw cycles
appeared less correlated with hydraulic
diameter of vessels. Indeed, PLC.x 1S a
physiological parameter which could be
saturated when 100% of PLC occurred. We
can also observe partial refilling in vessels
which depends on living cell survival.
Thus, for some species, level of embolism
varied greatly during winter and we often
observed great heterogeneity in
measurements as shown by standard errors
on Figs. 3 and 4. This large variability was
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explainable by the wide sampling delay
and the efficiency of xylem pressure for
vessels refilling.

In this study, it was difficult to
distinguish between stem xylem pressure
(Améglio et al. 2001a; 2004) and root
xylem pressure (Ewers et al, 2001), but A.
pseudoplatanus, A. cordata, C. betulus, F.
sylvatica , and J. regia X nigra exhibited
significant decrease of PLC before
budburst (Fig 3: on the last sampling date).
Some of these species are already
identified as able to generate root pressure
but it seems that this mechanism is more
distributed among trees than it would be a
priori expected.

The seasonal change of sap osmolarity
(Fig. 6a) and also the relationship between
sap osmolarity and sap soluble sugars
content (mostly glucose, fructose and
sucrose: Fig. 6b) was in agreement with
stem pressure for B. pendula, F. sylvatica
and J. regia x nigra, but also with a weaker
relationship for A. cordata, C. betulus, C.
avellana species. This relationship was not
observed in our study for A.
pseudoplatanus whereas this species is
known to exude sugars in the xylem sap
during winter (Milburn & Zimmerman,
1986; Tyree & Yang 1992; Cirelli et al.
2008).

Frost resistances and

Altitudinal limit

Beside those two resistances, freezing
avoidance due to phenological cycle was
explored because. in bibliography, day of
budburst is considered as a crucial
parameter to escape spring freezing events
(Leinonen & Hénninen 2002). But in our
study, a large range of day of budburst was
observed between tree species (3 months
from 27 February until 27 May), and a TT
for budburst was ranged from 155 DD
(Betula sp. or Corylus sp.) while budburst
occurred when freezing probability was
still high until 359 DD (Juglans sp) (see
Table 3). Even if young stems in spring at
budbreak time were very sensitive to
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freezing events just below 0°C because of
high hydration (Rodrigo 2000), no
relationship was observed with potential
altitudinal limit and TT. Correlation
between day of budburst and provenance
was only observed in intraspecific
comparison as in P.abies for different
latitudes (Leinonen & Hinninen 2002) or
A. pseudoplatanus, F. excelscior, Q. petrae
and F. sylvatica and altitude (Vitasse et al.
2009).. But as far as these results can tell,

this did not appear as relevant in
interspecific ~ comparison.  Even  if
dormancy release is a mechanism

controlled by cold temperature, among
species, different strategies are observed as
a trade-off between maximization of the
photosynthetic ~ active  period  (for
deciduous) and decrease in risks of
freezing new buds. This could explain why
some species are flushing earlier than
others independently from their altitudinal
limits.

These two different frost resistances
reached different levels among species and
On the contrary PLCyax. and LTsomin, were
correlated with the potential altitudinal
limit for these species, as cold is
considered as a major abiotic constraint in
distribution of species. We wanted to
weight the impact of those two
mechanisms on altitudinal limit. Thus,
these two quantitative variables can be
used to build a model yielding the potential
altitudinal limit for all studied species (Fig.
7b). This type of relation would deserve to
be tested on different species and for
different  geographical areas, but
nevertheless it is interesting to note the
relationship between the two types of frost
resistance strategies. This model indicates
that a really sensitive species for winter
embolism (100%PLC,,x) could be present
at 800 m a.s.] maximum while a resistant
one (0%PLC,,,,) at 1800 m a.s.l.. On the
other hand, according to this model, frost
hardiness of living cell contributes only for
around 265m range (if we consider
maximal frost hardiness between -10 and -
60°C: 50 x 5.3 = 265m). This highlights
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the weight of hydraulic system for survival
of the whole tree, but also because xylem
sensitivity depends also on living cells
ability to refill it.

The main result of our study is this
relationship observed between the frost
resistances of living cells and nonliving
water transport systems. This interspecies
relationship seems to indicate that both
processes were independent but selected
under the same environmental pressure
(impact of freezing events). To our
knowledge, few studies until now
monitored these two parameters at the
same time. Medeiros & Pockman (2010)
observed an increasing freezing tolerance
of leaves and xylem under drought
conditions. Feild & Brodribb (2001)
studied 12 tree and shrub species from a
treeline heath in Tasmania and gave an
opposite conclusion. But, this study
compared the resilience of stem water
transport to freezing with frost tolerance of
leaves, not stems, and the LTso obtained
with chlorophyll fluorescence method
varied only from —6 to —13°C, indicating
that these Australian species were more
frost-sensitive  than our  northern
hemisphere species studied in a small area
in Auvergne.

This study gives some new insights in
general principles of physiology of frost
resistances at the leading edge edge of
species distribution. In order to survive
under extreme climatic conditions,
perennial plants need to have both strong
resistance for living cells and nonliving
water transport systems. Some clear
interactions were observed between two
traits (embolism and refilling). These
interactions could only occur with the
contribution of frost undamaged living
cells to develop mechanisms of
pressurization (Ewers et al. 2001). Also, if
refilling does not occur, buds are lacking
water for flushing, and carbon balance
would be disturbed, limiting frost
acclimation potentiality for next winter.
Finally, this study wunderlines some
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important traits (i.e. NSC content, sap
osmolarity or mean diameter of vessels)
that should be taken into consideration for
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Introduction

Les végétaux pérennes montrent a
I’approche de [I’hiver une capacité a
I’augmentation  transitoire  de  leur
résistance au gel (Salai & Larcher, 1987).
On parle d’acclimatation au gel. Cette
acclimatation au gel des plantes a fait
I’objet de nombreuses études depuis le
premieres études de Molish (1945), Levitt
(1956), Tumanov (1932, 1936) ou Sakai
(1967).

Chez les plantes pérennes ligneuses, on
observe généralement une tolérance a la
congélation extra cellulaire et la différence
de résistance fait généralement intervenir
I’évitement de la congélation intra
cellulaire qui est, sauf conditions
expérimentales particulieres, généralement
1éthale ().

L’acclimatation au gel est sous le contrdle
de la diminution de la photopériode, puis
de la diminution des températures a
lautomne (Weiser, 1970, Arronsson,
1975). La mise en évidence de la relation
entre évolution de la résistance au gel et
température a  été  effectuée  par
I'intermédiaire = de  conditionnements
thermiques constants, montrant un effet
des basses températures (gélives ou non)
sur I’augmentation de la résistance. Les
températures douces, elles, sont plutdt
favorables a un désendurcissement. Ces
relations directes entre température et
résistance ont été utilisées pour la
construction de modele de prédiction de la
résistance au gel (Greer & Warrington,
1984 ; Leinonen, 1996.).
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Mais cette relation ne semble pas aussi
directe qu’imaginée. En effet, récemment,
deux études ont montré chez le noyer des
niveaux de résistance au gel différents dans
les méme conditions thermiques, ainsi
qu’une capacité a s’acclimater
indépendamment du régime thermique,
mais sous la dépendance des variations de
variables physiologiques (Poirier et al.,
2010, Charrier & Améglio 2011). Ainsi,
méme en conditions thermiques douces,
ces arbres étaient capables de s’endurcir, et
ceci, pouvant s’expliquer par 1’évolution
de leur état physiologique (Charrier &
Améglio, 2011).

Lors de I’acclimatation au gel, on observe
chez les plantes une diminution de la
quantité d’eau libre dans les tissus. La
diminution de la température du sol
diminuant la fluidit¢ = membranaire,
I’alimentation en eau par 1’appareil
racinaire diminue progressivement alors
que I’eau des parties aériennes continue a
s’évaporer. Ceci permet d’abaisser en
partie la température de congélation du
cytosol. Par la suite, on observe la
synthese, a partir des réserves accumulées
lors de la précédente saison de croissance,
de composés solubles ayant un effet
cryoprotectant. Ces composés exercent un
role protecteur a travers plusieurs effets :
effet osmotique, augmentation de Ia
viscosité, abaissement du point de
congélation du cytosol vis a vis de la seve
apoplasmique, substrat potentiel lors de la
reprise de croissance.

Les types de solutés
fortement dépendant des

retrouvés sont
métabolismes



Annexe 2 : Mécanismes physiologiques de I’acclimatation au gel du noyer

spécifiques : polyols (sorbitol) chez le
sorbier, lipides, acides aminés (coniferes),
GFS (noyer).

La capacité a s’acclimater est également
dépendante de I’age ou de 1’organe
considéré. De nombreuses études ont lieu
sur rameaux prélevés sur arbre adulte, ou
sur jeune plant. Afin de déterminer en
quelle mesure, les relations observées
peuvent étre comparables entre juvéniles et
arbres adultes nous avons mesuré au cours
de I’hiver I’évolution du contenu en sucres
solubles, 1’humidité pondérale et 1la
résistance au gel en parallele.

Nous avons également, afin de montrer la
généricité a D’échelle individuelle des
relations entre humidité pondérale et
résistance au gel d’une part et contenu en
sucres solubles et résistance au gel d’autre
part, effectué des mesures en différenciant
les organes ou les tissus concernés. Cette
étude va également nous permettre
d’explorer la capacit¢ de prédire la
résistance au gel a partir de ces deux
variables physiologiques.

Matériels et Méthodes

Arbres en conteneurs

Différents lots d’arbres (Juglans regia
Franquette), agés de deux ans et cultivés en
conteneurs, ont ét€ suivis durant un hiver
entier. Cette expérimentation s’est déroulée
sur trois années différentes (2004-2005,
2005-2006 et 2007-2008).

Des prélevements (n=3) ont été effectués a
I’automne, en hiver et au printemps afin de
comparer la résistance au gel, I’humidité
pondérale et le contenu en sucres (sucres
solubles et amidon).

A chaque date, les différents organes ont
été traités indépendamment (racines fines,
grosses racines, pivot, tronc et rameaux).

Arbres en verger

Un suivi des mémes parametres a
également été effectué sur des rameaux
d’arbres adultes (15 ans) cultivés en verger
sur le site de Crouél. Les prélevements ont
été effectués aux mémes périodes que pour
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les arbres en conteneur (Octobre, Janvier
Mars) et également au moment du
débourrement (fin Avril) et en plein été
(Aott).

Les différents tissus composant les
rameaux prélevés (n=5 par date) ont été
traités séparément (écorce + cambium, bois
et bourgeons), et les mémes parametres ont
été mesurés.

Gradient longitudinal

Des rameaux longs (>1,5m) ont é&té
prélevés a ’automne et la résistance au gel
mesurée sur les parties apicale, médiane et
basale. Des mesures d’humidité pondérale
et de contenu en sucres ont également été
effectuées sur les parties apicale, médiane
supérieure, médiane inférieure et basale.

Statistiques

Les analyses statistiques ont été effectuées
a I’aide d’ANOVA suivi de test post Hoc
de Tukey (HSD). Des lettres différentes
indiquant une différence significatives
entre groupes au seuil de 5%.

Résultats

Résistance au gel

Juvéniles

Sur jeunes arbres, les expérimentations ont
été effectuées lors de trois hivers différents

(2004-2005, 2005- 2006, 2007-2008).
Malgré des dates de prélevement
légerement  différentes entre les trois

années, on n’observe dans 1’ensemble de
différences significatives qu’a quelques
reprises (Figure 1). Dans I’ensemble, lors
des trois années de prélevement, pour
chaque organe et période de prélevement le
niveau de résistance au gel ne montrait
dans I’ensemble pas de différence
significative.

En revanche, la dynamique d’acclimatation
au gel évolue différemment selon la
position de l'organe dans [D’arbre
(aérien/souterrain). Ainsi, une évolution
significative entre 1’automne et 1’hiver est
observée dans les parties aériennes (
rameaux et tronc), alors que, dans les
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Figure 1 Résistance au gel dans les racines fines,
les grosses racines, le pivot, le tronc et les rameaux,
prélevés a I’automne, en hiver et au printemps lors
de 3 années différentes. Les barres indiquent
I’erreur standard, et des lettres différentes des
différences significatives entre années pour un
organe et une saison donnée par test post Hoc
(HSD; 0=0,95).
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parties souterraines (pivot, grosses racines
et racines fines), aucune différence
significative de 1’état de résistance au gel
n’a été observée quelque soit la période de
prélevement (P=0.780), a I’exception des
grosses racines I’année 2005-06.

Dans les parties aériennes, le niveau de
résistance et la capacité d’acclimatation,
sont comparables entre rameaux et tronc, a
I’automne (tronc :-9.96 + 1.6 vs rameaux :
-11.28 + 3.8°C; P=0.294) et en hiver
(tronc :-21.1 + 2.0 vs rameaux :-20.8 =+
2.6°C; P=0.745). Au printemps, le tronc
demeure plus longtemps résistant par
rapport aux rameaux (tronc :-20.2 + 2.2 vs
rameaux :-14.2 + 1.2°C ; P=0.024).

Au niveau souterrain, le niveau de
résistance au gel était similaire quelque
soit I’organe ou la période considérée ; a
I’exception du pivot en plein hiver (LTsp= -
10.4 + 0.6°C), par rapport aux racines fines
(LTs0=-7.3 £0.6°C ; P=0.018) ou au pivot
a I’automne (P<0.03).

Rameaux d’arbres adultes

Sur les rameaux, les différents tissus ont
été analysés séparément (bourgeons,
écorce + cambium et bois). On observe un
parallélisme dans 1’évolution de la
résistance au gel a  l'automne
(acclimatation) et au printemps (dé-
acclimatation) ; méme si les niveaux de
résistance maximale (en plein cceur de
I’hiver) étaient significativement différents
(Figure 2).

Alors qu’en octobre, le niveau de
résistance est similaire quel que soit le
tissu considéré (= -10°C; P=0.102), en
plein hiver, les bourgeons sont les organes
les plus sensibles (LTsp= -18.5 £ 0.4°C)
avec une écorce significativement plus
résistante que le bois (LTs5p=-30.9 + 1.4°C
vs -23.0 £ 0.3°C ; P<0.0001) ; le rameau
entier présentant une résistance au gel
intermédiaire (LT50=-27.0 = 0.8°C).

Au printemps, lors du désendurcissement,
on observe un niveau de résistance
similaire entre bourgeons et bois (-15.8 vs -
15.6°C, respectivement) avec une écorce
encore relativement résistante (-20.1 =+
1.0°C ). Puis, au débourrement, la
résistance de 1’ensemble des tissus est
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Figure 2 Evolution de la résistance au gel dans
différents tissus de rameaux de 1’année (Bois,
Ecorce, rameau entier bourgeons (séparés en
apicaux et latéraux au débourrement). Les symboles
représentent la moyenne et les barres 1’erreur
standard de 5 répétitions.

revenue au niveau automnal, aux alentours
de -10°C. En revanche, les bourgeons en
plein  débourrement  montrent  une
sensibilité supérieure. Puis, a la fin de la
saison de croissance, un état de résistance
homogene est observé entre les différents
tissus, proche du niveau du début de
I’automne précédent.

de résistance maximale (en plein cceur de
I’hiver) étaient significativement
différents.

En effet, en octobre, le niveau de résistance
est similaire (= -10°C) quel que soit le tissu
considéré (P=0.102). Mais en plein hiver,
des différences ont été générées: les
bourgeons sont les organes les plus
sensibles (LTso= -18.5 £ 0.4°C), alors que
I’écorce est le tissu présentant le plus fort
niveau de résistance au gel (LTs0=-30.9 +
1.4°C) par rapport au bois (LTso= -23.0 £
0.3°C ; P<0.0001) ; alors que la mesure sur
rameau entier présente une résistance au
gel intermédiaire (LTs0=-27.0 £ 0.8°C).

Au printemps, lors du désendurcissement,
le niveau de résistance est similaire entre
bourgeons et bois (-15.8 vs -15.6°C
respectivement) alors que 1’écorce reste
encore relativement résistante (-20.1 =+
1.0°C).
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Lors du débourrement, la résistance de
I’ensemble des tissus est a nouveau
similaire, autour de -10°C. Seuls les
bourgeons en plein débourrement montrent
une sensibilité supérieure. Enfin, a la fin de
la saison de croissance, un état de
résistance homogene est observé entre les
différents tissus, proche du niveau du début
de I’automne précédant.

Physiologie de
l"acclimatation au
gel

Afin de comprendre comment ces
différences se mettent en place, différents
parametres  physiologiques ont  été
mesurés : I’humidité pondérale, la teneur
en sucres solubles et en amidon.

Humidité pondérale

Juvéniles

Pour les racines fines, I’humidité pondérale
n’est pas mesurable sans perturber
I’équilibre hydrique de ces tissus. En effet,
les conditions expérimentales pour les
extraire du sol nécessitent de laver
longuement ces racines a I’eau.

Concernant 1’humidité pondérale, pour la
quasi-totalité des organes et des périodes
de prélevement, des différences
interannuelles significatives sont observées
(Figure3). Ainsi, les grosses racines, durant
I’hiver en 2006, sont significativement plus
hydratées qu’en 2008 (P=0.021).

Pour le pivot, des  différences
interannuelles sont observées a 1’automne
2005, par rapport a 2007 (P=0.013) ; entre
les trois années pour la période hivernale
(P=0.001), mais également au printemps
(P=0.009).

Pour les parties aériennes (Tronc : P<0.015
en automne, P<0.011 en hiver ou Rameaux
P<0.001 en automne, P<0.006 en hiver),
les échantillons de 1’année 2007-08 sont
significativement différents a 1’automne
des deux autres années et en hiver pour
I’année 2006 mais similaires au printemps
(Tronc : P=0.304 ; Rameaux : P=0.070).
Malgré ces fortes différences
interannuelles des tendances significatives
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Figure 3 Contenu en eau (premiere colonne), en sucres solubles (deuxiéme colonne) et en amidon (troisieme
colonne) dans les racines fines, les grosses racines, le pivot, le tronc et les rameaux, prélevés a I’automne, en
hiver et au printemps lors de 3 années différentes. Les barres indiquent I’erreur standard, et des lettres différentes
des différences significatives entre années pour un organe et une saison donnée.

sont tout de méme observées entre organes.
Ainsi, en général, une décroissance du
contenu en eau est observée des racines
jusqu’au rameaux. A 1’automne, seules les
humidités pondérales des grosses racines
etdu  tronc  sont  significativement
différentes 1’'une de 1’autre (1.31 vs 1.09 ;
P=0.039). Durant [I’hiver, les grosses
racines et le pivot ne sont pas
significativement différents (1.45 vs 1.32;
P=0.369). Il en est de méme pour le tronc
et les rameaux (1.034 vs 1.035 ; P=0.995),
mais 1’humidité pondérale des organes
aériens et souterrains est significativement
différente (P<0.05). Enfin au printemps, un
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accroissement de 1’humidité pondérale est
observé des grosses racines aux rameaux
avec une différence significative entre tous
les organes.

L’évolution de 1’humidité pondérale au
cours de période non feuillée va également
dépendre des organes. Ainsi, aucune
différence n’est observée entre les
prélevements d’automne et d’hiver pour les
grosses racines (P=0.448) et pour le pivot
(P=0.075) a I’exception de I’année 2005-
2006. Au contraire, une augmentation
significative de I’humidité pondérale est
observée au printemps 2008 (grosses
racines : P<0.035 ; pivot : P<0.030). Un
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profil similaire est également observé pour
le tronc en 2008 avec une humidité
pondérale similaire entre automne et hiver
(P=0.529), puis une réhydratation au
printemps (P=0.018). Pour les rameaux,
I’humidité  pondérale diminue entre
automne et hiver (P=0.010), puis, une
augmentation est observée au printemps,
mais reste non significative (P=0.466).

Rameaux d’ arbres adultes

Si l'on observe les différents tissus
constituant un  rameau, [’humidité
pondérale n’évolue pas significativement
entre I’automne et 1’hiver pour 1’écorce
(Figure 4) et ce n’est qu’au moment du
débourrement que 1’augmentation de
I’humidité pondérale est significative. Pour
le bois et les bourgeons, 1’évolution est
similaire. On observe, contrairement a
I’écorce, une diminution significative entre
I’automne et 1I’hiver et une réhydratation au
débourrement. Cette réhydratation au
débourrement  présente  une  forte
divergence entre les bourgeons apicaux et
latéraux avec une humidité pondérale
augmentant de pres de 300% dans les
apicaux alors que I’humidité pondérale des
latéraux reste stable. Des humidités
pondérales similaires sont observées dans
le bois et les bourgeons néo formés durant
la saison végétative, tandis que 1’écorce
présente un état d’hydratation plus
important.

Contenu en glucides

Juvéniles
Dans chacun des organes souterrains,
aucune différence significative inter

annuelle n’a été observée quelle que soit la
période de prélevement pour le contenu en
sucres solubles (GFS : Glucose +Fructose
+Saccharose ; Figure 3), a I’exception des
grosses racines entre 1’hiver 2008 et 2006.
Les mémes résultats ont été observés
concernant le contenu en amidon, a
I’exception des échantillons de grosses
racines prélevés en hiver, pour lesquels une
différence significative est observée entre
les échantillons de 2008 et ceux de 2006
(P=0.001).
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Figure 5. Relation entre contenu en eau et
résistance au gel tout organe, tissu et période

confondues.

Dans les parties aériennes, des différences
significatives en GFS et en amidon ont été
observées dans tous les échantillons de
2007 par rapport a ceux de 2004 et 2005, a
I’exception du contenu en amidon dans les
rameaux pour le prélevement de printemps.

Le contenu en amidon est
significativement  supérieur dans les
organes souterrains, avec dans 1’ordre

pivot, grosses racines, racines fines, puis
tronc et rameaux quelque soit la date de
prélevement. Durant la période entre
I’automne et le printemps, une diminution
de plus de 50% du contenu en amidon est
observée dans tous les organes souterrains.
Dans le tronc, une diminution du méme
ordre de grandeur mais non significative
entre ’hiver et printemps (P=0.231) est
observée. Dans les rameaux, apres une
forte diminution dans un premier temps
entre 1’automne et I’hiver (P<0.0001), une
augmentation est observée entre I’hiver et

le printemps, mais non significative
(P=0.168).

Parallelement a la dynamique d’amidon, le
contenu en GFS augmente

significativement entre 1’automne et 1’hiver
dans tous les organes. Puis une diminution
significative est observée entre 1’hiver et le
printemps, jusqu’a atteindre des niveaux
similaires a ceux observés en automne
dans tous les organes également.
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Rameaux d’ arbres adultes

Au sein du rameau, la dynamique de la
teneur en GFS (Figure 4,b) est similaire
entre 1’écorce et le bourgeon jusqu’au
débourrement. Dans le bois, apres
’automne, la teneur en GFS est
significativement inférieure pour toutes les
dates de prélevement. Pour la teneur en
amidon (figure 4,c), elle diminue fortement
dans tous les tissus du rameau entre
I’automne et I’hiver, puis augmente
fortement jusqu’au débourrement. Elle
diminue par la suite dans tous les tissus et
bourgeons en été, ou le niveau observé est
tres faible, proche des valeurs minimales
observées en plein hiver.

Relation entre

humidité pondérale,
sucres solubles et
résistance au gel

La relation entre résistance au gel et
humidité pondérale suit une relation
inverse qui s’inscrit entre deux limites
asymptotiques (Figure 5). En effet, pour
des valeurs fortes d’humidité pondérale, la
résistance au gel évolue tres faiblement. La
premiere asymptote (LTS0 = -1,1°C) est
donc définie par les valeurs minimales de
résistance observées durant le cycle. De
plus, lorsque 1’on s’approche des valeurs
de fortes résistances au gel, le contenu en
eau ne diminue plus. Ainsi, la seconde
asymptote (Humidité pondérale =0.49) est
quant a elle définie par les valeures de
contenu en eau minimal observées. Entre
ces deux limites, la relation est inverse et
significative ~ (R?=0.521) avec  un
coefficient de -5,6.

La résistance au gel évolue également en
fonction du contenu en sucres solubles
(Figure 6). Mais la relation n’apparait pas
aussi  clairement qu’avec 1’humidité
pondérale. Si ’on enléve les points d’été
qui perturbent la relation, avec des teneurs
en sucres solubles d’origine
photosynthétique, on observe des relations
qui semblent dépendantes de 1’organe ou
du tissu. Toutes ces relations linéaires sont
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Figure 6 Relation entre contenu en sucres solubles et résistance au gel selon les organes et en excluant les
échantillons prélevés en été (a) ou selon les différentes classes de contenu en eau incluant les échantillons

prélevés en été (b).

significatives (2 1’exception des racines
fines dont la pente est quasi-nulle) et ont
pour origine une zone comprise entre des
valeurs de GFS de 0 2 25 mg.g” DM et des
valeurs de LTsg entre -5 et -10°C. Par
ailleurs, les pentes de ces droites de
régression peuvent étre regroupées en trois
catégories selon la valeur du coefficient
directeur : des pentes faibles dans les
organes racinaires (racines fines: -0.01 ;
grosses racines : -0.03 ; pivot : -0.04), des
pentes intermédiaires dans le tronc (-0.12),
les bourgeons (-0.13) et les rameaux (-
0.15) et des fortes pentes dans le bois (-
0.24) et I’écorce (-0.34).

Cette différence observée entre organes
s’explique également par les valeurs
d’humidité pondérale. En effet, si 1’on
regroupe les données en fonction de
différentes classes d’humidité pondérale

(Water content : WC<0.75,
0.75<WC<1.00, 1.00<WC<1.25,
WC>1.25) on observe différentes
corrélations  linéaires qui  permettent

d’inclure I’ensemble des points y compris
les points d’été précédemment retirés. On
observe ainsi un ensemble de quatre
droites concourantes en un point plus
clairement défini (GFS Omg.g' DM,
LTsyo = -11°C). Ces droites ont une pente
dont la valeur est d’autant plus faible que
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I’humidité pondérale est faible (WC<0.75 :

0,013;  0,75<WC<1,00 : -0,056;
1,00<WC<1.25 -0,104, WC>1,25 : -
0,157).

Au sein de rameaux longs (>Im)

échantillonnés longitudinalement, aucune
différence de résistance au gel n’est
observée entre partie basale médiane ou
apicale (Tableau 1). Au contraire, des
différences  significatives en  termes
d’humidité pondérale ou de teneur en GFS
sont observées. L’extrémité apicale est
significativement plus hydratée et a une
teneur en GFS plus importante que la
partie basale. Les effets antagonistes de ses
deux facteurs sur la résistance au froid
peuvent alors expliquer la similarité dans
la mesure de la résistance au gel le long du
rameau.

Discussion
Distribution spatio-
temporelle de la

capacité
d’acclimatation au gel
a 1"échelle

individuelle

Les mesures effectuées lors de ces trois
années ne révelent pas de différences
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LT50 (°C) GFS (mg.g"' DM) WC (2.2 DM)
Apex -172+06° 524+32° 1.17 £0.05°
, 39.9+22° 1.01 £0.04°
Middle 183+1.7° ) )
40.9 +5.9 0.95 +0.04
Base 17.6+0.7*° 343+29° 0.88 +0.04 ©

Tableau 1 : Résistance au gel, contenu en sucres solubles et en eau le long de rameaux

globales importantes. On peut néanmoins
noter qu’une partie de ces différences pour
la partie aérienne semblent dépendantes
des dates d’expérimentation. Ainsi, a
I’automne, les arbres étaient plus avancés
dans leur endurcissement en 2007 (date
d’expérimentation un peu plus tardive : le
30 Octobre) qu’en 2004 et 2005 (23
octobre et 17 octobre respectivement).
Mais aussi, pour le prélevement de
printemps, la date d’expérimentation du 1
avril en 2006 est trois semaines plus
précoce que celle de 2008 (21 avril) et 1a
encore, explique les différences observées
de résistance au froid (cf. figure 1).

A T’opposé, aucune différence significative
n’est observée en plein hiver, pour des
dates calendaires d’expérimentations tres
voisines (25 janvier 2005, 27 janvier 2006
et 8 janvier 2008). De plus, il est souvent
observé, sauf conditions expérimentales
particulieres a I’automne (cf. Chapitre 3 ;
Charrier & Améglio, 2011), que le niveau
maximal de résistance au gel atteint au
cours de I’hiver est peu dépendant des
conditions environnementales (Aitken et
al., 1996 ; Morin et al., 2007) ; alors que

les vitesses d’endurcissement ou de
désendurcissement sont fortement
dépendantes de I’évolution des

températures durant ces périodes (Dantuma
& Andrews, 1960 ; Pogosyan & Sakai,
1969).

Pour le systéme racinaire, notre étude sur
le noyer ne montre quasiment aucune
capacité a s’endurcir au gel, a I’exception
du pivot, partie la plus exposée aux
variations thermiques alors que différentes
études sur d’autres especes décrivent des
capacités d’endurcissement des parties
racinaires, comme chez Pseudotsuga
menziesii (Tinus et al., 2000), Picea abies
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(Stattin et al., 2000), Acer saccharum
(Bertrand et al., 1997), ou encore Quercus
rubra et Betula alleghaniensis (Calmé et

al., 1994). Néanmoins, des résultats
contradictoires sont observés dans la
littérature, avec I’absence

d’endurcissement chez Pinus radiata ou
Pinus halepensis (Tinus et al., 2000). Le
plus souvent ces études ont porté sur de
jeunes plants et sur des racines en position
superficielle dans le sol, donc relativement
exposées aux variations thermiques. En
conditions naturelles, ces organes sont peu
exposés au gel, protégés par I’inertie
thermique de leur substrat et, en regle
générale, les racines montrent peu
d’évolution de leur résistance au gel avec
une amplitude annuelle relativement tres
faible comparée aux organes aériens (Sakai
& Larcher, 1987).

Les parties aériennes montrent donc une
capacité a s’endurcir de I’automne a I’hiver
et a se dés-endurcir de I’hiver au
printemps. Les niveaux de résistance au gel
observés entre tronc et rameau sont
similaires dans nos conditions
expérimentales sur de jeunes arbres. Mais,
au sein d’un rameau de 1’année, des
différences peuvent s’observer au cours du
processus  d’acclimatation entre les
différents tissus composant le rameau.
Ainsi, ’écorce et le cambium, tissus
relativement sensibles durant la période
végétative chez le Noyer, sont capables
d’atteindre des niveaux de résistance plus
importants que le parenchyme xylémien en
plein hiver. On retrouve ici un résultat
comparable a celui observé chez Hedera
helix (Andergassen & Bauer, 2002). A
I’opposé, les bourgeons qui avant de
s’endurcir ont une résistance au gel
similaire aux autres tissus, sont incapables



Annexe 2 : Mécanismes physiologiques de I’acclimatation au gel du noyer

de s’endurcir fortement en plein hiver et
restent les organes les plus sensibles au
gel. Ils deviennent méme extrémement
sensibles lors du débourrement. Une
température faiblement négative suffit a les
Iéser comme chez Picea abies (Neuner &
Beikircher, 2010) ou dans cette étude, pour
les bourgeons de Juglans regia.
Andergassen & Bauer (2002) ont montré
que les primordia foliaires constituaient les
parties les plus sensibles du bourgeon tout
au long de I’année, alors que le
procambium et le parenchyme atteignaient
des niveaux comparables a ceux des tissus
différenciés et s’endurcissaient.

Rb1le des parametres
physiologiques (eau et
sucres) sur

l’acclimatation au gel
des tissus et organes.

L’état hydrique des feuillus, durant la
période qui s'étend de la chute des feuilles
au débourrement n’est pas simple a
déterminer (Cottignies, 1990, Améglio et
al. 2000) C’est particulierement vrai pour
le noyer, ou la seve du xyleme présente des
alternances d’état de pression et de tension
(Améglio et al. 1995). Ainsi chez cette
espece, les alternances de cycle de gel-
dégel au cours d’'une méme journée
provoquent la mise sous pression de la
seve du xyleéme ; a contrario, pour un arbre
placé en serre hors gel, la seve du xyleme
reste sous tension (Améglio & Cruiziat,
1992). Ce phénomene de pression
s’explique par l'existence d'une différence
de potentiel osmotique entre la seve du
xyleme et celle d'un autre compartiment,
en relation avec l'appareil conducteur par
l'intermédiaire de membranes
hémiperméables (Braun, 1984 ; Essiamah
& Eschrich, 1985 ; Améglio et al. 2001).
Deux origines ont été identifi€es pour cette
mise sous pression, une origine locale
dépendante du métabolisme glucidique
(Sauter et al. 1973 ; Améglio et al. 2001 ;
Cireli et al. 2008) et une origine racinaire,
commune a de nombreuses especes (Fisher
et al. 1997) et dépendante de I’azote

- 169 -

disponible dans le sol (Ewers et al. 2001).
A défaut de mesure d’état hydrique, de
nombreux travaux suivent [’humidité
pondérale des organes de 1’arbre (Chen et
al. 1976, Chen & Gusta 1978, Tanino et al.
1990, Ogren 1999, Sparks et al. 2001,
Améglio et al. 2002, Gusta et al. 2004).

En conditions naturelles, apres la chute des
feuilles, ’humidité pondérale décroit : plus
d’eau est évaporée par 1’écorce que les
racines n’en absorbent. En effet, il est
établi depuis fort longtemps que la
diminution de la température du sol induit
une diminution de 1’absorption racinaire
(Kramer, 1940). Celle-ci s’exerce a basse
température par une diminution de la
perméabilit¢ membranaire des cellules
racinaires (Levitt, 1980, Améglio et al.
1990). Ainsi, quand les températures
diminuent a ’automne, 1’humidité
pondérale des rameaux décroit, produisant
un endurcissement de ces organes, ce que
nous observons (figure 3 et 4). Alors que
plus tard au printemps, avec des
températures du  sol  augmentant,
I’absorption redémarre et les organes se
réhydratent (Figure 4 ; Ewers et al. 2001,
Turcotte et al. 2009). Améglio et al. (2002)
avaient démontré que cette réhydratation
chez le noyer se produisait lorsque les
températures du sol (50 cm de profondeur)
devenaient supérieures a +8°C.

Ainsi, les bourgeons lorsqu’ils débourrent
sont tres fortement hydratés (cf. figure 4.a)
car une pleine turgescence leur est
nécessaire pour que les nouvelles feuilles
se déplient.

Pour les glucides, leur évolution lors de la
phase hivernale montrent une diminution
des réserves en amidon entre 1’automne et
le printemps dans les racines (figure 3),
diminution nettement moins visible pour
les parties aériennes et seulement entre
I’automne et 1’hiver. De plus, pour tous les
organes, cette diminution des réserves en
amidon est associée a une augmentation
des sucres solubles. Cette interconversion
amidon/sucres solubles est tres classique et
observée dans de multiples études
(Siminovitch et al., 1953 ; Sakai, 1966¢ ;
Witt & Sauter, 1994b).
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Cette augmentation de sucres solubles est
le plus souvent reliée a 1I’endurcissement
au gel des ligneux (Siminovitch et al.
1953, Kramer & Kozlowski, 1979, Sauter
& Ambrosius 1986, Sauter & van Cleve
1994, Améglio et al. 2004, Thomas et al.
2004, Morin et al. 2007). La bibliographie
rapporte que le degré de résistance au gel
est invariablement accompagné de
I’hydrolyse de I’amidon en saccharose
(Parker 1962, Sakai & Yoshida 1968,
Essiamah & Eschrich 1985, Ogren et al.
1997, Pearce 2001, Klotke er al. 2004).
Une forte concentration en GFS diminue le
point de congélation, mais seulement de 1
a 2°C pour les concentrations mesurées
dans ces études (Hansen & Beck, 1988) :
1.86°C par mole de soluté dissous dans un
kg d’eau (Dereuddre & Gazeau 1992,
Cavender-Bares 2005). Ainsi les sucres
solubles jouent un rdle indirect dans
l"augmentation de la résistance. IIs
permettent aux événements de congélation
de se produire en extracellulaire (Levitt,
1980), 1a ou la concentration est plus faible
et donc ou le point de congélation sera plus
haut, ce qui produira une déshydratation
cellulaire (Burke et al. 1976 ; Zweifel &
Hasler 2000, Améglio et al. 2001b),
puisque le potentiel hydrique total de la
glace est plus négatif que celui de I’eau
liquide a la méme température (Mazur
1963, Rajashekar et al. 1982). Toutefois, il
est aussi maintenant connu que les sucres
solubles n’ont pas seulement un effet
d’abaissement du point de congélation,
mais aussi un effet protecteur vis-a-vis de
cette déshydratation cellulaire (Wolfe &
Bryant 1999, 2001, Bryant et al. 2001,
Lenné er al. 2007, 2009)et de stabilisation
des membranes biologiques (Crowe,
2002).

Ainsi le contenu en glucides et la capacité
de produire des sucres solubles est un
parametre  essentiel  des  capacités
d’endurcissement des arbres et du noyer en
particulier (Poirier et al. 2010).

A TDapproche du débourrement, Ia
resynthése de I’amidon dans 1’écorce et le
xyleme, déja décrite par Sauter &
Wellenkamp (1998) chez le peuplier, et
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observée dans notre étude pour les
rameaux de 1’année des arbres en verger
(Figure 4), explique également la
sensibilité de tous les tissus et bourgeons
composant le rameau d’un an.

Les deux parametres physiologiques
précédemment décrits (’humidité
pondérale et les teneurs en GFS) semblent
donc bien interagir dans le niveau de
résistance au gel d’un organe ou tissu. Ils
ont déja dans la littérature souvent été cités
comme les deux facteurs explicatifs
majeurs de 1’acclimatation au gel (Sakai,
1966¢ ; Pogosyan & Sakai, 1969 ; Graham
& Mullin, 1976 ; Levitt, 1980 ; Junttila et
al., 1983 ; Sauter & van Cleve, 1991).
Chez le noyer, ils permettent de prédire
I’état de résistance au gel (Poirier et al.,
2010). Notre étude généralise un peu ce
concept a I’ensemble des organes et tissus
d’un arbre. Ainsi, on a observé pour les
racines, un fort contenu en GFS en hiver,
qui ne produit pas un endurcissement a la
hauteur de ce que 1’on observe pour les
parties aériennes. La partie racinaire est
également la partie la plus hydratée (Figure
3) et cette hydratation limite tres fortement
la résistance au gel. On peut citer
également les différences de contenu en
GFS et humidité pondérale le long d’un
rameau long (Tableau 1) qui conduisent a
une certaine homéostasie de la résistance
au gel pour toutes les parties du rameau.

La relation entre résistance au gel et
humidité pondérale s’inscrit donc bien
dans une relation inverse (cf. Figure 5). De
plus, elle est limitée par deux asymptotes
correspondant a la température de
congélation d’une solution fortement
diluée (entre 0 et -5°C, Levitt, 1980),
I’autre asymptote correspondant a la
fraction d’eau congelable (non liée) au sein
des tissus (Wolfe et al., 2002). Ainsi, plus
la proportion d’eau congelable au sein d’un
organisme est importante, plus la
température de congélation est haute et, par
conséquent, les dégats cellulaires générés
importants (Gusta et al., 1975).

Entre ces deux limites physiques, on
observe une influence importante du
contenu en eau essentiellement pour des
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états d’hydratation importants (Humidité
pondérale : WC>1.0). En deca de cette
valeur, la capacité de résistance diminue
tres rapidement et I'influence des solutés
sur 1’abaissement du point de congélation
est sensible (Figure 6). En effet, la
différence observée entre tissus dans la
relation entre résistance au gel et contenu
en sucres solubles est expliquée lorsque
I’on prend en compte le contenu en eau.
Plus la quantité d’eau est faible, plus la
quantité de solutés est efficace pour
abaisser le point de congélation. Les dégats
du gel sont réduits lorsque la quantité
d’eau congelable est limitée a la fois en
diminuant la quantité d’eau et en liant I’eau
résiduelle par des solutés.
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Pour conclure, la teneur en sucres solubles
et I’humidité pondérale ont un impact
prépondérant sur 1’endurcissement des
arbres. Leurs interactions selon le type
d’organe permettent de comprendre les
niveaux de résistance au gel mesurés selon
les saisons et les organes ou tissus. Il nous
semble  maintenant  intéressant  de
découpler ces deux parametres en
modulant le bilan de carbone & 1’automne
par des conditionnements d’arbre pendant
la saison de végétation (cf. Poirier 2008)
ou en modulant I’état hydrique a 1’automne
par des arréts plus ou moins précoces de la
transpiration, afin d’étudier plus finement
les interactions entre ces deux parametres
et leurs conséquences sur la résistance au
froid des différents organes de 1’arbre.
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Introduction

Les objectifs de ce travail sont doubles. Le
premier objectif est d’établir les risques de
dommages liés au gel pour les rameaux et
bourgeons du noyer. Ces risques seront
donc évalués au cours des saisons et donc
en fonction des capacités d’endurcissement

de ces organes. Ils seront également
évalués en fonction des conditions
climatiques locales. Ainsi les risques

aléatoires, liés a la probabilité d’avoir une
température  gélive inférieure a la
température de résistance au gel de
I’organe considéré sera comparée aux
températures minimales de I’air mesurées
pour les 25 dernieres années pour nos sites
expérimentaux.

Le second objectif est d’évaluer les mémes
risques en fonction de différentes variétés
de noyers, afin de tester 1’adaptabilité des
variétés étudiés a nos sites expérimentaux
et afin de proposer une démarche de choix
de cultivars adaptés a un site donné pour
ces risques de dommages li€s au gel.

Matériels et méthodes

Seules les données nécessaires a la bonne
compréhension de 1’échantillonnage seront
décrites dans cette partie.

Données climatiques

Au cours de cette étude, les données
climatiques provenant de deux stations
météorologiques proches de nos sites
expérimentaux (plaine : Crouél :
03°08’50”E, 45°46°20”N, altitude 340m,
moyenne montagne Theix : 03°01’00”E,
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45°43°10”N,
utilisées.

altitude : 880m) ont été

Prélévements

Sur rameaux

Chaque mois, cinq rameaux ont é&té
prélevés par variété (Franquette, Lara,
Hybrides précoces et Hybrides tardifs) et
lieu (plaine et moyenne montagne) afin de
déterminer la résistance au gel (Test LTs
de la fuite des électrolytes : cf. chapitre 3).

Sur bourgeons

A la période du débourrement en
conditions de plaine (4 Mai 2009), des
rameaux de la variété Franquette (n=5)
dont les bourgeons apicaux étaient
totalement débourrés et les bourgeons en
position basale encore fermés ont été
prélevés. La résistance au gel (Test LTsp)
des différents bourgeons en fonction de
leur stade phénologique (A, B, C, D, E,
nouveaux rameaux et nouvelles feuilles,
définis selon 1’échelle de Germain et al.,

(1999)).
Sur  différentes  variétés  (Chandler,
Franquette et Hybrides précoces), les

bourgeons terminaux ont été prélevé
lorsqu’ils atteignaient les méme stades
phénologiques (mé€me échelle : A, B, C, D,
E, nouveaux rameaux et nouvelles feuilles)
du 21 Avril au 5 Mai 2010 et 1a encore, la
détermination de la résistance au gel (LTs)
des différents bourgeons a été effectuée.

Analyses Statistiques

Les analyses statistiques ont été effectuées
a I’aide d’ANOVA suivi de test post Hoc
de Tukey (HSD). Des lettres différentes
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indiquant une différence
entre groupes au seuil de 5%.

significatives

Résultats

La dynamique des températures minimales
journalieres enregistrées durant les 25
dernieres années pour nos deux sites
expérimentaux est présentée Figure la.
Entre ces deux sites, on observe en
moyenne +1,4°C pour la plaine sur les 25
derniéres années, contre 2,8°C lors de
I’hiver 2008-2009 (entre le 1° septembre et
le 30 juin). En plaine, 1’arrivée du premier
gel (<-2,5°C) se produit en moyenne
autour du 14 Novembre (entre le 15
Octobre et le 29 Décembre selon les
années). Pour notre année
d’expérimentation, il a été observé le 28
Novembre 2008. Sur notre site de moyenne
montagne, il intervient en moyenne plus
tot, le 3 Novembre (entre le 22 Septembre
et le 15 Décembre) et en 2008, la date du
premier gel, le 22 septembre est la date la
plus précoce de ces 25 dernicres années
(Figure 1b).

On observe également des évenements de
gels brusques a ’automne, succédant a des
périodes de températures plus douces,
comme en 1997, ou la température de -
9,2°C a ét¢é atteinte le 29 Octobre alors que
la température moyenne des 15 jours
précédent cet événement, était de +10,8°C
en plaine et +7,9°C en moyenne montagne.
La figure lc présente les températures
produisant 50% de lyse cellulaire (LTsp)
pour différentes variétés et localisations
déterminées en 2008-09. Au début de
I’automne, la résistance au gel n’est pas
significativement différente entre variétés
et lieux (P=0.144). Aucune différence n’est
également observée entre rameaux et
bourgeons au 16 Octobre (Rameaux :
LTs50=-10,1 + 0,88°C ; Bourgeons : LT5o=-
10,0 + 0,54°C; P=0.870). Puis 1’on
observe une diminution de la LTsy pour
toutes les variétés dans les rameaux
comme dans les bourgeons (Figurelc)
traduisant un endurcissement de ces
organes.

Durant la période s’étalant du 15 Octobre
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Figurel. a) Températures moyennes et minimales
observées durant la période 1982-2010 (Lowland :
ligne fine) et 1985-2010 (Mountain : ligne épaisse)
b) Températures minimales observées lors de
I’hiver 2008-2009 c) résistance au gel observée
chez différentes variétés (Hybrides tardifs : carrés,
hybrides précoces :cercle, Franquette :triangle, et
Lara :Losange) en plaine (lignes pointillées,
symbole blanc) et en moyenne montagne (lignes
pleines, symboles pleins) et dans les bourgeons de
Franquette en plaine (Bourgeons apicaux : croix a 8
branches, bourgeons latéraux : croix a 4 branches).
Au débourrement, les bourgeons apicaux et latéraux
sont distingués. Chaque point représente la
moyenne et les barres ’erreur-standard de n=5
échantillons.

au 31 Décembre, les températures
minimales diminuent a la méme vitesse
entre les deux lieux (—0,12"C.j'1 ; P=0.819)
mais sont significativement plus faibles en
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moyenne montagne de 3,5°C. On observe
également une diminution de la LTs
significativement différente (P<0.0001)
entre variétés (55,2% de la variance) et
lieux (34,8%). Par contre, pour cette méme
période, aucune différence significative
n’est observée entre les variétés fruitieres,
Lara et Franquette (P=0.994) ou entre les
hybrides pour la production de bois
(P=0.512).

Au cceur de I'hiver, les températures
minimales moyennes en janvier pour les 25
dernieres années sont plus basses en
moyenne montagne (-4,5°C) qu’en plaine
(-2,8°C). C’est durant cette période que les
températures les plus faibles sont
observées (en moyenne -11,7 + 3,1°C en
plaine et -13,5 + 2,8°C en moyenne
montagne) avec un record de froid de -
15,4°C en plaine et de -19,5°C en moyenne
montagne, [’année 1987. On peut voir
également, que la durée de la période de
froid est plus importante en moyenne
montagne, avec une remontée significative
des températures minimales observées en
Mars contre Février pour la plaine.

Pour la résistance au gel des rameaux, le
niveau maximal d’endurcissement est
similaire entre noyers fruitiers (Lara et
Franquette) quelque soit le lieu (-27,4°C ;
P=0.555). C’est également le cas pour les
noyers hybrides a bois a I’exception des
hybrides tardifs en plaine 1égerement plus
résistant que les hybrides précoces et les
hybrides tardifs en moyenne montagne (-
35,7 vs. -33,6°C, P<0.008). Au niveau des
bourgeons, une sensibilité supérieure aux
rameaux est observée (LTsg = -18,5 *
0,4°C).

Lors de la fin de I'hiver et le début du
printemps, les températures minimales
observées sur les 25 dernieres années
remontent plus rapidement que le niveau
de résistance dans 1I’ensemble des organes
mesurés I’année 2008-09. Par contre, la
vitesse de remontée des températures est
identique en plaine et en moyenne
montagne (O,ll"C.j'l), méme si le
phénomene est plus précoce en plaine (des
Février, contre Mars pour la moyenne
montagne).

Durant la méme période, les niveaux de
résistance diminuent pour les rameaux
ainsi que pour les bourgeons. Une analyse
de covariance entre les différents lieux de
prélevement montre une différence
significative pour Franquette (P=0.0002) et
les hybrides tardifs (P=0.021), mais pas
pour les Lara (0.998) et les hybrides
précoces (P=0.787). Les bourgeons de
Franquette sont également devenus plus
sensibles (LTso = -15,8), mais résistent a
des températures nettement plus basses que
les températures observées a la méme date
(-7,7°C en moyenne montagne et -5,9°C en
plaine le 21Mars avec un minimum
historique -10,3°C, le 3 Mars 1988 et -
8,2°C, le 15 Mars 1987 respectivement
pour la moyenne montagne et la plaine).
Au débourrement, les rameaux restent
relativement résistants alors que les
bourgeons deviennent extrémement
sensibles. Une divergence est observée
entre les bourgeons terminaux qui
débourrent les premiers et les latéraux, un
peu plus tardifs (-4,7 vs -6,7°C ; P=0.030).
Ainsi au débourrement, un gel mesuré a
cette température de -4.7°C, s’est déja
produit par le passé et, pour 5% des
années, il est inférieur a -3.44°C, ce qui
peut étre dommageables pour les
bourgeons apicaux, mais pas chez les
latéraux (LTsp = -6,7°C).

La différence entre bourgeons apicaux et
latéraux a été caractérisée plus finement le
long d’un rameau a partir d’une méme date

A B C D Stem Leaf
0.0

-1.0 4

-2.0 1

-3.0 1

-4.0 -

-5.0 - ab a

-6.0 T bc
7.0
60 Ig

Figure 2. Résistance au gel des bourgeons en
fonction de leur stade phénologique prélevés a la
méme date (04/05/2009) le long d’un rameau, les
stades les plus avancés étant situés vers 1’apex.
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Chandler

Stem | Leaf A

12 Apr 12 Apr ‘ 20 Apr |20 Apr |20 Apr

12 Apr 26 Apr

Franquette

‘05 May‘os May |05 May

Stem | Leaf

JULTL

def .gef defg Cdef
bc
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efg

defg 9

a

Figure 3. Résistance au gel des bourgeons terminaux en fonction de leur stade phénologique prélevés a
différents moments selon 1’avancée du cycle de développement chez 3 variétés Chandler, Franquette et des

hybrides J.regia x nigra.

de prélevement (05/05/2009). Ainsi, du
bourgeon apical, entierement débourré
(feuilles en déploiement et tige en
allongement) jusqu’aux bourgeons basaux,
les écailles externes encore totalement
serrées, les bourgeons ont été différenciés
selon leur stade phénologique. Une
évolution significative de la résistance au
gel est observée selon ces stades : de -7,7 +
0,3°C (bourgeon basal, stade A) jusqu’a -
4,0 = 0,5°C (bourgeon subapical stade D).
La résistance des organes nouvellement
déployés a été observée significativement
différente (P = 0.043) entre feuilles (LTso =
-39 = 0,7°C) et tiges (LTso 5,2 +
0,5°C). Les températures minimales
historiques sont donc trés proches des
niveaux de résistance observés montrant
que les risques de dégats dus au gel sont
relativement élevés sur les bourgeons
apicaux et les nouveaux organes végétatifs.
On observe également chez d’autres
variétés de noyer, des variations dans la
date de  débourrement : précoces
(Chandler, débourrement des apicaux : le
12/04/2009, des latéraux le 20/04/2009) ou
plus tardifs (Hybrides 30/04/2009 et
7/05/2009 cf. Chapitre4). Nous avons donc
étudié la résistance au gel des bourgeons
terminaux pour différentes variétés en
fonction cette fois de la date a laquelle le
stade phénologique est atteint. Pour la
variété  Chandler, aucune évolution
significative de la résistance au gel des
bourgeons apicaux n’a été observée du 12
au 20 Avril (en moyenne LTsy = -4,8°C
tous stades confondus). Pour Franquette,
des différences ont été observées entre
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stades phénologiques, les stades les plus

avancés étant significativement plus
sensibles. Mais, dans ce cas, aucune
différence significative n’est observée
entre tiges et feuilles. Les valeurs

observées ne sont pas significativement
différentes de celles observées
précédemment (figure 2), pour une méme
date et en fonction de chaque stade
phénologique observé le long du rameaux.
Concernant les noyers hybrides, seule une
différence significative a été observée entre
le stade A et tous les autres.

Si I’on compare les niveaux de résistances
pour les différentes variétés, on observe
peu de différences, a 1’exception d’une
résistance supérieure chez Chandler par
rapport a Franquette pour les feuilles et le
stade BC, et inférieure pour le stade A par
rapport aux deux autres variétés. Ainsi, si
les stades les plus avancés s’averent les
plus sensibles, et que la différence entre
variétés est faible ou négligeable, les
différences dans la date d’apparition du
stade débourrement sont considérables. Les
dates moyennes de débourrement sont ainsi
réparties sur environ 50 jours en plaine
(Tableau 1).

Le tableau 1 présente également les
températures minimales observées durant
les 25 dernieres années dans un intervalle
de plus ou moins 3 jours autour de la date
de débourrement observé en 2009. On voit
alors, que le risque de gel est faible mais
non négligeable pour les trois variétés les
plus précoces (Serr, Chandler, Lara). Les
températures minimales observées se
situent entre -4 et -5°C avec pour 5% des
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Lowland Mountain
Minimal Minimal
Temperatu Minimal Probability Temperatu Minimal Probability
gﬁ(ﬁ)a:st re at the limit of of frost (- gs&%g:st re at the limit of of frost (-
Variety (Julian same date confidence 2.5°C) (Julian same date Confidence 2.5°C)
Days + SD) +/- 3 days interval after the Days + SD) +/- 3 days Interval after the
ys = (1982- (95%) DBB ys = (1982- (95%) DBB
2010) 2010)
Serr 94+0.64 -4.2 -2.1 28% 105 -7.4 -4.1 48%
Chandler [103+1.06 -5.1 -2.6 17% 114 -6.1 -2.8 8%
Lara 112+0.62 -47 -1.8 14% 123+0.66 -2.7 -1.4 4%
Franquette | 121 £1.88 -2.3 1.1 0% 129+1.66 -3.3 -0.3 8%
Early 121368 -2.3 1.4 0% 135+1.69 -2.7 0.2 4%
Hybrids
Late o o
Hybrids 143 £2.71 1.2 2.6 0% 145+3.60 -2.2 1.4 0%

Tableaul. Dates observées de débourrement en 2009 en conditions de plaine et de moyenne montagne,
température minimale observée dans les 7 jours encadrant cette date, avec la borne inférieure de I’intervalle de
confiance (95%) et probabilité d’observation d’un gel inférieur a -2,5°C a cette date chez différentes variétés de
noyer. Les données climatiques portent sur les années 1982-2010 en plaine ; 1985-2010 en moyenne montagne.

années des gels inférieurs a -2°C. Cette
constatation est confirmé par le suivi
(2007-08) ou les bourgeons terminaux de
Serr et Chandler, ont subi, en plein
débourrement, un évenement de gel a -
2,2°C (16 avril 2008) qui a été suffisant
pour endommager une grande partie des
bourgeons terminaux déja  débourrés
(données non présentées).

Sous nos conditions de plaine, le gel le
plus tardif généralement observé se situe
autour du 30 Mars (entre 4 Février et le 27
Avril pour les 25 dernieres années). Dans
ces conditions, et si on faisait ’hypothese
que les dates de débourrement sont
approximativement constantes pour chaque
variété, la variété la plus précoce Serr
subirait dans 28% des cas un gel dans les
plus ou moins trois jours encadrant sa date
de débourrement. Les variétés Chandler et
Lara, un peu plus tardives, ne subiraient
des dommages qu une année sur six (17%
et 14%, respectivement). Enfin, les variétés
Franquette et hybrides n’auraient, quant a
elles, aucun risque de subir de dommages
liés au gel.

Sous nos conditions de moyenne
montagne, le gel le plus tardif
généralement observé se situe autour du 9
Avril (entre le 5 Mars et le 15 Mai pour les
25 dernieres années). Les dates de
débourrement pour les mémes variétés sont
retardées de 2 (pour les hybrides tardifs) a
14 jours (pour les hybrides précoces). En

estimant un effet similaire sur les variétés
Serr et Chandler, leurs dates de
débourrement se situeraient entre le 6 et 18
avril (Serr) et le 15 et 27Avril (Chandler).
Concernant la variété Serr, a cette période,
la fréquence des gels est treés importante,
un gel des bourgeons une année sur deux
environ (48 %). Concernant les autres

variétés, la probabilit¢ de gel est
relativement faible entre O: hybrides
tardifs et 8% Chandler et Franquette).
Discussion

Mécanismes
d’endurcissement et
risques de dommages a
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1’"Automne

Les risques de dommages liés au gel
évoluent au cours du temps et selon le type
d’organe. Ils évoluent également selon la
variété. Néanmoins, au début de
I’automne, la résistance au gel est
globalement homogene entre variétés et
lieux de prélevement et les rameaux et
bourgeons sont déja capables de résister a
des températures gélives, avant tout risque
d’aléa climatique gélif pour nos deux sites
d’expérimentations (Figurel). En effet, le
premier gel inférieur a -2.5°C est observé
en moyenne, sur les 25 dernieres années, le
14 Novembre pour notre site expérimental
de plaine (du 16 Octobre pour 1’année la
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plus précoce au 29 Décembre pour 1’année
la plus tardive). Pour notre site
expérimental de moyenne montagne, cette
date moyenne est plus précoce. On
I’observe le 3 Novembre avec une
variabilité¢ allant du 22 Septembre au 15
Décembre. Dans tous les cas, les arbres
sont déja endurcis pour supporter un tel
niveau de gel.

En effet, le processus d’endurcissement est
décrit dans la littérature, comme se
déroulant en deux phases, une phase
précoce, principalement sous le contrdle de
la photopériode et une phase tardive sous
le contrdle de la température (Larcher,
1981 ; Sakai & Larcher, 1987). Ainsi,
durant la premiere phase, les arbres
peuvent atteindre des niveaux de résistance
de I’ordre de -10°C (Weiser, 1970) comme
nous l’avons observé pour nos noyers.
Dans 1'étude de Schwarz (1970), la
photopériode seule a été capable sur
Rhododendron  ferrugineum et Pinus
cembro d’engendrer des niveaux de
résistance équivalents. Ainsi, a cette
période du début de 1’automne, sur nos
sites expérimentaux, la photopériode est
descendu en dessous de 11h, considérée
comme la photopériode critique pour
déclencher I’endurcissement et I’entrée en
dormance (Greer & Warrington, 1982 ;
Welling et al., 1997) et le degré de
résistance semble suffisant au regard des
températures observées sur les 25 dernieres
années.

Par la suite, on observe pour I’année 2008-
09, un endurcissement plus rapide en
conditions de moyenne montagne qu’en
plaine, quelque soit la variété considérée
(Figure 1). En effet, la deuxieéme phase de
I’endurcissement en conditions de jours

courts, est sous le contrble des
températures (Aronsson, 1975 ;
Christersson, 1978), et 1’endurcissement
est d’autant plus rapide que les

températures sont basses (Greer, 1983).
Nos résultats sont cohérents avec de
nombreuses études, néanmoins, Poirier et
al. (2010) sur les mémes arbres (Franquette
et hybrides) et méme site expérimental,
observe un endurcissement plus rapide en
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conditions de plaine pour une autre année
d’expérimentation (2004-05). Une
différence climatique est observée entre
ces deux années d’expérimentation. Les
mois de septembre et d’octobre en 2004
présentent des températures beaucoup plus
douces que durant année 2008 en plaine
(10,9°C vs. 8,0°C pour les températures
minimales moyennes de 2004 et 2008
respectivement), mais également en
montagne (7,8°C vs. 4,9°C en 2004 et
2008 respectivement). Ainsi, s’il apparait
normal que les dynamiques soient
accélérées en 2008 par rapport a 2004, en
conformité avec les travaux de Greer
(1983), nous ne pouvons expliquer
uniquement par un facteur thermique ces
inversions de vitesse d’endurcissement
entre la plaine et la moyenne montagne
pour ces deux années d’expérimentations.
II faut donc faire intervenir d’autres
variables, qui selon le modele
d’endurcissement au gel établi pour le
noyer (Poirier et al. 2010), pourraient étre
soit le contenu en sucres solubles, soit
I’humidité pondérale.

Début décembre, I’humidité pondérale est
plus élevée en moyenne montagne en 2004
qu’en 2008 (1.14 £ 0.08 vs. 1.01 £0.02 ; P
= 0.057) et pourrait expliquer ces
différences de vitesse d’endurcissement.
En effet, le contenu en eau est un des
parametres essentiels dans 1’acquisition
d’une résistance au gel (Levitt, 1980, Sakai
& Larcher, 1987). Ainsi, une diminution de
la quantit¢ d’eau libre au début du
processus d’acclimatation (Luoranen et al.,
2004) est généralement observée. Cette
diminution permet la concentration du
cytosol en solutés et abaisse le point de
congélation (Li & Weiser, 1971 ; Chen &
Li, 1977, Anisko & Lindstrom, 1996).
Dans tous les cas, cette vitesse
d’endurcissement variable selon le contenu
en eau et les températures montre que pour
modéliser correctement 1’endurcissement,
il faut soit utiliser I’approche développée
par Poirier et al. (2010), ce qui nécessite de
mesurer ces parametres pour chaque date ;
soit en alternative aux mesures d’humidité
pondérale étre capable de modéliser a
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partir de données climatiques 1’évolution
du contenu en eau des rameaux de noyer.

Résistance maximale
hivernale et
évaluation des risques

Le niveau maximal de résistance au gel
semble étre un parametre indépendant des
conditions climatiques (cf. figure 1),
comme le montre nos résultats pour la
variété fruiticre Franquette et 1’hybride a
bois NG38 pour nos deux sites
expérimentaux. Cette résistance maximale
est par contre, variable selon la variété,
avec le croisement hybride (J. regia * J.
nigra : Maximal LTsy = -34,1 = 0,3 °C)
nettement plus résistant que J. regia var.
Franquette (Maximal LTsy = -27.3 £ 0,7
°C). Ainsi, contrairement a 1’automne ou
au printemps, la résistance maximale
hivernale resterait peu variable dune
année a l7autre(Nilsson & Walfridsson,
1995 ; Bower & Aitken, 2006).

Des résultats comparables sont observés
par Dantuma & Andrews, (1960) chez
I’orge et le blé, Pogosyan & Sakai, (1969)
chez la vigne, Larcher & Mair (1968) chez
Fraxinus ornus et Morin et al. (2007) chez
Quercus sp. L’effet le plus notable est la
durée de la phase de résistance maximale,
plus longue dans les conditions thermiques
les plus froides.

Pour Juglans sp., dans nos conditions
expérimentales, le niveau de résistance
apparait donc suffisant pour supporter les
gels les plus intenses dans la majorité des
cas. En effet, les résistances aux gels
observés durant cette phase pour nos
cultivars sont supérieures au gel le plus
intense historiquement observé (-19,5°C).
Néanmoins, au cours d’éveénements
exceptionnellement froids, les bourgeons,
organe aérien le plus sensible (c¢f. Figure 1
et Chapitre 2,a), peuvent étre endommagés
(Minimal LTs50=-18.5°C), comme
probablement au cours de I’hiver 1987-
1988 en moyenne montagne.

de
et

Mécanismes
désendurcissement
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risques au
débourrement.

Au printemps, une forte divergence
apparait entre les différentes variétés

(fruitiéres ou a bois). Les variétés dont le
débourrement est plus précoce se
désendurcissent plus tot au printemps.
Néanmoins, la résistance des rameaux de
I’année reste inférieure aux températures
observées sur nos sites expérimentaux. A
I’opposé, concernant les bourgeons, ceux-
ci deviennent relativement sensibles a
I’approche du débourrement et, cette
période constitue pour eux le risque
maximal vis-a-vis du gel. Ainsi, une LTs
de Tl'ordre de -4°C est observée,
température qui correspond pour un organe
végétal a la prise en glace de I’eau
extracellulaire et/ou intracellulaire pour un
organe non acclimaté au gel (Levitt, 1980).
Ces dommages liés au gel autour de cette
température peu négative, sont aussi le
reflet de 1’accroissement important des
quantités d’eau dans les organes au
printemps. En effet, sous l’effet de la
remontée des températures et de la reprise
d’activité de I’appareil racinaire (Améglio
et al., 2002 ; Turcotte et al., 2009), la
réhydratation de I’arbre se produit. Ces
risques sont également a combiner a
I’impact des températures sur le
débourrement des bourgeons lui-méme
(Timmis et al., 1994). En effet, en période
d’écodormance, un accroissement des
températures minimales au printemps,
augmente la précocité du débourrement et,
par conséquent, le risque de dommages du
gel des bourgeons durant cette période.

Nous avons observé une sensibilité au gel
des bourgeons qui évolue en fonction du
stade phénologique du bourgeon, que ce
soit le long d’un rameau (de 1’apex jusqu’a
la base du rameau, cf. Figure 2) ou au
cours du développement (du gonflement du
bourgeon jusqu’au déploiement des
nouvelles feuilles, c¢f. Figure3). Ainsi, lors
du printemps 2007, nous avons observé,
chez les wvariétés fruitieres les plus
précoces (Serr, Chandler) des dégats sur
les bourgeons terminaux alors qu’ils
étaient au stade « débourrement » pour une
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température de -2.2°C (16 avril 2007).
Ceci est cohérent avec les hypotheses de
Cannell & Smith (1984) qui considerent
que des températures inférieures a -2,5°C
suffisent a générer des dégits sur les
bourgeons dans les sept jours encadrant le
débourrement. En situation de
refroidissement radiatif, les organes non
protégés, comme les bourgeons terminaux,
se trouvent communément a des
températures inférieures de 1 a 3°C a la
température de 1’air (Sakai & Larcher,
1987), ce qui correspond aux valeurs de
lyse cellulaire mesurées (LTs).

Ces deux variétés dont la date de
débourrement se situe généralement dans
la premiere quinzaine d’Avril ont ainsi vu
une partie de leurs bourgeons endommagés
et les bourgeons n’ayant pas encore atteint
le stade débourrement et encore vivants,
n’ont débourré que vers le 20 Avril.

La précocité de débourrement constitue
donc un facteur important dans
I’augmentation des risques de gel
printaniers, essentiellement lors de la sortie
de la phase d’écodormance (Hénninen,
2006). Ainsi, la variété fruitiere (Serr), la
plus  précoce  sous nos  climats
(débourrement 15 Auvril), débourrerait
avec une probabilité de rencontrer un gel
inférieur a -2,5°C une année sur deux, ce
qui est fortement pénalisant pour sa
production fruitiere, mais qui ne pénalise
pas la survie de I’arbre, méme si le carbone
investi dans le développement des premiers
bourgeons est perdu pour les besoins de
croissance de I’arbre.

En revanche, pour les autres variétés, la
probabilit¢é de dommages liés au gel
apparait plus faible (<10%), avec des
risques plus importants pour la variété
Chandler, qui ne survit pas sur notre site de
moyenne montagne et présente un
développement plus limité que les autres
variétés a Crouél. De plus, c’est chez
Chandler qu’aucune différence
significative n’est observée entre tous les
stades phénologiques étudiés, ce qui
montre que la résistance au gel est
relativement faible bien avant le
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débourrement si on la compare a la variété
Franquette, dont les stades phénologiques
les plus précoces sont significativement
plus résistants. Ainsi, les dommages sont
probablement provoqués chez Chandler
par des gels antérieurs au débourrement
stricto sensu.

Conclusion

Pour conclure, nous avons identifié au
cours de cette étude trois périodes critiques
concernant les risques de dégats vis-a-vis
du gel chez le Noyer. Ainsi, en automne, si
I’initiation de I’endurcissement par la
photopériode  permet  d’anticiper la
descente des températures, 1’effet d’autres
variables climatiques peut s’avérer cruciale
dans le développement d’une sensibilité
accrue. En effet, un niveau conséquent de
résistance ne peut €tre atteint que sous
I’effet des basses températures. Or les
nombreuses études sur les changements
climatiques convergent (IPCC, 2007) vers
une augmentation des températures de
+4°C en moyenne, durant I’automne en
Europe (Christensen & Christensen, 2007),
méme si aucune tendance significative
n’apparait sur 1’évolution de la date du
premier gel automnal depuis 25 ans dans
nos sites expérimentaux. Apres cette phase
initiale, une période de température douce
peut ralentir (Repo et al., 1996) et méme
provoquer un désendurcissement des
arbres (Cannell et al., 1985b) et, par
conséquent, des dommages automnaux
peuvent se développer (Redfern & Cannell,
1982). De plus, une faible force de
déshydratation au cours de cette période va
limiter la capacité d’endurcissement et
nous avons vu le role prépondérant de
I’humidité pondérale sur le niveau de
résistance au froid. Ainsi cette période du
cycle annuel du développement de I’arbre,
nous semble particulierement critique en
particulier pour la survie de 1’arbre.

Ensuite, en plein hiver, la capacité de
résistance maximale semble étre une
variable inhérente a une espece donnée,
peu plastique en réponse aux conditions
environnementales. Ainsi, cette valeur peut
étre utilisée pour déterminer la limite
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septentrionale ou altitudinale de 1la
distribution des espeéces comme dans le
modele Phenofit (Chuine & Beaubien,
2001). Nous avons vu qu’en dehors des
bourgeons, ces risques étaient faibles, tout
particulierement en terme de survie pour
I’arbre dans sa niche climatique.

Enfin, au printemps, la précocité de
débourrement est un facteur qui augmente
fortement le risque d’exposition aux gels
tardifs (Cannell & Smith, 1986). Par
contre, a ce moment également, la survie
du végétal ne semble pas engagée a
I’exception peut-Etre des especes en marge
de leurs aires de répartition, ou la
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répétition des dommages dus au gel sur les
bourgeons en plein débourrement peut
conduire a un dépérissement a plus ou
moins long terme. De plus, dans les
comparaisons intra spécifiques, on observe
un effet génotypique important permettant
de sélectionner des variétés plus résistantes
a cette période.

Dans tous les cas, pour prendre en compte
ces risques dans un climat changeant, les
périodes de transition, a 1’automne ou au
printemps seront des périodes de risques
maximaux ou des connaissances sur la
physiologie de I’arbre restent encore a
acquérir.
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Thres pa rame ters L thewater cantént, Blublesugar cntént and minimal xirtem peratune) can bautad
to predict the old aclimation process ol walnut trest In arder 1o test this Bsumption, twa-pear=ald
walnutd wene defaliated at two diffenent dates, is méchanical defaliation in éarly Oetaber [earky 1eal
T2ll. EF) ar ratural dafaliation in @arly Movember [natural leaf f2ll NF) 2nd @nditionad in aither autdaar
Irés paedeprived ar mld=deprived [Tone »13*C) greenhouses aver wintér. Even il early defaliation date
euld have afesped shan day signal percéption (SDSP)L, watér balaneé and carbahydrate metabalitm
wer@ mane altensd. EF tréeatmeant, by fapping randpiration, significantly incréated pres’s water cnbéent
and at warmtém peraturs high mat ativity stapped normualwinterd shyd ration. Starch content dsc neated

WaraToomrET in all tréatments, but theére wadanly a significant incréase in Bluble sugar dntént when watér dntént
caracpdrate had sulficiently dacrezted. Thud, depending an date ol delaliation, cold=deprived trees wane ar wens nat
P_-n-_u_:ﬁ riod abile 1o azelimate ta rast[minimal fadt hardinesdw =21 8018 =22 1 «Cindntral [ e epded eprived ) far
TEmpaTatune

NF and =13.7C ¥2 =»253*C in cantrald far EF). Dilf&rént tréatmentd shawed the rélatianahip bétween
minimal water conbént abserved during wintér and maximal soluble sugart synthesized Thus, the cald
acclimation pracesd appéarsd dependant an thete phytiolagical param étéers (wiabér and saluble sugar

aantents) thraug h the intérastion betwasn 2ir temparature and timing oflaal 1L

22011 Elsevier BV All rights negarved.

1. Introduction

Wintar biology of perennial plants is mainly driven by environ-
mantal factors, especially cold acclimation and dormancy releasa.
Previous studies on cold acclimation showed that bawo sucoes-
sive and induced differently stages follow themsalves to permit
frost resistance. In a first staga, cold acclimation is inducad only
afterbudsat, leaf =nescance and buds dormancy by a photoperiod
dacrease (Leinonen, 1895 Welling and Falva, 2008]. At this tima,
maristematic @115 become dormant, lzaves compounds are ranslo-
cated in perennial parts and cold related proteins are synthesized
Aftarthisfirst stage,a lative esistance levelisreached. For Barula
pendula ov Roth, it has bean demonstrated that phytochroma Ain
lzaves is usad for the short day perception (Olsen et al, 1987 and
potentiates low @mparature responss in l2af tissue (Puhakainzn
et al, 20041

Theraafter, during second stage, chilling @mparaturas are the
main driving factor of acclimation (Skai, 1955; Aronsson, 1975,
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Christersson, 1978 ). Different metabolic synthesis are chserved
with dfferant chemical compounds maintaining membrane flu-
idity (polyunsaturated farty acids, sphingolipids), cryoprotactant
(anti reeze pratein, dehydrins) or lowering freezing point (carbo-
hydrates, amino acids, organic acids); (Skai and larcher, 1987).
Irmpact of chilling tamperatures has been extznsively studisd. Thus
warm emperatures should slow down cold acclimation during
autumn and, a5 a consag uenoe, g2narate lzss frost resistance at first
freezing event tima( %kai and larcher, 1 987; Repoetal., 12900

Imautumn afrer leaf &1, waterupta ke dzcreasad with soil t2m-
perature, mlated with root @1l membrane fluidity [ Baers et al.,
2001, meaning wrees become dehydrated (Sparks 2t al., 2001).
Morsover, osmotic content increased, as temparaturas drop and
starch accumulated during the previous summer was mnvertad
into soluble sugars (Sawter, 19EE; Witt and Sawutar, 1984) Thus, for
walnut trees, Poirier et al. (2010) were able to predict mld accli-
matian in trees using watar and soluble sugar contents, combined
with minimal #mparatures as inputs.

%, defoliation reatment during growing ssason has a signifi-
cant reparcussion on cold acclimation potential through decrease
in@rbohydrate amount (Thomas and Blank, 1985), but could have
alzo a potantial 2ffect on short day signal peroaption (SOSPL Inthis
survey, two different leaf fll dates (ie. &rly and natural laf &1l
and three conditioning emperatures (2. outdoor, freeze-deprived,
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mld-dzprived) on frost Bsistance pattarn wera usad to t2st the
SDEP-climate interaction on the physiology (2. water and carbo-
hydrate contents) of cold acclimation process.

2. Materlals and methods
2.1. Plant material and fregrment

Two-yaars-old walnuts (uglans regia cv Franguette] wers
housed ina greenhousea foran entre winter afierthe same gowing
s2as0n in a natural summerclimate. Treatmentswera gartad aither
ingarly Octobar (08 [10/2008 daylength= 11h8mn) with machan-
ical defoliation (sarly leaffall: EF) or &rly Movembar (1)1 172008,
daylength = 10h00mn) after natural leaf senescence (natural kaf
fall: MFL For =ach reatment, 15 frees were placad in a2 warm
graanhousa with a minimal @mperature higher than +1 32C {cold-
deprivad trees) while 15 contral treeswith the same charactaristics
and history were housad in a reeze-proof greenhouss all wintar-
time. For MF r2atments, 15 added pottad traes were left in natural
conditions (outdoortrees). Foreach reatment, one-year-old tvigs
wars samplad arary month over two winter periods (2007-2008
for EF and 2008-2008 for MF) on five dfferent rees.

2.2 Fasthardiness reses

The electrolytz leakage test is hased on the principle that
damage to @1l membranss resultsinan enhancad lzakage of dac-
ralytas from the @Il Recording the amount of lakage will thus
prowvide an estimate of issue Samage. The t2st is firly simple and
rapid, yields guantitative data and reguires anly small amounts
of plant materal. However, @riain concerns limit the wlidity of
the t2chnigue to detarmine the r2al emparature at S0% l2thality
(LTzg ) Forthis, ssvaral authors indicatadt hatthe pracision of fresz-
ing stress resistance could be estimatad by simultaneously using
twao or mare viahility tests and by combining the results of thess
t2sts (Zhangand Willison, 1987 Lindén, 2002). Meverthelass, tam-
perature of frost hardiness obtain with this mathad represantad
a good approximation of this temperature at 50% lethality and
permitred to assass frost hardiness dynamics on s@ame treas dur-
ing whola winter with the ame and @mparable way for dffarant
Teatments

Far arary sample dat2, 2ach ons-year old twigs (n=5), thay
wars cut into six 5-cm long sagmeants without buds par dates to
aszass frost hardiness. All fresh harvestad segmeants were washad
in distilleg-deionizad watar and placad in a moistened tissue and
wrappad in aluminum foil. $hoot ssgments werea cooled to one of
four sub-zero Emperatures. |n addition, there was an unfrozen
control in a oold roeom at +5°C (control) and a lathal contral
in deep freezer at —BO°C In sach @se, sample temperaturas
wars monitorad using copper-constantan thermocouples insartad
into the foil pouch. For contrel and lathal control, samplas wera
moled at the rate of =73 k! in pre-chilled vacuum flask. For
Emperatura-controlled boxes, moling and warming cycla were
computer-controllad by a circulator bath (Ministat Hubar, Offan-
burg, Carmany) with axtarnal Pr10d into the chamber. A seady
rate of cooling and thawing of 5°C h—? and with freeza-thaw cycle
betwaan +5°C to —5°C —10°C —-20°C and —303C was applisd,
respactively. Before thawing, the air @mperature was maintained
during 1 h to the freeze emparatura. Temparature war2 rscordad
with data bggar (Campbell, Logan, Unitad States) as ang-minuts
ararages and averaged at 5 min intervals. After conditioning, s2g-
mants ware usad to assess frost hardiness with elactrolyte Bakags
method (Zhang and Willison, 1987; Sutinen at al_, 1942

Aftar this freezing reatmeant, the sgments ware cut into 5
mm-long sections and placed in gassvialswith 15ml of dstillad-

deionizad watar. The vials were shaken for 24 h at +53C (limiting
ron-frozen induced lysis)ona horizontal gravity shaker (ST5, CAT,
Garmany). The elactrolytic conductivity of the water in which tha
st2m segments wera immersad (1) was measurad at room 2m-
perature with aconductimetar (Held Matar IF340, Tetralon® 325,
Garmanyl

Samples were then autoclaved at +120°C for 30min, coolad
to room temperature, and a sscond conductivity measure (3]
was dona. Relative electrolytic leakage (REL) was @lculated as
(CyfCz) = 100 as described in Zhang and Willison (1987) Wa
assumad the fllowing relationship betwean REL and percantags
of @llular hysis (L) foreach sampla:

Frost hardiness of living =lls in stems was estimatad as the
emperature where waohssrved inflection point [ C)of the logistic
sigmaoid function (R2po and Lappi, 1489

A .
“TTeReT D i
wharay isrelativeslectrolytz Bakags (REL) and x is exposurs tam-
peratura. The mrametars A and D dafing the asymprotes of the
function, and B is the slope at the inflaction point £. The main
dzadvantage of the logistic sigmaid modz] is that the freeze-
death probability airves are azsumed to be gymmetric. The results
evaalad that freeze-response may be inherently asymmetric and
thus, fitting the data with a symmetric mode] may lead to basad
Ethality sstimates [Lindén at al., 1948; Lindén, 2002). Howeavar,
the biaswas krgast for point estimates rear the asymptotes of the
logistic function, while the inflection point estimates given by the
gymmetric and the asymmetricfunction were guite mdlar(lindén,
20021

The parametar astimation of Eg. (1) was performed by nonlin-
2ar Bgrassion using ExcalStat ver. 7.5.2. Maan frost hardiness was
@lculatad for each reatment from the individual frost hardiness
wlues

¥

23 Water cantens

St2m zample freshweights (FW) were measurad, then the stam
samplas were frozen with liguid nitrogen and lyophilized. Aftar
Feeza-drying, dry weights| W) were measurad and watar contant
was @loulatad as (FWw — DWW /DWW

24, Extractian and quantificatian af axrbahydrates

Lyophilized samples (m>2g) were ground info a powdar
that was usad (50mg) for extraction of soluble @rbohydrates.
it was meltad with 1ml of mannital (5g1-') in athanol 80%,
and shaken for 30min at 80°C then cantrifuged for 10 min at
15,775 = g(SR2000, Prolabe, France). The suparnatant was filterad
in a cartridge containing AGX-1 anion-exchangs resin (150pl)
pohyvinylpolypymalidona (100 wl) and activated @rbon (200 p1l]
Thiz solid was meltad three mare times with ethanol 80% (1 ml],
ethanal 50% (0.5ml) and ethanol 80% (0.5mil), before the @r-
ridga was rinsad with ethanol 80% (1 ml]l The liguid fraction
was SpeedVac-dried for @rbohydrates analysis and the solid was
SpzadVac-driad far starch analysis.

For @rbohydrate analysis, drisd samples wers madza solublz in
0.5 ml water and ssparated on anAminex-HPXETE Columnwitha
rfractomeater (R 12000, Soparas]

To measure garch content, solid was melted with MaOH Q.02 N
and autoclaved (2h, 1203, 1bar). Samples werz then incu-
bated with amyloglucosidase (1h30mn, 52°C) in a microplate
well, where aach well contained 12l ATP (5x10-*mall-'}
12wl MADP (1.4 x 10-*mol -! |, 50l triethanclamine buffer (tri-
athanolamine (.48 mol1-", magnesium sulfate 1 x 102 maoll—?,
pH=78), 95l water and 12 pl of sample supernatant. A spac-
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trophotometric measurament was made at 340nm (Power Wawve 3. Results
200, BioTek instruments] as a ankbefore incubation with 10 plof

hewokinasa glucose-5-phosphate dehypdrogenase (EC 1.1.1.48) far Fig. 1Aand B shows minimaldaily air emparaturas for all raat-
A0 min under shaking after which anothar absorbance measure- mants. Broadtzmparature dfferzntials were recorded in the green-
mantwastaken house trratments average daily mean AT s amseer =251 in

NF: daily mean AT warm -z =540°C in NF and 7.40°C in EF).
Date of defoliation had a significant impact on water contant
(WCL In the arly leaf &ll (EF) experiment, just after defoliation,
W increasad dgnificantlyin control and mld-deprived frees from
12 to 1.5and 1.8, respectively. Latersimilartendencywas chsarved
for both &mparature me2atments but with a stranger WC in cold
deprived mees. On the contrary,in natural leaf fall (NF) experiment,
onlywCofmld-deprivedtreesincreasad duringwinter(1.35 £ 02)

2.5, Erarisrical analysis

Statistical comparisons between reatments were performed
with five mplicates foreach date and treatment byusing an ANOWVA
t2st (P2, Tukey's Honestly Sgnificant Differancastast) with anarrar
« =5%. Comalation @sts were parametric (Pearson’s 23t with a
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whereas nosgnificantdiffarences in WE appeareduntil March (W
around 1.0+ 0.1) in control and outdoor rees (Fig. 101

Starch content patternwas not sgnificantly different whataver
the defoliation date. It decreasad in all temperature treatments
during autumn and remained sable in cold deprivation treat-
ment (around 20 mge-! DM) while in contral and outdoor Tees
a r=-synthesis of sarch before budburst was cheatved. For sol-
uble sugar contant (Zlucose+ fructose+sucrose: GFS), in the MF
raatmeant (Fig. 1G), cold-deprived rees and contral rees showead
simnilar patterns throughout the winter period, with anincreass in
autumnunti] deap wintar (107 mgg-" DM for mld-caprived frees
angd 134 mgg-! DM forcontrals), decreasing thersafiar.

Cefoliation date obviously affacted @rhbohydrate content inthe
EF reat meant, GF% remained stable throughout the experimant and
was significantly dfferent of controls from December to February
only(Fig. 1H.Evenin control trees, @rbohydrate contentincreasad
during winter but maximal lavel chsarved was significantly lowear
than in NF axparimant.

Anally, forfrosthardiness, inthe NFexpariment (Fig.11),all reas
showed similar @ld hardening (-21.8 3C for @mld-deprived rees
and —22.1°C for controls, with P=00011 at 02042008 | |n outd aor
rees, minimalvalues were significantly lowerand scourrad sarlisr
(Frost hardiness: —25.55 *Con 01082008 at P«< 0,001 for controls
and P= 0,004 for cold-daprived trees] but wer2 nan-significantly
differant at 02/04/2008. Therafter, dehardening startad in all
Emparaturs raatmants, with no between-group dfferenczs. Can-
warsaly, undar the EF reatments (Fig. 1)), there were strong
dffarences between control and mld-dzprived rees. Control ress
followad a2 mgular pattern, with no significant dfference with MF
reatmants in @rms of maximal kardiness in Febroary (P= 0058
or dehardaning in March. However, mld-deprived trees alrzady
damonstrated 3 significant dacrease in mld hardening betwean
Octobar and Decamber that wasverydffarent to controls, and frost
hardiness emained gable until the 2nd of the exparimant.

Fig. 2 illustrates the mlationships between frost hardiness
and physiological pprameters (water and soluble @rbohydrate
contents) or climatic perameter (minimal daily air tempera-
tura ). Mon-acclimatad maes (frost hardiness higher than —203C)
contained low amounts of GFS (below S0mgeg-! DM: Fig 2A)
and maximal frost msistance levels ware chsarvad for a dearly
highersoluble carbohydratecontant (around 100mgg—" DM). This
elationship between cold acclimation and GFS content is non-
Inzar, fittinga polynomial eguation: frost hardiness=—4.54 — 035,
GFS+1.5 = 10-%.6F52 (r=0.81), with weakchangas in mrbohydrata
content for higher frost hardiness wvalues and stronger changas
when frost hardiness rmached around —20°C

Less acclimated rees wears also sznificantly more hydratad,
whereas more cold-acclimated ones had less than 1.0gz~" DM
in water content (Fig. 2B). The relationship is not as strong as
betweaan frost hardiness and GFS content (r=0.51, P<0.001). But
lz2zs hypdratad traas are shviously maore frost-r2sistant.

In natural conditions (i2. outdoor reatment |, minimal air t2m-
peratura s2amead strongly @rrzlated with frost hardiness leval.
Howeavar, a guary arose BZarding the bast way to exprass minimal
air @emperature as an input factor to the frost resistance model.
Gven that the physiological processes directly altered such as car-
bohydrat2 metabolism, are unlikaly to be instantaneous, the most
elavant daily’ emperature should not account for tharmal pro-
fil2 on the individual Say whare frost hardiness was measurad but
should intzgratz Empsratures over a veral-day period. Consa-
guently, we did a preliminary statistical analysis (data not shown)
showing that frost hardiness was best mrrelated with the aver-
age minimal Saily tamparature over the 19 days before (and not
including) the sampling day. Thus, Fig. 2C shows the mlation-
ship betweaen frost hardiness and dimate data. Frost hardiness and
dimate data ware strongly @rrelated in the outdoor treatmeant

Experimantzl Bsony 72(2011) 351-357
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Ag 2 Relationship =twesn fross hardiness evels and (A) salud b sugar comem:
(Fhuzose - frocos e+ suorose: GFS), (B) water coment, (C) the average of minimal
i by =miperatunes of the kst 19 days before{and not incloding) the samplingday
for all thermal and kaves &Il reatments (mean £5E; ma5). Linsar mgression for
andoar rezmient i gheen.

(r=0.85 P=0010), but withwarmer &mparatures no r2lationship
wers chesrvad,

Finally,Fig. 3showed that the bwo physiological pprameters GFS
and WC ware rzlated Thus, an five dffzrent reatmeant (g2 foliatian
fiming = Emperature reatments], maximal GFS chsarved in ress
during wintar appearad strongly relatad to minimal WE ohsarved
with the same trees during wintar (R =—08481].

4. Discussion
41, Efectaf water content an anld hardiness

Qur results show a dgnificant @mrrelation (r=0.508; P<0001)
betweaan W and frost hardiness which is not spacific to walnut
(Cheneat al., 1975: Chen and Gusta, 1978; Tanino et al., 1990 Ogran,
1408 Gusta af al, 2004) Infeed, when liguid watar turns into ica,
tharea is a valume increas2 of about o that requires enough room
free of water in the tissue structure to accommaodate the mechan-
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ing x EmpeTature mEatments) Mean SE(m=5) are gven.

ical effects of this volume changs. A decreass inwater also maans
that @Il sap concentration increases, bwering the freezing point
of cytosol.

Im ratural conditions, after leaf fall, WC decreases: more water
was avaporated by bark than was absorbed by roots. It has long
beenestablished (Kramear, 1840) that decraasing soil @mperatures
resultsindecraasingwaterabsorption as mld tampearatura red uees
rooit c2ll membrane permeability (Levite, 19800 Thus, when tam-
paraturas drop inautumn, stamwatar content decraases dlowing
efficient frost hardsning. Later in spring, as soil ®mperatures
increase, water absorption picks up again resulting in plant rehy-
dration (Bwers et al., 2001; Turcotte 2t al., 2008). Améglio 2t al.
(2002 ) demonstratedt hatthis rehydration inwalnuttreesoocurrad
whan soil @mparatureis above +82C at S0cm belowground.

In mld-deprived conditions, soil ®mparature remained high
enough to maintain root activity. I the soil is moist enough, water
supply is maintained, and we could chserve rehydrating of rees,
as it is wenally sccurring in spring (Turootte ot al., 2009) This was
particularly evidant whean trees ware defoliated in early Octaber
(Fig. 1D), when soil temperatures were still high. At this date,
removing the leaves led 1o a loss in the balance between absorp-
tion and evaporation Transpiration was stopped while water
uptaks was still strong resulting in asharp rising in water contant.
Thus, control trees experienced high hydration before “normal®
dehydration. Furthermaore, for cold-deprived trees (both EF and
NF treatments), this water uptake atplains why water contant
increaszad andremained excaptionally highall winterlang, wherzas
under natural defoliation and mormal® autumn @mperatures, soil
temparatura was dready low and the tree: did not have the possi-
hility to recover water lost by transpiration.

4.2 Rale af oxrhahydrates in cald hardiness

Cold hardiness was positively mlated tosoluble sugar contant
(Figs. 1G and 24) in all treatmenits, which is consistant with numear-
oussiudies( Siminovitch et al., 1953; Kramer and Kozlowski, 1974
Sautzr and Ambrosius, 1985; Sauter and Van Jdeve, 1994; Améglio
et al, 2004; Thomas et al, 2004; Morin 2t al, 20071 In this study,
GFS were pooled and representad more than S0% of total solu-
ble sugars in walnut rees during winter. Literature reparts state
that the development of freezing mlerance is invariably acoompa-
niad by the mnversion of starch to sucrose (Parker, 1952; Sakai
and Yoshida, 1988 Essiamah and Eschrich, 1985 -ﬁgren et al.,
1997 Paarce, 2001 Kotk 2t al, 2004) A higher soluble sugar
contant kowers tha fieezing point of the intracellular solution, but
the measurad differances in contentration between hardenad and
de-hardened tissues can only explain 1.or 2 =€ of the diffarence in

frost msistance [ Hansen and Back, 1 988): 185 *C par mole of solute
dizzolvad parkeg of watar(Dereuddre and Gazean, 1992 CGvendar-
Bares, 2005 Thus, soluble sugars may also play anindirect rale in
cold hardiness development. Frost riggers ice nucleation within
the axtracallular space (Lavite, 1980), which has a lower solute
concentration and therefore a dightly higher freezing point than
intracellular vacuolar and cytoplasmic watar (where soluble sugar
contant has increasad L At the same @mperatura, the icawill have
a lowar chamical potantial than the supar cooled watar in the cell
(Mazur, 1853, Rajashekar et al., 1982, 1883). This axtracellular ics
formation prevents concurrent intracellularice (Burks 2t al., 1978).
This is why water diffuses from the @=lls to the ice-growing zone,
resultingin @1l dehydration (Loris et al, 1988, Aweifel and Hasler,
2000 Améglio ot al., 2001), which is the primary cause of freaz-
ing inmjury in woody plants. Howewver, it is now understood that
sugars not only have a freezing-point depression effect but alsa
deprass theeffectsassociated with dehydration (osmatic effectand
a volumetric affact: Wolfz and Bryant, 1984, 2001 Byant et al.,
2001 Lanne et al, 2007, 2009). Morzover, sucrose has the abil-
ity to stabilize biological membranes via dract intzraction with
lipids during dehydration when mest of the free watar is out-
sida the @1l (glassy statz: Crowse, 20021 Thus, the in-tree amaount
of carbohydrate msarves appears to be one crucial prametar in
cold acclimation and summer stressas which could hugely impact
amount of resarves could have 2 non-negligible affect on s2nsitiv-
ity to frost damages. A severe defoliation during summer not only
reduces the photosynthetic activity of leaves and total carbohy-
drate esarves but also limits cold hardiness during winter (Poirier
etal., 2010; Roirier, 2008 Poirer and Améglio, 2005).

Inaddition,asshown inSakail 1958), low emperatura( <53C) ar
warm tamparatura (»152C) can g2nerate starch hydrolysis, as was
obsarved in our study. This was explained as an increasing af the
@talytic activity of amylase at warm temperature or through the
pracipitation aefendoamylase on starch granules with low @talytic
activity but 2 dosar relationship between enzymes and substrates
at low Emperatures (Ele and Sautar, 2000). Anally, according to
soluble sugar content, whataverthe @mperaturs is below+5°C or
ahove+15 =L, cold hardiness se2ms possibla.

4.3 Impacraf dimate an cald hardiness

Low temiperaturasare mors often recognized as a keyconstraint
inmaadistribution (Shrave, 1914; Sakai and Weisnar, 1973: Georgs
at al., 1974), aspecially at the higher latitudinal limit of a spacies
(Gusta 2t al., 1983; Arris and Eagleson, 1983) or at treeling limit
(Cavierss et al, 2000), and there are numerous reports of the effect
of low &mperatures on frost hardening (Mac Irving and Lanphaar,
1857 Howell and Waisar, 1870; Lavitt, 1980; Sakai and Larcher,
1887 In our study, cold acclimation is observed for trees sub-
mitted to low temperatures, but also cold-deprived trees and air
tamparatura appearad not drectly relatad o hardiness (of Fig. 21

Schowarz (1970) in Anus eembra or Taulavueori et al. (2000) in
P. sylvestris showed also more complax relationship betwean cold
hardiness and temperatura. Thus, in this last spaeies, reducing the
day length appearad sufficient to obtain dgnificant hardness in
warm tamparaturs (+203C ) Moreovar, some authors considared
photopariod as the key driver to cold acclimation

Imour study, a lower photoperiod for EF treatment (i.e. 10h00mn
vi 11ThO8mn for MF treatment) had a strong effect on maximal
frost hardiness for mld-deprived reatment (Fig. 11 and |) whersas
no significant difference was observed for control and outdoor
tamparature reatments. Welling ot al. (1997) showed in Berula
pubescens, that cold acclimation was initiated with a 3 weaks
axposure to 3 photoperiod less than 12h which was the case in
our expariment as well for NF that for EF conditions. Diferences
obsarved in cold acclimation parern betwesn meatments wers
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probably rigzared through physialogical impact and not anly on
the inahility of the EF rees to capturawithout Baves theshort day
signal pereeption (SDSP).

4.4. Intergcrian banween dming afdefliatian, temperature and
physiolagical parameters

For W, in the EF reatment, warm &mperaturas inhibited
dehypdration, whilz in the NF treatment, dehydration had alrzady
occurred. This dfference could explain why in one @se, at warmer
@mparaturas, GFS content increased inone reatment (NF) but not
in the other (EFL A previous study in poplar trees ([ Ruttink et al,
2007) reported that similar dehydration induced dormancy medi-
atad by ABAcontent inbuds. Liet al. (2003, stugying birch, mportad
that ABA contant increasad in autumn simultaneously with cold
acclimation and dormancy Blaass. Thus, ABAcontant isoften asso-
dated with abiotic stress [ Popko et al., 20100 Applying exoganous
ABA has an affect on mld wlerance in wheat (Veisz 2t al., 1948)
and culturad =1ls(Galiba etal., 1993) via carbohydrats metabolism
(Karepasziet al, 2004) Alzo, ABAhas animpact on cold signal rans-
duction (Tahtiharju and Palva, 2001). Hance, in the EF treatment,
it iz possiblathat the higher WL alterad @rhohydrats metabalizsm
fu2 to low ABA Bvels Furthermors, previous literature onthe role
of ABA suggests an interaction between WE and GFS content, as
shownin Ag. 3.

In the EF freatment, in cold-deprived trees, starch contant
decraasad at a simdlar rate of contrals but without a significant
increase in GFS content, wheraas in NF reatments, GFE Synamics
waragmilarin mld-daprived andcontrol rees, wit hstarch hydrol-
yeis oocurring at two temparaturs leveals (helow +52C ar abowve
+132C). Therzafter, soluble sugars wers =synthesizad intostarch
in controls but not old-dzprived rees. As a conssgquance, dehy-
dration signal transduction via ABA modulation is probably not
initiatad in EF treat ments. This could explain why soluble @rbo hy-
drate did not increass while trees stayed fully hydrated, wher2as
the decreasa in garch content could be axplained by high respira-
tion levals

To concluda, the iming of leaf fall could have a huge impact
on the cold acclimation of trees depanding on ee history and
through their effect on water balance and saluble sugar contant,
and an thaintzraction ofthese nwo prametars. In theevent of nat-
ral leaf fall, when dahydration has start2d, @mparaturas balow
+52C or above +15°C enable cold hardening via starch hydroly-
sz and soluble sugar synthesiz. Hoeever, if temperatures at Baf
fll stay warm (g aarly defoliation due ta hard summer drought
or phytophagous attack), ress stay highly hydrated if water is
ailable in soil, and conseguently disturbances in @rhohydrate
metabolism could lead to high frost snsitivity at the first winter
freezing svent. In all cases, the level of these rwo mrameaters (WE
and GFS) appearad related with cold hardiness in walnut
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Les bourgeons terminaux se développent toujours aux dépens des autres, jusqu'a les atrophier

completement. (André Gide).
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Abstract As observed for most tree  frost

mesistance can be split into two main processes: avoidance

stresses,

and tolemnce. Awoidance of freszing is achieved by
mtroducing species only in the climatic context in which
the probability of freszing events is very low for the
sensitive stages of buds or stems; ie, when good
gnchronism exists betwesn the annwal cyele and the
critical climatic periods. Bouds become able to grow only
giter chilling requirements have been satisfied (endodommancy
released) during winter; they subsequently break after heat
requirements have been completed (end of ecodommancy) in
early spring. Actually, this period is often subject to more or
lss severe freezing events, Trees are also able to adjust their
freezing tolemnee by increasing their capacity of extrmeellular
freezing and decreasing the possibility of intreellular freezing
thmugh the process of fmst acclimation. Both freszing
resistance  processes (avoidance and  tolerance) are
environmentally driven (by photoperiod and tempemtune),
but there are also genotypic effects among speaes or cultivars,
Here, we ewaluated the degee to which differences in
dormancy release and frost acclimation were related to
environmental and genstic influgnces by comparing trees
growing in common garden conditions. This investigation
was carried out for two winters in lowland and
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mountain locations on different walnat genotypes differ
mg significantly for budburst dates. Chilling requirement
fir endodormancy release and heat regquirement during
ecodormancy  were evaluated in all situations. In
addition, frost acclimation was assessed by the electro-
bete leakape method on seems fom the same trees
tefore leaf fall thmugh budburst. Moo significant differ
ences were observed in chilling requirements among
Enotvpes. Moreover, frost acclimation dynamics were
similar betwesn genotvpes or locations when expressed
depending on chilling units accumulated since (5
September as a time basis instead of Julian dav The
only exeeption was for maximal frost hardiness observed
during winter with the timber-oriented being significantly
mure resistant than fruit-onented genotvpes. Heat requirement
was significantly different among genotypes. Thus, growth
was significantly faster in fruit-oriented than in wood-oriented
genotvpes. Furtthemmaore, among wood-oriented  genotypes,
differences in growth rate were observed only at cold
empemtures. Frost acclimation changes differed significantly
etwesn fruit- and wood- walnuts fom January through
budburst. In conclusion, from September through January, the
arelimation dynamic was driven mainly by environmental
factors whemeas from January through budburst a significant
genotype effect was identified in both frost tolerance and
avoidance processes.

Keywords Phenology- Frost hardiness - Endodormancy -
Ecodormancy - Winter biology - Juglans regia L

Abhbreviations

Cu Chilling units

[Ty Lethal temperature for 50% of cells
MTE  Mean time until bud break
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nigra ov NG3E fom the same bresding were split into
early hvbrids (E-Hybrid; »=3) and late hybrids (L-
Hybrid; n=5) and also sampled. In the mountain orchard,
only Franguette (n=3), Lara (n=35), early hybrids (n=35)
and late hybrids (n=5) could be sampled becavse low
emperatures did not allow Serr and Chandler survival.

Phenological data

Phenological data were measured in the spring of 2008
and 2009 on individual tress. For each tres, the
average proportion of apical and lateral buds that were
broken was estimated every 2 days. Day of budburst
was estimated for each tree as the day when 50% of
lateral buds reached the threshold of unfolding new
leaves (stage 15 of BBCH scale; Meier, 2001, last
picture on Fig. [).

Tmpemturs requirements

Chilling and heat requirements were svaluated in
climatic chambers on single-bud cuttings. On each tree,
sterms were sampled on 29 November when endodor-
mancy was usually close to its maximal wvalue [as
determined on walnuts (Mauget and Germain [980; M.
B., unpublished results), and cut in T-cm-long pisces
with only one bud left on each piece of stem. Then, for
non apical buds, the top of the stem segments were
covered with wax and the bottom was dipped in water,
For chilling requirement assessments, buds were placed
at 4°C with light for 8 h/day for a between 0 and 1600
hours. After chilling exposure, buds were placed in
climatic chambers with long-day treatment ([6 h) and
warm temperature (25°C). Every 2 days, each bud was
ohszrved for bud bursting status: bod closed, becoming
green, or leaf unfolding, For each chilling exposure
duration, the mean individval time spent at 25°C was
calculated and referred to as mean time until budburst
(MTB). Endodormancy was considersd released and
chilling exposure satisfied when no further significant
decrease in MTB was observed with increased chilling
EOSUTE,

RER

Fig. 1 Different phenclogical stages of buds in walnut trees (Loglans
negria L) from winter dormancy wntil budburst{from Gemmain etal. 1999

Bud growth during ecodormaney

Bud growth mtes were evaluated after endodormancy was
troken under natural conditions (29 January). Single-bud
cuttings (see above) were placed under long-day conditions
at different temperatures (5, [0, 15, 20 and 25°C) and
checked for burst every 2 days. MTB was calculated for
wch genotvpe and temperature,

Chilling model

Since the last century, studies on chilling requirements
have penerated lots of different models for chilling
accumulation. In omder to compare betwesn both loca-
tions, thermal models were seected from the literature
(Bidabe 1967, Fishman et al. [987a, 1987b for the
Dynamic model; Hanninen [990; Landsherg [974;
Richardson et al, 1974 for the Utah model; Sarvas 1974,
Weinberger [950). For details on chilling effect caleula-
tions, refer to the original papers. Sums of chilling units
were computsd on an hourly basis starting on (5
September during the frost acelimation stage,

Forcing Models

During the ecodormancy stage, warm temperatures wers
used to compare between locations and genotypes. A
preliminary  statistical analvsis was performed wsing
different usnal models (counts of hours above a given
threshold; growth-compatible degres davs, parameterized
with different thresholds; Pouget [1964; Bidabe [967;
Landsberg 1974; Sarvas [974; 1986,
Hanninen 19907,

Andemson et al

Frost hardiness tests

Different ssgments from [-yearold twigs were used at
each sampling date to assess frost hardiness by the
electrolyte leakage metod (Zhang and Willison [987;
Sutinen et al. 1992) In 2007-2008, stems were sampled
every month from 5 December through budburst in
lowland location. On 2008-209, sampling started [5
September thmugh budburst on mountain and  lowland
locations. From February thmugh budburst, sample dates
were closer (betwesn 15 and 20 days). Each [-yearold
twig was cut into six 5-om long segments without buds
per date. All segments were washed quickly in distilled-
deionised water, wrapped in 2 moistened tissue that was
then wrapped in aluminum foil. Shoot ssgments were
woled down to one of four sub-zero temperatures. For
temperature-controlled  boxes, cooling and  warming
cveles were computer-controlled by a circulator bath
(Ministat Huber, Otfenburg, Germany) with external

#) Springer
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Ptl00 into the chamber A steady rate of cooling and
thawing of 5°C h™" and with freeze-thaw cycle betwesen
+5°C to —5°C, —10°C; —20°C and —30°C, respsctively,
was applied. Before thawing, the air temperature was
maintained for | h at the fresze temperature. Temper-
atures were recorded with a data logper (Campbell,
Logan, UT) as [-min averages. In addition, thers was
an unfrozen control in a cold room at +5°C (control) and
4 lethal control in a deep freezer at —80°C. In this case,
sample temperatures were monitored using copper-
constantan thermocouples inserted into the foil pouch,
and the rate of cooling was = =7°C h™" in pre-chilled
vacuum flasks.

After this freezing treatment, the ssgments were cut
mto 5 mm-long sections and placed in glass vials with
15 ml distilled-deionized water. The vials were shaken
for 24 h at +5°C (to limit non-frost-induced lyvsis) on a
horizontal gravity shaker (8T5, CAT, Germamy). The
electrolytic conductivity of the bathing solution (CL) was
measured at room  temperature with a2 conductimeter
(Held Meter LF340, TetraCon 125, Germany).

Samples were then autoclaved at +120°C for 30 min,
oooled down to room temperture, and a second condue-
tvity measurement {C:) was taken, Relative electrolytic
leakage (REL) was caleulated as (C/CofF 100 as described
n Zhang and Willison ([987). We assumed the following
relationship between REL and percentage of collular lvses
(L) for each sample:

REL=4/(1+ ) 4+ D (1)

where x i the test temperature. The parameters 4 and D
define the asymptotes of the function, and & is the slope
at the inflection point C. The frost hardiness level (CTay)
was estimated as the temperature ghscises of the inflection
point {(C) of the adjusted logistic sigmoid function in Eq. |
(Repo and Lappi [989). Parameter estimation was per-
formed by nonlinear regression wsing ExcelStat ver, 7.5.2.
Mean LTe was calculated for each treatment from the
mdividual [T e values,

Statistical analvsis

Mean comparison was performed by vanance analvsis
(ANOVA) with subsequent post-hoc multiple comparison
st of Tukev-HSD (thonestly significant difference) at the
dgnificance threshold of P=0.05 vsing ExcelStat ver 7.5.2.
The respective significance of environmental vs genotypic
effects was evaluated by covariance analyses (ANCOMVA),
The quantitative co-varighle was Julian day or chilling
units, and qualitative factors were genotype or location. In
the results, the proportion of total varance explained by
wmch factor was calculated from sums of squares.

£] Springer

Resules
Phenology and thermal rquirements of buds
Fhenoiogical difference between genatvpes

As shown in Table |, differences in date of budburst
reached up to 50 days, among genotypes for Lowland in
309 from April through June. For each genotype, the
different replicates are bud bursting within a few days in
the same location: from a 3—4 day spread for wood
walnuts to lzss than 2 or even | day for fruit walnots, We
observed significant differences betwesn apical and
lateral buds (betwesn 4 and 8§ davs delay; P=0.007)
ohszrved in both vears.

I the mountain location, Ser and Chandler were not
shlz to survive winter conditions. All other genotvpes
showed delaved budburst in comparison with Lowland
faround 20 days) except L-Hybrid which showed a similar
day of budbreak in both climatic conditions.

Day of budburst was similar for most genotypes in
loth wears. Earliest genotypes, however, exhibited a
difference betwssn the two wears, especially Serr in
which buds burst 2 weeks later in 2008 than in 2009, A
srvers freezing event that oceurred just before budburst
may explain this betwesn-year difference. Also, after this
late frost in 2008, Chandler, Lara and Serr were not
dgnificantly different (P>0.791) whereas in the freeze
afe year (2009), differences were significant betascen

Lara and Serr (P=0.036).
Emperature raquiraments

Chilling requirements were measured as the chill expo-
sure duration after which no significant difference was
ohserved in the time spent at 25°C until budbreak.
Between penotvpes, no differsnces in chilling require-
ment, calculated as a count of hours cooler than 7.2°C
(Weinberger [950), were observed (less than 36 he
Table [); betwesn 900 and 950 hours of chilling are
equired for endodormancy releass. Similar results are
ohserved using other models.

Mevertheless, after the chilling requirement was
satisfied, the MTB at 25°C was clearly different
betwesn genotypes (Table [); earlier genotypes required
mly 470 h wheras later ones required 728 h. This
qiggests that most of the difference in the observed day
of budburst was generated during the scodormancy stage.
The temperature response on those genotvpes was
monitored during this stage at between 5 and 25°C
(Fig. 2}.

The relationship betwesn temperature and delay to bud
break is non linear, with a cleady higher efficiency of
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Table 1 Dey of budbreak in walnut tree (foplans sp) genotypes in two locations in central France for lateral buds, in Julian day+standand
dewvistion; different lower case letiers indicate significant groups (co=(0.08) within year/location by Tukey test. MTE Mean time until budbreak

Genotype Dray of Budbreak {averaga: (hilling howrs until MIE after chilling requirements
SQandard Devistion) andodarmaney selease satisfied (hours at 25°C)
Lowland Mowntain
AR 2 20

Serr 117143 ¢ 12 +0.58 d 424 470 e

Chandler 115070 ¢ 111 £0.39 od 924 4T c

Lara 1162016 ¢ 17172 be 139397 b 908 550 ¢

Franquatia 12621 40 b 1252131 b 1422044 b FUIL 543 ¢

E-Hybrid 129341 b 128+4396 b 1412226 b 441 662 b

L-Hybrid 163+4.54 a 155+3 80 a 1541364 a 440 791 a

warmer tempemture, Thes: resolts fitted a power function
{Rate=a.B"), with &* manging from 0.903 (Chandler) to
0982 (L-Hybrid) (Table 2).

Depending on  genotype, the relationship betwesn
emperature and growth rate of buds is not as obvious
a5 supgested by the observed phenological differences.
Highly significant differences are observed between
wood-oriented and fruit-oriented genotypes, with higher
growth rates in fruit-orientz=d genotypes at warm temper-
atures | 15*C and more). Within froit-oriented genotypes,
no significant differences were observed at all temper-
atures tested (except Lara vs Serr, at most temperatures).
On the other hand, wood walnuts appeared to grow at a
similar ratz at warm temperatures and differences
betwesn them oceumed only at cold temperature (3 and
10°C).

a3
£ B i
5001 1 &F
&L
- =
Emu mLy
g moe
=
a4a i
-
334
S S B
[ T T T ™ T
a 5 -] 5 an 25 a4
Teenparaions )

Fg. 2 Mean time until budbreak (MTB) after endodosmancy relesse
in siv different walnm tree genotypes depending of temperatune.
Desheed lines Fitted power function: Late-Hybrid (LH): #* =0.982: E-

brid (EHp F=0%28: Chandler (Ci ®'=0503; Franguens (F1
B =0914; Lara (L) B =0940; Serr (Sp B =0915. Ermr bars
Standard error

Cold acclimation'deacclimation

From autumn ta full acclimation Frost acclimation changes
were evaluated in parallel on twigs fom the same tress
Throughout the acclimation pmcess (between September
and Januwary), no significant difference was observed
betwesn either Lara and Franquette (P=0.994) or E-
Hybrid and L-Hybrid (P=0512) (Fig. 3a), so Lara and
Franquettz, and E-Hybrid and L-Hybrid, wers bulked as
fuit-oriemted and wood-oriented genotypes, respectively, in
all subsequent statistical analvsis. Froit- and wood- walnuots
were significantly different (P=0.0001).

The level of frost hardiness between genotypes and
locations prior to acclimation ([5 September) was not
dgnificantly different (P=0.144). During hardening, large
differences were observed (P<0.0001), explained by both
genotype (35.2% of variance) and location (34.8%).
Moreover, at maximum hardiness level (beginning of
Bnuary), diffsrences were still obssrved betwesn wood
and fruit walnuts (=353C vs =28°C) but much less betwesn
locations (LTe=—3.9"C in lowland and -34.3°C in

Table 2 Relstion hetwesn tempersture (8) and MTE after endodor-
maney felesse in iz different walnut tree genotypes (two wood
valnuts L regia ¥ nigra {E-Hybrid: Early Hybrid and L-Hybksid: Late
Hybrid) and four fruit walnuts J megis (Chandler Franquette; Lara
and Serr)

]

Cenotypes Relation g

Wood walnuts L-Hykrid 14.383.871 0982
E-Hyksid [ 8,622 8o 0928

Fruit walnuts Chandlar 29348 g% 0903
Franquette 30,748 @129 0914
Lara 14,636,874 0.940
Sarr 2743184207 0918

) Springr
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Fig. 3 Frost resitance variation Chilling Units
of different walnut genotypeas 8 a M o J o 500 {000 1500 2000
{Franquette: E Lara: L, Early o £ . R o L L 1 i
lybrid: EH and Late losheid: a — Wountain & F
LH} in two locations in central - <5 - ipwiand *L -5
France: Croudl (alt: 340m asl, 9 & EH ET R
dushed [ine) and Theix (alt: = 3. mLH
870 m asl., slid ling) as -15
plotted vs a calendar date and 5
b chilling units {from Landsherg).
Symbok and Bors mpresents <25 1
rspectively mean and sandand a0 4
arror caleulviad on ne s
replicates -35
-40

mountain for wood and —27.0°C in lowland and —27.8°C in
mountain for froit; P=<0.0000: genotypes TE.6% of
variance, location 5.7%).

I order to compare and explain the source of differences
between locations during acclimation, chilling accumula-
tion was calculated from [5 September as evaluated
gccording to different chilling models. Thereafter,
ANCOMA was performed using cumulative chilling units
a5 8 quantitative co-varighle (chilling time), and compared
o the simpler ANCOWA using date as a quantitative co-
varghle (Tables 3 and 4} Compared to Julian days, use of
chilling time explained a little bit less variance for most
models, but was still highly significant (P<0.0001).
Betwesn penotypes (wood- v fruit-), the difference was
similar (between 9.1 and 9.6% of total vanance), but maost
of the difference between locations disappeared using

Table 3 Analysis of covariance between frost hardiness of diffesent
valmt genotypes ([Tee alculsted by elactrolyte leakage method)
during endodormancy period, with genotypes and locations as

chilling time for all chilling models except Sarvas and
Weinberger Thus, [Tgy evolutions became synchronised,
especially with the Landsherg model (0.05% of varianes
explained by vanance), as shown in Fig. 3b.

From full acclimation wntil budburst During deacelimation,
thres different factors interacted differently: genotype,
year and  location (Fig. 4). Analysis of covariance
depending on calendar date was performed. Differences
hetween years were significant, according to Tukey's
test, for Lara (P=0.001) and Franguetts (P=0.016) but
neither for E-Hybrid (P=0.269) nor L-Hybrid (0.378).
Significant differences were observed among locations for
Franguette (P=0.0002) and L-Hybrid (P=0.021), but not
for Lara (0.998) and E-Hybrid (P=0.787). The same
mocedure as shown for cold acclimation evolution was
applisd to cold deacclimation dynamics. Analvsis of

aualimtive variable and dae or chill unis a5 quamtistive variable
calculsted from |5 September until full scelimation. SOR Signal to
dutier ratio

Julian day  Bidabe Dynamic  Hanninnen  Landskberg  Ltah Sarvas Weinherger
LS 0950 0431 348 (4929 0937 (433 0204 0203
SCR 3908 3140 40065 500 4909 5158 22 751.8
P=F < (0o < (0] = Q000 = (U0 < (0001 < (LM < (0001 =< (e
“eriation — Quantitative variakle T4 RN B26T% B2 88% B2.19% B3.12% B164% T790% Ta.18%
Sﬁ'llrf‘_\e LLE L L] L L] LU L L] LLE L LI LR LI
Ganatype 955% 9.1 7% 950% 924% 938% 911% 926% 923%
- weu . o - waa e [ [
Location 4.13% G20% ns  123% (3 5% (05% ns 1.31% 308% 422%
[ - e [ [
Varieties® location (3% ns 002% s L% as  001% ns 001 % ns 0% as 00 ns  00P4 ns
Quantitative variable* 091% 83% 08T (T79% e (EIWAer (TO% 04a8% ns  (aa% ns
3&"&1_'.-]’.‘-& LLE L) L L L] L L)
Quantitative variable®* (L5085 (268%* 048%*  031%* 02T GA49%*  002% as  0uEP4 ns
location

wen Pf) (O01; *4% P O01; ** P<DO1; *PeD0S; ns P0.05

£] Springer
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Tahle 4 Analysis of covariance between frost hardiness of diffesent
walmut genotypes {LTa @lculsted by elecirolyie leakage method)
duting the seodosmancy period, with genotypes and locations as

qualittive variable and date or forcing units a5 quantitative variable
caleulated from 15 September wniil full acclimation. Experimental
data fefers 1o fited equation shown in Table 2

Julizn Dy Bidahe Hamninnen  Landsherg  Andermson  (GODS Sarvas Exp. data
e 1937 0877 i1 BE 1.RB33 a.783 0822 1.ER& 0873
SCR 1,190,184 2312751 2268092 3149412 3. M237TH 3354845 2142319 2389205
P<F o« 00001 o (L0001 = 00001 o L0001 « i1,0001 < 0,000 « (100 « L0001
\riation Source  (uantitative varizhls TE.148% G5 .44% AR TI1% a1 BR% 5.16% 5% T07% H.R2%
LL LR} LLER ] - LLE R - - - -
Genatype 12.105% 15.47% 1522% 14.7 1% 15279 15.19% MA5% 549%
EEEEN EEEE L L] EEEE - - L LR} EEn
Locstion 1 44% 12794 1.71% 444% 428% 419% 140% 2530%
LL LR} (LR ] -_-. (LR - - - -
(lenatype® locztian 1.74% 1.61% 1.55% 1 AT 1.75% 1.70% 1.40% 1.17%
LL LR} LLER ] LR} LLE ] L R L} L LR} Eae
Cuantitatve 127% % [D33%m 027% ns 023% m 1.452% ns 1.85% ns 022% n3 2.10%
wvarizhle® genotype et
Cuantittve o294 29" Q519%™ 0.55%" D.B2%" 0.72%"" D415 025%"
varishla® location
whdd Doy (i *+* PD(di; ** Pl *P<003: ns P=0.05
oovariance using different thermal times classically used Discussion

for growing stages or depending on the response to
emperature observed for buds (experimental data, Fig. 2)
was performed in order to decrease differsnee among
locations. However, none of these analvses (Table 4)
were more significant than the simple calendar date
{Table 3). Correlation betwesn date and frost hardiness
was linear for all genotypes and highly significant {P=
0.0001; £=0.924). Analysis of covariance indicates that
the slope is similar among four different fruit walnuts,
whereas wood walnuts deacclimated significantly faster
(£=0.0000). At the last sampling date, in June, all
pgenotypes had similar frost resistance of around —10°C
at the day of budbreak.

[
L]
[ 4
[
=
=

Endodormancy and cold acclimation

Dormaney induction is considersd as a prerequisite to cold
acclimation {Weiser [970), Moreover, it has been shown in
muny species that photoperiod decreass is the main driving
fictor in both endodomancy (Moshkov 1935 Bopdanov
1931; Welling et al. 1997) and cold acclimation inductions
{Irving and Lanphear [968; Weiser [970; Aronsson, [975;
Christersson [978) In our study, in both locations, the
photoperiod is similar (same latitude, 30 km distant) but the
climate is really different (amund 3°C less at the higher
elevation). Cold resistance was similar in mid-September

Frost Hamdiness {*C)

B & & &3 23 . o

=== Lowland

k

Fig. 4 Frost resistance variation of different walnut genotypes
{Franquette: E Lara: L, Early hybeid: EH and Late hylrid: LH) in
e locations in centsal France: Coousl (alv 340 m as ], deshed ling)
ad Theix (al: 870 m asl, sfid line) during ecodormancy stage:

[Ta walculated by electrolyte leakage method (p-axis) and calendar
date {zaxis) in 2008 (a) and 200K (b) in bath locations {lowland and
iouiain: dashed lines and solid Hnes, respectively). Smbals and
Burs tepresent mean and standard error from =95 replicates
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(Fig. 3). Thus, endodormaney release and eold acelimation
processss likely started at the same time in both locations
and genotypes.

Short day signal alone is only sufficient to provide a first
level of hardiness (Howell and Weiser 1970; Schwarz 1970,
Greer and Warrington 1982), e g, to around —20°C in Picea
sitchensis {Cannell et al. 1985). When endodormancy and
oold acclimation processss are enabled, chilling tempera-
e becomes the main driving factor (Sakai and Larcher
1987). Proteins synthesized during the first stage (short-
days-induced) will allow, during the second stage of
hardening, synthesis of cryvoprotectants such as sugars
{Guy et al. 1992; Taji ot al. 2002}, solutes or proteins (Xing
and Rajashekar 2001).

Freszing temperatures tigper desper frost resistance than
chilling temperatures (Glerum 1973, In this study, a faster
rate of cold acelimation was observed in the colder climate:
Mountsin vs Lowland but maximal hardiness in deep
winter was equal, as reported in Dantuma and Andrews
(1960 and Pogosyan and Sakai {[1969).

Maximal cold hardiness (in January) was similar within
fruit walnuts or within wood hybrid walnuts but not
betwesn, Wood walnut, & hvbrid between J regia and 1
nigra {more frost resistant), is more frost resistant than J
regia (Poirier =t al. 2000). However, even if potential
maximal hardiness 15 different, the time course for
acclimation 15 similar. In other species, several studies
reported inter-population variation in cold hardiness during
autumn {acclimation) or spring (deacclimation). However,
no significant differences were observed either in summer
{minimal hardiness period) or winter {maximal hardiness
period} in Paus swivestris (Nilsson and Walfridsson [995)
or Pinus albicaulis (Bower and Aitken 2006).

In order to compar: both locations, we calculated
accumulated chilling units according to Landsbergs model
(Landsberg [1974), from September until maximal hardiness
was reached (Table 3, Fig. 3b) In this case, differences
between locations wers no longer observed. Thus,
diffsrences in the cold acclimation process betwesn both
sets of environmental conditions were of strict thermal
arigin in all different genotypes. Moreover, small differ-
ences were obssrved in chilling requirement {around
900950 hours of chilling; Table (), which is in
agreement with simulated data from Luedeling et al.
(2009). Thus, it appeared that neither endodormancy
releass nor cold acelimation evolution were genotypically
different despite the lamge differences in budburst dates.
Some intraspecific differences in chilling requirements
have however been observed in peach tress (Linsley
Noakes and Allan 1994, and also in walnut trees
(Aslamarz et al. 2000). Conversely, in our study, we
observed similar chilling requirements among genotyvpes.
Chilling temperatures should be considersd as the main

] Springer

driving factor for thess processes under strict environmental,
wven thermal, control.

I the context of global warming, some studies have
reported that the date of endodormancy releass could be
delayed significantly (Legave et al. 2008). It is also
likely that the onset of endodormancy should be delaved
mainly for species that are poorly sensitive to photope-
nod. But very faw reports are available in the literature,
Regarding cold acclimation, hardening could be affected
dgnificantly (Pogosyan and Sakai [969) but would still
be possible (Charrier and Améglio 20010) We can
hvpothesize that the differences among walnut genotypes
should not be impacted significantly during cold acelima-
ton and endodormancy release,

Ecodormancy and cold deacclimation

After endodormaney was released, huge differences among
Enotvpes in sensitivity to foring temperatures appeared
(Table [} The earlier the genotype in natura, the lower the
MTB at 25°C after endodommancy release [470 h in earlier
{Serr and Chandler) and 350 h in later fruit walnut trees
{Lara and Fmnguettz), which is consistent with earlier
gudies on different walnut trees (Mauget and Germain
1980; Mauget 1981)]. This was also chserved within wood
walnuts (660 vs 730 k).

This relationship betwesn growth rate and temperature
5 non linear (Fig. [) consistent with earlier reports
(Myking 1999; Sarvas [974), although some authors use
near response curve (Karlsson ot al. 2003; Linkosalo et
al. 2009; Clark and Thompson 2010). This linear approach
has been contested for years (Arnold [959; Wang [960;
Cannell and Smith [983). This is indeed likely to be due to
the relationship with the underlving metabolism driving
bud growth, and differences in temperature ssnsitivity
betwesn genotypes, which are not linear processes. Lots of
models have been published predicting phenology of trees
{=.g., Fuchigami et al. [982; Kellomaki et al. [1992;
Linkosalo et al. 2000; Bea and Eccel 2006) and have used
a linear relationship between time to budbreak and
emperature (Cannell and Smith [983; Linkosalo et al
2009; Clark and Thompson 2000). As indicated by
Cannell and Smith (1983), a non-linear response “would
not invalidate the use of thermal time if there wers
emperatures without any marked tendency to ncreasing
emperatures”. But, with global change, this approxima-
tion could lead to lange discrepancies between predicted
and sctual future phenology

Among fruit walnuts, for most temperatures, only a few
dgnificant differences were observed in growth rate, They
mvolved mainly the Sem genotvpe, which seemed to grow
dower than Lara whereas its budburst occumed earlier
Thus, growth rate in ecodormancy cannot explain pheno-
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logical deviation among fruit walnut cultivars. But,
among wood walnuts, under warm temperatures, growth
rate 15 similar; in colder temperatures, the growth rate of
the sarlizst hybrids is higher than that of later hybrids.
Thus, below [5°C, the growth rate of early hybrids was
similar to that of fruit walnuts. After endodormancy
release, while temperatures were still cold, earlier
hvbrids are able to grow faster than later ones.
Thereafter, in milder temperatures, the growth rate was
similar but phenological deviastion betwesn wood wal-
nuts already existed.

Trends in cold deacclimation highlighted the differ-
ence between fruit and wood walnuts (Fig. 4). Some
studies observed that the evolution of cold deacclimation
is correlated with budbreak time in natural populations
(Hannerz 1999, Indesd, between locations, deacclima-
ton started later in mountain climate, limited by cold
temperatures. Two differences wers observed betwsen
fruit and wood walnuts: the rate of descclimation was
significantly different, with wood walnuts deacclimating
faster but starting at a lower level. Then, among fruit
walnut, or also among wood or fruit walnot, earlier
genotypes were deacclimating with the same rate but a
little bit carlier. In some studies on Prevdotsuga menzie-
sii, it was observed that earlier genotypes deacelimate
faster (Jermstad et al. 2000, O'Neill ot al. 2000).
Mevertheless, the heritability of spring frost resistance is
higher than for autumn resistance (Anskonda et al. 2000;
Aitken and Adams [997). We can hypothesize that
sensitivity to temperature is different and probably linked
to inherent metabolic activities. During cold deacclima-
tion, starch reserves, used initially as substrate for
aeclimation, are re-synthesized (Witt and Sauter 1994,
1994b; Essiamah and Eschrich [985) Alpha amylase
involved in carbohvdrate metabolism could be the critical
factor in this process (Schrader et al. 2004) Indeed,
genetic analysis identified this enzyvme as a strong
quantitative trait locus (QTL) for budburst date in
different Quercus petrae altitndinal populations {Derory
et al. 2006, 2009). Thus, among fruit or among wood
walnuts, differences in the activation energy of ispenzymes
could tripger metabolic activities in colder conditions for
wrlier genotvpes, and thus, in fruit walnuts, enzymatic
activity could be higher than that in wood walnuts, These
hypotheses could better explain why we observed budburst
when an LT e value reached amund —10°C, because of the
drong link betwesn fost hardiness and carbohydrate content
(Sakai and Larcher [957).

The environmental response of cold deacelimation is
not totally clear among genotvpes. Some interactions
were indeed observed betwesn genotype and location: for
L-Hybrid or Franquette but not for Lara and E-Hybrid; or
betwesn genotype and year: for Lara and Frnguette but

mt E-Hybrid and L-Hybrid. Thes: differences among
location and wears could not be explained by temperature
alone, but maybe through a photoperiod effect, acting as
a foreing factor, whersas temperature was limiting.
Recently, Korner and Basler (2000a) argued that “phe-
nological events (...) are not primarily controlled by
temperature”, which initiated 2 controversy (Chuine et al.
20100, Karner and Basler 2000b). These results serve to
show that temperature is not the only factor involved in
differences between locations. But, if there is a photope-
nod effect, this could better explain why late hybrids are
bud bursting at similar dates at different locations
{Tabl= 1,

Our results appear to contradict several earlier studies
m fruit trees. Couvillon and Erez (1985) proposed that,
in fruit tree coltivars, there is no genetic difference in heat
requirement during ecodormaney; but Citadin et al. (2001)
showed the reverse. A negative correlation between
chilling requirement and heat requirement has been
reported in apricot (Ruoiz et al. 2007). Ouwr findings are
supported by experiments in which endodormaney el ease
dates were similar betwesn walnut cultivars whereas
hudburst dates were highly different (Maoget and Germain
1980; Mauget 1981) Several studies concluded that frost
aeclimation and endodormancy release were strongly
related (Fuchigami et al. [982; Leinonen [996; Druart ot
al. 2007} Moreover, strong genetic control of spring cold
hardiness was observed in natural populations, while for
mitumn the cold hardiness relationship is weak (Aitken
and Adams 1997,

According to our results, we could expect that, in the
fiture, the phenological response of walnut would differ
dpnificantly among genotypes, exacerbating the range of
devigtion. This could lead to increasing freezing damage
in the earliest genotypes, mosthy through earlier exposure
of buds and new leaves. But, this impact could be
mitigated if endodomancy releass is delaved enough to
result in delayved budburst. More likely thers will be
extended budbreak and flowering periods, and mayhe
syme problems for pollination if male and female flowers
b not respond exactly in the same way to increasing
ermperatures. This point should be investigated as it is
not certain that we can continue to consider the whaole
population of buds as homogeneous regarding their
mesponse to temperature, Interaction betwesn  genotype
and environment (temperature but also  photoperiod)
should also lower these risks.

Conelusion

In this study, two main frost resistance mechanisms were

manitarad: frost avowdance and frost tolerance. Both
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processes appearsd to be similarly driven. First, during
endodormancy and cold acclimation, they wers strictly
environmentally driven. Thereafter, during scodormaney
and cold deacclimation, beside emvironmental efects, a
drong genotypic effect was identified. During this stage,
these two driving factors interact within the same species,
J regia L. This explains why we observed a deviation in
budbreak date in walmot trees. Thess results are of great
mportance in modelling approaches to predict dates of
budburst in the coming decades. Thus, during the endo-
dormancy/acclimation stage, climatic data only would be
aifficient a5 a pammeter, but in ecodomancy/deacelima-
tion, genotypic differences have to be taken into account,
probably through metabolism and expression of some
melated protein, This will need further experiments.
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Introduction

Le froid est considéré comme étant le
facteur majeur limitant la répartition et la
productivité des arbres (Sakai & Larcher,
1987). On distingue deux aspects
complémentaires dans les mécanismes de
résistance au gel: la dormance des
bourgeons qui constitue un mécanisme
d’évitement de I’exposition au gel d’un
organe particulierement sensible (cf.
chapitre 2) et I’endurcissement a supporter
des températures gélives par
I’intermédiaire d’une augmentation
progressive des capacités de résistance au
gel.

Pour le premier mécanisme, 1’entrée en
dormance des bourgeons serait initiée par
une diminution de la photopériode (Perry,
1971 ; Lang et al., 1987). Les bourgeons
qui sont entrés en endodormance
nécessitent alors une exposition a des
températures froides pour retrouver des
capacités de croissance (Weinberger,
1950). Apres un délai  suffisant
d’exposition au froid, leurs capacités de
croissance ne dépendent plus que des
températures douces, durant la phase
d’écodormance du cycle de
développement. Les bourgeons vont alors
s‘ouvrir et débourrer lorsque les
températures sont devenues propices a la
physiologie estivale.

Pour le second mécanisme d’acclimatation
au basses températures, la diminution de la
photopériode a la fin de I’été est un signal
initiant 1’endurcissement aux températures
gélives (Aronsson, 1975; Christersson,
1978). Les basses températures par la suite
vont permettre un accroissement de cette
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résistance au gel (Pogosyan & Sakai,
1969 ; Greer & Warrington, 1983) durant
I’automne, pour atteindre un maximum de
résistance au coeur de I’hiver (cf. chapitre
3). Enfin, au printemps, alors que les
risques et l'intensité des gels diminuent,
une diminution de la résistance au gel est
observée, le  désendurcissement, phase
principalement  contrdlée  par  des
températures douces, sans effet de la
photopériode (Leinonen et al., 1997).

Ces deux mécanismes (dormance et
endurcissement) sont donc sous le contrdle
des mémes parametres climatiques et sont,
de plus, décrits comme interagissant entre
eux (Fuchigami et al., 1982 ; cf. chapitre5).
Par exemple, D'arrét de croissance et
I’entrée en dormance sont des pré-requis
nécessaires a 1’endurcissement au gel
(Weiser, 1970 ; Ruttink et al., 2007).

Depuis quelques décennies, la réalité d’un
changement global semble se confirmer et
les études climatologiques prédisent une
augmentation moyenne des températures
de 3 a 6°C (IPCC, 2007). Méme s’il existe
une forte incertitude sur I’ampleur de ces
changements, ces modeles montrent
également une augmentation de la
probabilité d’évenements extrémes, i.e.
gels moins fréquents mais aussi intenses.
De plus, les perturbations sur des
processus, qui nous Il’avons vu, sont
essentiellement dirigés par la température
ne sont pas encore totalement estimées
(Saxe et al., 2001 ; Woldendorp et al.,
2008). Néanmoins des cartes de répartition
potentielle des especes commencent a étre
produites (Badeau et al. 2004) et une forte
demande des gestionnaires forestiers se fait
sentir sur la connaissance et le choix
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d’especes a replanter moins vulnérables et
plus résilientes vis a vis de ces événements
extrémes.

Pour répondre a cette demande, et prédire
les capacités d’adaptation et les risques
potentiels sur la survie des arbres forestiers
et fruitiers, il nous semble particulicrement
nécessaire d’estimer I’impact de ces
changements sur la résistance au gel,
facteur majeur limitant la répartition et la
productivité des arbres (Sakai & Larcher,
1987).

I1 existe a I’heure actuelle différents
modeles pour prédire la résistance au gel.
Certains sont basés sur des relations
directes entre température et vitesse
d’évolution de la résistance au gel
directement (Greer & Warrington, 1982 ;
Cannell et al., 1985b, Repo et al., 1990) ou
couplée avec la dynamique de sortie de
dormance (Fuchigami et al., 1982;
Leinonen et al., 1996). Ces modeles
pourraient permettre d’évaluer ces risques.
Mais I’impact des changements
climatiques n’étant pas limité aux

températures et a la période hivernale,
différentes interactions sont a craindre
qu’elles soient abiotiques (ex. sécheresses)
ou biotiques (ex. défoliation par des
phytophages). Ces évenements en limitant
la capacité des arbres a former des réserves
risque d’entrainer une limitation de
I’endurcissement (Thomas et al., 2004 ;
Poirier, 2008). Récemment Poirier et al.,
(2010) ont publié un modele permettant de
prédire la résistance au gel en fonction
d’une variable climatique et de deux
variables  physiologiques :  I’humidité
pondérale et le contenu en sucres solubles.
Ce modele permet ainsi de prendre en
compte D'effet de stress estivaux sur la
capacité a s’endurcir mais nécessite des
prélevements répétés et n’est donc pas
prédictif ou limité a une utilisation en
pépiniere pour de jeunes arbres.

Il ressort donc que si I’on souhaite prédire
I’évolution de la résistance au gel dans des
conditions climatiques futures et rendre un
peu plus réaliste les cartes de répartition

des especes actuellement produites, il va

Conditions
environnementales
eair
e-SOCm
ETP
Cycle de Métabolisme carboné Humidité pondérale
développement Entrée : Entrée :
Entrée : Amidon, i HPitate
eair GI:Sinitial e-500m
Processus : EU ETP
Endodormance Processus :
Ecodormance Processus : Absorption
Sortie - K,; Kk, : hydrolyse amidon Transpiration
Date de levée K, : r'esynthese amidon Sortie :
d’endodormance Sortie : HP
- Date de débourrement GFS
Résistance au gel
Entrée :
GFS
HP
LT,,

Figure 6.1. Architecture du modélede prédiction de la vulnérabilité au gel: composé de 3 sous-modéles :
Cycle de développement, Humidité Pondérale et Métabolisme Carboné avec comme variables d’entrée Tair
(température de l'air), T.so (température du sol a 50cm de profondeur) et ETP (évapotranspiration

potentielle).
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falloir prendre en compte : (i) I'interaction
avec la dynamique du cycle annuel de
dormance et de débourrement, (ii) I’impact
de stress intervenant durant la période
estivale sur la capacité a s’acclimater ou a
minima disposer d’un état physiologique
initial intégrant les variations de conditions
estivales de croissance, (iii) n’utiliser que
des variables climatiques comme variables
d’entrée.

C’est le challenge que nous nous sommes
donnés en développant un modele qui
tienne compte de ces considérations. Ce
modele a été développé et paramétré sur
J.regia, pour des raisons essentiellement de
disposition d’un dispositif expérimental de
proximité (gradient climatique entre nos
deux sites expérimentaux : plaine et
moyenne montagne) et d’un important jeu
de données pour le paramétrer et le calibrer
sur cette espece.

Description du modele

Ce modele est composé de 3 sous-modeles
permettant le calcul de la résistance au
gel : un sous modele de prédiction du cycle
annuel de développement (ex. levée
d’endodormance et date de débourrement),
un sous-modele d’évolution de I’humidité
pondérale et un sous-modele d’évolution
du contenu en sucres solubles. La
calibration de ces différents modeles a été
effectuée sur des données indépendantes.

Sous modele
d’évolution du cycle
annuel de

développement

Nous avons fait ’hypothese d’un modele
séquentiel pour les différentes phases
composant la dormance, a savoir que la
phase d’écodormance ne débute qu’apres
la levée complete de 1’endodormance
(Kramer et al., 1994).

L’entrée en dormance est controlée par la
diminution de la photopériode (Moshkov,
1935 ; Bogdanov, 1935). Welling et al.,
(1997) a montré qu'un délai d’exposition
de 3 semaines en dessous d’une

- 206 -

photopériode de 12h induisait I’entrée en
dormance. Ainsi, le 15 Octobre (20 jours
apres la date a laquelle la photopériode est
de 12h a la latitude des parcelles
expérimentales), I’intensité de la dormance
est proche de son maximum (Mauget,
1981). En accord avec cela, la date de
début d’accumulation des doses de froid
(Chilling Units) a donc été fixée au 15
octobre.

L’endodormance est levée apres une
exposition aux températures froides
(Weinberger, 1950). Différents modeles
d’accumulation de froid ont été élaborés
depuis des décennies (Weinberger, 1967 ;
Bidabé, 1967 ; Sarvas, 1974 ; Richardson
et al., 1974 ; Landsberg, 1974 ; Fishman et
al., 1987 ; Héanninen, 1990). Apres une
étude préalable, nous avons sélectionné le
modele de Landsberg (1974) car il permet
de prendre en compte la variabilité inter-
sites observée dans nos conditions
expérimentales (Charrier et al., soumis,
Articleb).

Ce modele considere qu’en dessous d une
température de 5°C une unité de froid est
accumulée et au-dela, 'effet du froid est

inversement proportionnel a la

température :

CU= 1 si T <5°C ey
5/T  siT>5°C

ou :T : température de I’air ; CU : Chilling
Unit.

Lorsque XCU atteint Scueit (48,75),
I’endodormance est considérée comme
levée, et la phase d’écodormance débute.
Scueit est fixé a 1’aide des résultats obtenus
par Charrier et al. (Article5). La loi
d’action de la température sur la sortie
d’écodormance est également fixée a 1’aide
des résultats de cette méme étude. Il s’agit
d’une loi d’action suivant une fonction en
puissance :

Y FU = FU,; + 1/(a.T")

()
avec a=1281 et b=-1.293
ou : FU : Forcing Unit
Ainsi, lorsque X FU = 1, la phase

d’écodormance est considérée comme
terminée et le débourrement a lieu.
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modele
de

Sous
d’évolution
1’Humidité pondérale

L humidité pondérale est le rapport entre la
masse d’eau contenue dans les tissus et la
masse seche. On observe une diminution
de I’humidité pondérale au cours de
I’endurcissement (Luoranen et al., 2004).
Elle évolue en fonction de la balance entre
I’absorption par le systeme racinaire (Ab)
et D’évapotranspiration par les tissus
aériens. La transpiration est considérée
comme négligeable pour des arbres a
feuilles caduques lors de I’hiver, donc
seule I’évaporation est prise en compte
(Ev). L’eau est présente dans les tissus
végétaux sous forme d’eau libre et d’eau
liée qui ne peut pas étre évaporée en
conditions naturelles. La fraction d’eau liée
constitue de 20 a 25% de la matiere seche
(Sun, 1999). Ainsi, le contenu en eau est
égal au rapport entre la somme de 1’eau
libre et de I’eau liée et de la masse seche

auquel on ajoute I’eau absorbée et
retranche I’eau évaporée :

M, +M,,
WC=—F =2+ Ab, ~ Ev, 3)

ot WC = humidité pondérale, Mg, : la
masse d’eau libre, M, : la masse d’eau
liée, DM : la masse seche, Ab; : la quantité
d’eau absorbée a l'instant t et Ev; la
quantité d’eau évaporée a I’instant t.

En premiere approximation, nous avons
considéré la matiere seche comme
constante au cours de I’hiver, ce qui est
une approximation grossiere, puisqu’une
respiration de maintenance peut diminuer
le stock de glucides non structuraux en
fonction des besoins et sous contrdle de la
température.

Ainsi, durant I’hiver, 1’absorption d’eau est
limitée par la capacit¢é des racines a
transporter 1’eau vers les parties aériennes.
Cette capacité est dépendante de la
température du sol (Améglio et al., 2002).
En effet, des températures inférieures a
8°C limitent la perméabilité des cellules
racinaires et donc 1’absorption. De plus
fortes températures permettent au contraire
une absorption accrue et une réhydratation
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(Turcotte et al., 2009 ; Charrier &
Améglio, 2011 : Chapitre 3). L absorption
est considérée dépendante de la
température selon une fonction sigmoide :
a
Ab[ = W (4)
ou a est un coefficient, b représente la
pente au point d’inflexion ¢ (température a
laquelle 50% de I’ absorption maximale est
observée) et T.sp: la température du sol a
50cm de profondeur.
L’évaporation est dépendante a la fois de la
demande atmosphérique, (Monteith, 1965)
et de la quantit¢ d’eau libre disponible
(Mellander et al, 2006). L’évolution de
I’évaporation est considérée suivre un
modele linéaire croisé a deux variables
d’entrée : 1’évapotranspiration potentielle
et la quantité d’eau libre.
Ev=d-M, +e - ETP+f-M, -ETP+g (5)

ou d, e et f sont des coefficients, ETP :
I’évapotranspiration potentielle selon la
formule de Penman Monteith et My, la
quantité d’eau libre.

Lors de chaque cinétique hivernale,
I"humidité pondérale observée
expérimentalement est utilisée comme
valeur initiale.

Sous modele
d’"évolution du contenu
en sucres solubles

Le métabolisme carboné est 1’objet durant
la période hivernale de profonds
remaniements (Sauter, 1988 ; Witt &
Sauter, 1994 ; Lacointe et al. 1995 ; Wong
et al., 2003 ; Poirier, 2010). A I’automne,
sous I’action de basses températures
(<10°C ; Sauter, 1988), ’amidon contenu
dans les parties aériennes est hydrolysé en
sucres solubles (Sakai, 1962; Reuther,
1971, Harms & Sauter, 1992 ; Lacointe et
al. 1993 ; Sauter & Wellekamp, 1998). 1l a
également été observé en conditions de
températures  douces  (>15°C), une
diminution des quantités d’amidon qui
n’est pas observée aux températures
intermédiaires (Sakai, 1966¢ ; Chapitre 3).
Nous allons donc considérer que deux
réactions catalytiques sont possibles pour
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I’hydrolyse de I’amidon en sucres solubles

avec deux  températures  optimales
différentes. Durant I’hiver, la diminution
du contenu total en glucides non

structuraux n’a pas toujours été observée
significative, dans ces conditions, les
pertes de carbone par la respiration ont
donc été négligées. Puis, a la fin de I’hiver,
lors de la remontée des températures, le
contenu en sucres solubles diminue et les
réserves en amidon sont resynthétisées.

Le métabolisme carboné a donc été
modélisé en tant que conversion directe et
réversible entre Amidon et Sucres solubles

ki + ki

Starch - * GES

2

Figure 6.2. Conversion amidon sucre solubles
(GFS) selon le sous-modéle métabolisme
carboné chaque constante catalytique (ki) reflete
une voie métabolique et un optimum thermique.

La constante catalytique est dépendante de
la température et 1’équation formulée par
Schoolfield et al., (1981) a été utilisée car
elle considere a la fois la perte d’activité
due aux basses et aux hautes températures
de maniere non symétrique (équation 6).
Par ailleurs, cette équation est utilisée pour
décrire les vitesses de développement sans
détailler =~ I’ensemble  des  réactions
biochimiques  impliquées, mais en
considérant la réaction comme limitante.
En effet, de nombreuses enzymes sont

impliquées dans [D’interconversion de
I’amidon en sucres solubles.
1 1
AHAX[E—;j
R
Pos X T X
—Xe
25
ki - %981 1 1 (6)
A”L*[n,ﬁ] A”"*[T,,JJ
R R
l1+e +e

On considere que ces relations sont d’ordre
1, c'est-a-dire que la quantité de substrat
transformé sera dépendante a la fois de la
constante catalytique et de la quantité de
substrat (Marangoni et al., 1997).

Charrier et Améglio (2011 ; chapitre 3) ont
observé une relation entre contenu en eau
et capacité a former des sucres solubles.
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Ainsi une trop forte hydratation limiterait
la quantité de sucres formés. De plus, nos
nombreux travaux chez le noyer, (Dreyer
1984 ; Améglio, 1991 ; Kajji 1992;
Chenevard 1995 ; Alves 2003, Decourteix
2006, Poirier, 2008) montrent les quantités
d’amidon ne diminuent pas en dessous
d’une valeur seuil (aux alentours de
20mg.g’ MS), méme en conditions de
froid intense. Ainsi, en cohérence avec ces
données expérimentales, nous considérons
que ces différentes voies métaboliques sont
transitoirement activées durant I’hiver.

A I’automne, tant que I’humidité pondérale
est supérieure a une valeur seuil, la
synthése d’amidon se produit (k, actif, k;
et k- inactif).

Lorsque 1I’humidité pondérale est en deca
de cette valeur et que le contenu en amidon
supérieur au seuil observé par les études
préalables, I’hydrolyse de 1’amidon en
sucres est possible (k; et k;- actifs, k;
inactif).

Lorsque ce seuil en amidon est franchi et
tant que les bourgeons n’ont pas dépassé
un stade développement critique, la
réaction est possible dans les deux sens en
fonction de la température (k;, ki ko
actifs).

Lorsque le développement du bourgeon
atteint un stade critique, la resynthese de
I’amidon se produit (k, actif, k; k-
inactifs).

Enfin, a I’approche du débourrement, une
nouvelle hydrolyse de I’amidon se produit
pour alimenter les bourgeons en substrat

carboné : hydrolyse (k;, kj actifs, kp
inactif).
Ces différents seuils utilisés sont tirés

d’observations expérimentales et affinés
lors de la calibration du sous-modele. Lors
de chaque cinétique hivernale, les quantités
d’amidon et de GFS  observés
expérimentalement sont utilis€és comme
valeurs initiales.

Modélisation de la

Résistance au gel
La résistance au gel est fortement corrélée

au contenu en eau et en sucres solubles
(Poirier et al., 2010; Chapitrel). De plus
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une interaction existe entre contenu en eau
et capacité a former des sucres solubles
(Chapitre2, Chapitre 3). La résistance au
gel est inversement proportionnelle au
contenu en eau qui exerce une influence
majeure sur les faibles états de résistance.
Le contenu en sucres solubles évolue lui
dans les gammes de résistance moyenne a
maximale, en relation avec la
déshydratation déja observée dans la
plante. La température qui provoque 50%
de lyse cellulaire, LTsy, est donc prédite
par I'intermédiaire de la relation suivante :

4 In(d-GFS+e)+f (7)

LT, =———
% (b-WC+c)

Calibration du modele

Les différents sous-modeles ont été
calibrés soit a [l'aide d’observation
personnelles comme pour le cycle annuel
de croissance (Article 5) et la résistance au
gel (Article 2) soit a I’aide de données
indépendantes utilisées soit pour la
calibration soit pour la validation. Ainsi,
des dynamiques d’humidité pondérale ont
été relevées sur les mémes lieux durant les
hivers 1994-1995 en plaine et 2004-2005 ;
2005-2006 en plaine et moyenne
montagne. La calibration a été effectuée en
minimisant la somme des carrés des écarts
entre les données individuelle (n=135 pour
chaque parametre physiologique).
Concernant la résistance au gel la
calibration a été effectuée a I'aide des
données présentées dans le chapitre 2 (sans
les bourgeons).

La sensibilité de chacun des parametres du
modele sur les variables de sortie que sont
I’humidité pondérale, le contenu en sucres
et la résistance au gel ont été représentés
dans le Tableau 2. Une variation de £10%
de chaque parametre a été effectuée
indépendamment et la différence par
rapport a la valeur initiale est également
exprimée en pourcentage.

Résultats
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Cycle annuel de

développement

Les dates de sortie d’endodormance sont
observées comprises entre le 21 Décembre
2007 et 14 Décembre 2008 en plaine et 9
Décembre 2008 en moyenne montagne

(Figure 1). A partir de ces dates,
I’accumulation de chaud commence
jusqu’au débourrement. Les dates de

débourrement prédites sont les 10 et 22
Avril en plaine (en 2008 et 2009,
respectivement) et le 21 Mai 2008 en
moyenne montagne. Les dates prédites en
plaine sont plus précoces que celle
réellement observées de 20 jours en 2008
et 8 jours en 2009 (30 Avril pour les
bourgeons terminaux et 4 Mai pour les
bourgeons latéraux en 2008 et en 2009).
En moyenne montagne, la date de
débourrement est également plus précoce
que celle prédite (le 8 Mai 2009) pour les
bourgeons terminaux, mais correspond
exactement a celle observée pour les
bourgeons latéraux (21 Mai 2009).

Contenu en eau

A T’automne, une diminution de 1’humidité
pondérale est observée. Cette diminution
est prédite par le modele, a une vitesse plus
rapide (moyenne montagne) ou plus lente
(plaine en 2008) que celles réellement
observés. En plein hiver, un palier est
atteint pour des valeurs

comprises entre 0.7 et 0.9. Ce palier, s’il
est correctement prédit en plaine en 2007-
2008, est surestimé aussi bien en plaine et
qu’en moyenne montagne par rapport aux
valeurs observées en 2008-2009.

Au printemps, une augmentation du
contenu en eau est observée a I’approche
du débourrement lorsque les températures
du sol remontent. Cette augmentation de
I’humidité pondérale est bien prédite en
plaine. Elle apparait plus tardive en
moyenne montagne que la remontée
réellement observée. Néanmoins, dans
I’ensemble, les valeurs prédites sont
relativement proches des valeurs observées
(RMSE =0.167) avec des données utilisées
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pour valider le modele qui diminue encore
cet écart (RMSEP =0.161).

Sucres solubles

Dans I’ensemble, I’incertitude de
prédiction est faible (RMSEP = 12,1mg.g"’
DM ). Les valeurs prédites pour 1I’année
2007-2008 montrent une décroissance un
peu plus rapide de la teneur en sucres par
rapport aux  valeurs effectivement
observées. En plaine en 2008-2009,
I’initiation de la formation de sucres

semble retardé, la valeur maximale est
ainsi plus basse et la décroissance plus
précoce que les données observées. Par
contre, la dynamique prédite pour la
moyenne montagne en 2008-2009 épouse
parfaitement le profil observé.

Résistance au froid

La résistance au froid simulée en 2007,
malgré un point initial apparaissant
aberrant, montre une dynamique de
désendurcissement tres proche de celle

Lowland 2007-2008

Lowland 2008-2009

Mountain 2008-2008

LF ER BB

2.0

Water Content (g.g”' DM)

LF ER

BB LF ER BB

100

807

607

40

207
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a0 i O
1 i

=20

Frost Hardiness (°C)
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Figurel. Evolution hivernale du contenu en eau (17 ligne), du contenu en sucres solubles (2°™ ligne) et de la
résistance au froid (3™ ligne) chez le noyer en plaine lors de 1’hiver 2007-2008 (1°° colonne) en 2008-2009

3 eme

(2°™ colonne) et en moyenne montagne (

colonne). La ligne représente les valeurs simulées et les carrés

représentent les valeurs observées: moyenne et erreur standard de 5 échantillons. Les lignes pointillées
verticales représentent les dates simulées de sortie d’endodormance (ER) et de débourrement (BB).
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RMSEp=0.161, n=135

—h —h —h —h
N B O
L L L L

8

B

11

%’
l "l m

1
0.8
0.6
0.4
0.2

0

.

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

Simulated water content (g.g” DM)

Figure2. Relation entre le contenu en eau simulé
(en abscisse) et observé (en ordonnées) représenté
par la moyenne et Derreur standard de 5
échantillons.

observée. En 2008-2009, la simulation est
contrastée selon qu’on simule 1’évolution
en plaine, ou les valeurs observées en
termes de vitesse d’acclimatation et de
résistance maximale s’éloignent des
valeurs prédites. A I'inverse, en moyenne
montagne, les valeurs prédites sont tres
porches des données observées. Dans tous
les cas, Malgré cela, la résistance est
relativement bien prédite au printemps
(RMSEP =4.11°C).

Discussion

Modélisation du
de développement
noyer.

Cycle
du

Comme nous I’avons déja dit,
I’initiation de la phase d’endodormance a
été synchronisée avec la diminution de la
photopériode (trois semaines en dessous de
12h), comme Welling et al. (1997) I’ont
montré chez Betula pubescens. A partir de
cette date, le modele prédit le début de
I’accumulation de froid qui est la condition
environnementale permettant de lever cette
endodormance (Weinberger, 1950). Ainsi,
la fin de I’endodormance est prédite
courant Décembre quelque soit la
provenance ou I’année, ce qui est cohérent
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Figure3. Relation entre le contenu en sucres
solubles simulé (en abscisse) et observé (en
ordonnées) représenté par la moyenne et 1’erreur
standard de 5 échantillons.

avec les résultats publiés chez le noyer
dans les mémes conditions
environnementales (Mauget 1976, 1981).
En effet, a cette période du cycle, les
températures froides permettent une levée
rapide de I’endodormance. La phase
d’écodormance qui lui succede est d’autant
plus courte que les températures sont
chaudes. Notre modele, calibré a partir de
données expérimentales de Charrier et al.
(Annexe 4) prédit bien le retard de
phénologie observé en moyenne montagne
par rapport aux conditions de plaine, mais
pour la plaine la date de débourrement
apparait plus précoce que celle observée.
Certains modeles utilisent pour modéliser
la phénologie que la phase d’écodormance,
a partir du premier janvier.

Nos résultats suggerent que, dans les
conditions climatiques de 1’étude, cette
approche n’apporte pas de véritable biais
par rapport a une modélisation séquentielle
des deux phases. Néanmoins, certaines
études récentes montrent qu’'un retard dans
la levée d’endodormance pour des hivers
plus doux (ou des fruitiers de climats
tempérés cultivés dans des zones sub-
optimates) a des répercussions sur la dates
finale de débourrement en retardant cette
date (Guédon & Legave, 2008).

100
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Pour notre sous-modele, une variation de
10% des parametres liés a I’accumulation
de froid n’a que peu d’impact sur la
prédiction de la fin de la phase
d’endodormance (2 a 5 jours) et aucun sur
la date de débourrement prédite (inférieur a
1 jour). Par contre, les parametres liés a la
phase d’écodormance sont beaucoup plus
sensibles, prédisant une variation de
I’ordre de 6 a 21 jours pour les parametres
al et bl, respectivement. Néanmoins ces
parametres €tant basés sur des résultats
expérimentaux, leur niveau de confiance
est bon.

Modélisation de

l1"humidité pondérale

L’humidité pondérale évolue au cours de
I’hiver ; elle diminue au début de I’hiver
(Luoranen et al., 2004) puis remonte au
printemps (Turcotte et al., 2009). Cette
dynamique est prédite par le modele avec
une divergence importante pour I’humidité
pondérale minimale prédite pour I’hiver
2008-2009. Cette différence peut étre liée a
notre année choisie pour calibrer Ie
modele. En effet, I’humidité pondérale
minimale de ce jeu de données n’est pas
descendue au dessous de 0,77, alors que

Simulated Frost Hardiness (°C)
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Figure4. Relation entre la résistance au gel
simulée (en abscisse) et observée (en
ordonnées) représenté par la moyenne et
I'erreur standard de 5 échantillons.
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des valeurs significativement plus basses
ont été observées lors de I’hiver 2008-2009
que ce soit en plaine ou en moyenne
montagne (0,69). Au printemps, la
dynamique de réhydratation est bien
prédite en plaine mais, pour le site en
altitude, la réhydratation est tardive (Mai),
par rapport a la réhydratation observée des
le mois d’Avril. Pour le site expérimental
en altitude, la température du sol a 50 cm
de profondeur qui permet d’initier la
réhydratation (Améglio er al., 2001) a été
simulée pour les données de calibration par
rapport a I’écart de température entre 1’ air
et le sol mesuré sur les deux sites. Cette
approximation, pour des teneurs en eau du
sol certainement différentes (ex. pluie et
type de sol) pourrait expliquer en partie
cette différence.

de la
sucres

Modélisation
teneur en
solubles

La conversion de I’amidon en sucres
solubles lors de I’hiver est décrite par de
nombreuses études (SIminovitch er al.,
1953 ; Essiamah & Eschrich, 1985 ; Witt
& Sauter, 1994). Si notre modele prédit
assez finement la dynamique observée en
moyenne montagne, la dynamique simulée
semble légerement décalée en plaine. Sur
ce site, elle est en effet retardée a
I’automne et avancée au printemps.
Charrier & Améglio (2011 ; chapitre 3) ont
montré que la premiere phase d’hydrolyse
de Il’amidon en sucres solubles est
fortement dépendant de I’hydratation des
tissus. Ainsi, les parametres sensibles du
sous-modele qui prédit 1’évolution de
I’humidité pondérale influencent
également ici sur la prédiction de la teneur
en sucres solubles. La majorité des
parametres utilisés dans ce sous modele
s’averent extrémement sensibles Cette
sensibilité peut néanmoins s’expliquer par
le type de modele utilisé. En effet les
réactions enzymatiques sont généralement
finement régulées et 1’on peut concevoir,
qu'un modele basé sur une analogie
enzymatique le soit également ce qui
expliquerait la  sensibilit¢ de ces
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parametres. De plus, la variation des
températures d’inactivation (Tjoh et Tipr)
exprimées en Kelvin génere une différence
énorme par rapport a la gamme d’activité
d’une enzyme.

Modélisation de la
résistance au gel
Malgré les incertitudes  présentées

auparavant sur les différents sous modeles
nécessaire a la simulation de la résistance
au gel, cette dernicre reste relativement
bien prédite. L’effet du sous modele sucre
est particulicrement visible sur la
dynamique de 1’hiver 2008-2009 en plaine.
Néanmoins, au printemps : la prévision des
risques de dégats du a une exposition des
bourgeons en débourrement est assez bien
simulée. C’est la dynamique d’humidité
pondérale est le parametre majeur a cette
période (cf Chapitre 2).

Ainsi, notre modele permet de prédire la
dynamique de résistance au gel en fonction
de variables climatiques tout en prenant en

Tableaul. Liste des parametres

compte DI'impact du climat sur la
physiologie des arbres. Il peut sous cette
forme, €étre testé en conditions de stress ou
de climat variable afin d’estimer sa
robustesse et permet déja de traiter et
d’évaluer les interactions entre stress a
partir du moment ol nous avons une idée
des réserves glucidiques a I’automne. Ces
réserves glucidiques automnales pouvant
soit étre mesurées, soit simulées comme
sortie d’autres modeles de simulation de la
physiologie en conditions estivales (PIAF-
Munch (Lacointe et al., ), STICS (Bresson
et al., 1998) ou Castanea (Dufréne et al.,
2005).

Enfin, un couplage avec des modeles
prédisant les aires de répartition des
especes, comme le modele Phénofit
(Chuine & Beaubien, 2001, Morin &
Chuine 2005°) permettrait de rendre plus
réaliste les cartes de distribution des
especes suite aux scenarii climatiques
prévisibles.

Symbole | Description | Unité | Valeur | Reférence

Cycle annuel

T Température seuil pour I’accumulation | C 5 Landsberg,

b de froid 1974

CU.i | Seuil de levée d’endodormance Chilling 4375 | Chapitred;
Units article soumis

a, Délai de débourrement a 0°C Jours 1281,17 | Chapitred;

article soumis

by Coefficient Sans |y g3 | Chapitred:
dimension article soumis

Humidité pondérale

M Eau liée g.g DM’ 0,5 Estimée

2 Coefficient Sans 0,13 Calibré
dimension

by Pente g.g DM 0,05 | Calibré

jour
o "l:emperaFure a laquelle 50% de ) oC 9.90 Calibré
1’absorption maximale est observée

d, Coefficient Sans 0.14 | Calibré
dimension

e Coefficient Sgns . 0.02 Calibré
dimension

£, Coefficient Sa0S | 0045 | Calibré
dimension
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22

| Coefficient

| -0,003 | Calibré

Metabolisme Glucidique

Pye Yltegse dg réaction a 25°C sans {ng.g 9M 0.541 Calibré
inactivation Jour
AHA Enthalpie d’activation de la réaction cal.mol™! 21800 Calibré
5 . Z -1
AHL, C’hangfzme?nt d enthalpl'e engendré par cal.mol 239971 | Calibré
I’inactivation par le froid
5 . Z -1
AHH., C’hangfzme?nt d’enthalpie engendré par cal.mol 100 Calibré
I’inactivation par le chaud
Température a laquelle I’enzyme est
Tio11 moitié active moitié inactivée par le Kelvin 277 Calibré
froid
Température a laquelle I’enzyme est
T1H-1 moitié active moitié inactivée par le Kelvin 330 Calibré
chaud
Pye Yltegse dg réaction a 25°C sans {ng.g 9M 0.75 Calibré
inactivation Jour
AHA Enthalpie d’activation de la réaction cal.mol’ 19557 Calibré
5 . Z -1
AHL, C’hangfzme?nt d enthalpl'e engendré par cal.mol 240440 | Calibré
I’inactivation par le froid
5 . Z -1
AHH., C’hangfzme?nt d’enthalpie engendré par | cal.mol 50000 | Calibré
I’inactivation par le chaud
Température a laquelle I’enzyme est
T moitié active moitié inactivée par le Kelvin 275 Calibré
froid
Température a laquelle I’enzyme est
TioH-10 moitié active moitié inactivée par le Kelvin 330 Calibré
chaud
Pys ) Y1te§se Qe réaction a 25°C sans {ng. g Il)M 783174 | Calibré
inactivation Jour
AHA , Enthalpie d’activation de la réaction cal.mol™! 131204 | Calibré
5 . Z -1
AHL., C’hangfzme?nt d enthalpl'e engendré par | cal.mol 328216 | Calibré
I’inactivation par le froid
5 . Z -1
AHH., C’hangfzme?nt d’enthalpie engendré par | cal.mol 50000 | Calibré
I’inactivation par le chaud
Température a laquelle I’enzyme est
T2 moitié active moitié inactivée par le Kelvin 278 Calibré
froid
Température a laquelle I’enzyme est
T2 moitié active moitié inactivée par le Kelvin 420 Calibré
chaud
Humidité pondérale critique pour Mesuré (voir
WCie I’initiation de la dégradation de g.g DM™! 1,01 .
, . chapitre3)
I’amidon en sucre
Stade de développement du bourgeon Sans
FU, a1 au dela duquel I’hydrolyse de 1’amidon di . 0,29 Fixé
imension

est inhibée
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Stade de développement du bourgeon Sans

FU_¢i2 au dela duquel I’hydrolyse de 1’amidon ) . 1,00 Fixé
h dimension

est restaurée
Frost Hardiness
a3 coefficient -2.977 | Calibré
bs coefficient 0.0022 | Calibré
C3 constante 0.0067 | Calibré
ds coefficient 0.00098 | Calibré
e3 constante 1.204 Calibré
f3 constante 56.44 Calibré
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Résumé

Le gel est un des facteurs majeurs limitant I’aire de répartition des végétaux. Il a pour
conséquence de limiter I’efficience de la circulation de seve brute par formation d’embolie
dans les vaisseaux du xyleme. Lorsqu’il y a formation de glace dans les tissus, les cellules
vivantes peuvent également étre lysées dans les organes lignifiés, et dans les bourgeons. Pour
pallier cela, différents mécanismes de résistance sont développés pour limiter la formation
d’embolie ou la résorber, pour augmenter transitoirement la tolérance a la formation de glace
dans les tissus et pour éviter d’exposer les bourgeons et jeunes feuilles aux gels printaniers
tardifs. Ces différents traits ont été caractérisés pour onze especes communes ayant des
limites altitudinales potentielles contrastées. Puis la physiologie de 1’acclimatation au gel chez
Juglans regia L. a été caractérisée, essentiellement a travers les relations entre humidité
pondérale, contenu en sucres solubles, climat et levée de dormance. L’ensemble de ces
données a permis d’élaborer un modele prédictif de la résistance au gel en relation avec la
physiologie de I’arbre qui pourrait, couplé avec d’autres modeles simulant la période estivale,
permettre d’estimer la conjonction de différents stress sur le potentiel de résistance.

Mots clés : Acclimatation au froid, Juglans regia L., Humidité pondérale, Sucres

solubles LTS5,

Abstract

Frost is one of the major limiting constraints for plants causing embolism, living cell
lysis and damages on buds during spring. Several processes are observed in trees in order to
limit embolism or refill vessels, to increase frost resistance and to avoid freezing period for
buds while bursting. Those different processes were monitored in eleven common species
according to their potential alitudinal limt. And one was selected (Juglans regia 1L.) and
physiology of acclimation was caracterised through interaction between water content, soluble
carbohydrate (which are the best explaining factors for frost resistance), climate and
dormancy release. According to those data, a predicting model for frost hardiness was built
related to physiology of acclimation. This kind of model would be usefull related to a summer
simulating model in order to estimate interaction between different stresses for frost hardiness
potential.

Key Words: Frost Acclimation, Juglans regia L., Water content, Soluble
Carbohydrate, LTso



