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RÉSUMÉ 

 

 

 

Dans toutes les régions du monde, les plantes subissent les conséquences des 
changements climatiques parfois brutaux, et utilisent des stratégies efficaces pour 
s'adapter aux stress environnementaux. L'acclimatation à ces stress se fait par 
l'activation des voies de signalisation et canaux moléculaires impliquant la perception 
du stress, la transduction du signal et l'expression de gènes et de métabolites spécifiques 
liés au stress. Dans ce travail il est question de caractériser l’expression génique des 
gènes codant pour les protéines potentiellement impliquées dans la tolérance au gel 
chez le blé Triticum aestivum. L’étude s’est penchée sur l’expression génétique de 
l’énolase (ENO) et de la 2-Cys peroxyrédoxine BAS1 au cours du traitement au froid. 
Elle s’est faite sur deux variétés de blé qui diffèrent par leur tolérance au gel, le CDC 
Buteo (variété d’hiver tolérante au gel) et KANE (variété de printemps moins tolérante 
au gel). Ces deux variétés ont été cultivées et traitées au froid pendant sept semaines. 
Des prélèvements de tissus de feuilles et de collets ont été effectués, les ARN totaux 
ont été extraits puis une PCR quantitative a été réalisée avec les amorces spécifiques 
de cinq gènes de l’énolase et du gène BAS1. Les résultats de cette étude ont montré des 
niveaux d’accumulation significatifs des transcrits des gènes de l’énolase et de la 2-
Cys peroxyrédoxine au cours du traitement au froid chez le blé. Les analyses 
préliminaires d'expression chez Arabidopsis n’ont toutefois pas permis de déterminer 
si les gènes LOS2 et 2CPA sont des orthologues de TaENO et TaBAS1 du blé. Ceci 
serait une information utile pour déterminer si la plante-modèle Arabidopsis pourrait 
être utilisées pour faciliter les analyses fonctionnelles. Néanmoins, les résultats de cette 
étude suggèrent une possible implication des protéines TaENO et TaBAS1 dans la 
tolérance au gel chez le blé, et que l’information pourrait être utilisé dans les 
programmes de sélection de plantes plus tolérantes au gel.  
 
 

Mots clés: blé, 2-Cys peroxyrédoxine, énolase, expression génique, froid 

 



 
 

 

 

 

CHAPITRE I 

 

 

REVUE DE LA LITTÉRATURE 

 

 

Les plantes sont utilisées par l'homme comme source de nourriture et de médicaments 

pour ses effets bénéfiques et toxiques sur la santé, mais aussi comme matériau de 

construction et de décoration. Sans les plantes, il n'y aurait pas de vie sur Terre. En 

effet, en tant que producteurs primaires, elles captent l'énergie solaire et la 

convertissent en énergie chimique (glucose) que d'autres organismes peuvent 

consommer. Les plantes sont également chargées de produire l'oxygène que nous 

respirons dans l'air et de recycler le dioxyde de carbone que nous produisons (Kahn, 

1999; Thomas et al., 2008). Les êtres vivants, humains et animaux, se nourrissent de 

fruits, d'herbes et d'autres éléments des végétaux. Les hommes en profitent le plus, car 

ils mangent non seulement des aliments végétaux, mais aussi les animaux utiles aux 

humains qui consomment à leur tour les plantes pour leur croissance (Kahn, 1999). De 

tous ces végétaux, les céréales occupent une place importante pour l’alimentation 

humaine ce qui amène beaucoup de recherches sur les facteurs climatiques 

environnementaux qui entravent leur bonne production et leur bonne répartition 

géographique. 
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1.1 Introduction 

 

Avec l’évolution des découvertes scientifiques au dix-neuvième et vingtième siècle, 

l’explosion démographique et industrielle a eu beaucoup de conséquences sur la 

production agricole. On est passé d’une agriculture de subsistance à une agriculture 

d’exportation en vue de faire face au besoin des populations. Cette agriculture est sous 

l’influence des facteurs environnementaux comme les précipitations, le vent, la 

chaleur, le froid et la neige. Il est donc nécessaire de comprendre l’action des facteurs 

environnementaux sur le développement des plantes céréalières en général et 

particulièrement celles qui se trouvent en régions hivernales. Cela permettra d’apporter 

des contributions pour améliorer le rendement. Selon Statistique Canada, le Canada est 

le sixième plus grand producteur de blé au monde et l'un des plus grands exportateurs 

(Statistique Canada, 2021). La production annuelle est en moyenne de plus de 35 

millions de tonnes, et le volume des exportations est d'environ 60% de la production 

totale. Cette production a connu une baisse en raison des intempéries climatiques ces 

dernières années. La production de blé au Canada en 2021 a chuté de 38,5 % pour 

s'établir à 21,7 millions de tonnes, selon Le Quotidien de Statistique Canada du 

vendredi 3 décembre 2021 (Statistique Canada, 2021). Cette baisse est principalement 

attribuable à une baisse de la production dans les Prairies. Cette chute de production 

liée aux conditions climatiques notamment la sécheresse et surtout la neige amène le 

monde scientifique à faire des études et trouver des variétés de semences plus 

résistantes et mieux adaptées à chaque région.  

 

Moins de 10% de la production de blé au Canada provient du blé d'hiver (2,77 millions 

de tonnes de grains sur les 35 millions de tonnes totales en 2020). Ceci est dû au cycle 

de reproduction du blé d’hiver, qui inclut une nécessité de vernalisation (hivernation), 

et à la tolérance maximale que le blé peut acquérir suite à l’acclimatation au froid 

survenant à l’automne. La rigueur des hivers canadiens ne permet de cultiver le blé 

d’hiver que dans les régions moins froides. Des études sont menées depuis plusieurs 
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décennies en particulier sur le plan physiologique et moléculaire pour mieux 

comprendre les modifications qui surviennent pour permettre au blé d'hiver de survivre 

aux conditions difficiles de son environnement. 

 

 

1.2 Processus de développement des plantes 

 

Le développement des plantes en général, et des plantes céréalières en particulier, 

regroupe la phase végétative et la phase reproductrice, au cours de laquelle la plante 

effectue la photosynthèse et rassemble les ressources nécessaires à sa croissance, 

floraison et reproduction. Il convient de noter que les plantes ont des habitudes de 

croissance différentes selon leur espèce et leur situation géographique. Dans les pays 

froids, la plupart des plantes céréalières économiquement importantes poussent dans 

des zones où la température est parfois très basse. Des chutes de température soudaines 

en fin de saison de croissance (avant les récoltes), pendant la période d’acclimatation 

au froid à l’automne (avant acquisition de la tolérance au gel) ou pendant la phase de 

déacclimatation au printemps (lors de la reprise de croissance) peuvent générer des 

dommages et entraîner de mauvaises récoltes. Pour ces raisons, la plante doit mettre en 

place un système de résistance au froid et au gel. Il est important de rechercher et de 

comprendre les mécanismes afin de pouvoir sélectionner de meilleures variétés plus 

résistantes (Ouellet et Charron, 2013). Ainsi les plantes qui ont un cycle de vie court 

comme la plupart des plantes céréalières se développent en fonction de leur nature 

(génétique), du temps (saison) en mettant tout en œuvre pour résister aux facteurs 

environnementaux afin d’assurer leur reproduction (Ouellet et Charron, 2013). 
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1.3 Facteurs environnementaux influençant le développement des plantes 

 

Les facteurs biotiques et abiotiques peuvent influencer collectivement ou 

individuellement le développement des plantes. Parmi les facteurs biotiques, on note 

les infections par les bactéries, virus et champignons, et les dommages causés par les 

herbivores (Calatayud et al., 2013). Les plantes doivent aussi s'adapter à différentes 

sortes de stress abiotiques tels que la pénurie ou l’excès d'eau, la forte ou la faible 

luminosité, la pollution de l'air, la salinité du sol, les températures extrêmes, le vent, et 

la toxicité dans le sol de certains métaux tels que l’aluminium, le cadmium ou 

l’arséniate. Parmi les facteurs abiotiques, les plus importants sont la lumière, la 

température et l’eau (Généré, 1997), car ces facteurs environnementaux influencent le 

développement des céréales. La température est d’une importance capitale pour les 

plantes hivernales car elle influence positivement et négativement le rendement des 

plantes céréalières. Ces dernières années, les épisodes extrêmes sont devenus plus 

fréquents et plus prononcés, causant d'énormes pertes aux régions géographiques 

touchées.  

 

1.3.1 Développement normal des plantes 

 

Chez les graminées le développement d’une plante commence par la germination, suivi 

de la mise en place des différents organes de croissance (racines, tiges et feuilles) et de 

reproduction (floraison, pollinisation, fructification). La croissance d’une plante 

dépend de son cycle de vie, de son cycle de reproduction, et aussi des conditions 

climatiques dont l’eau, la lumière, la température, et les éléments minéraux du sol. On 

a aussi les facteurs internes liés à la physiologie de la plante (hormones de croissance) 

qui sont indispensables à son développement. Lorsque les bonnes conditions sont 

réunies, les plantes font leur cycle de vie et se perpétuent en fonction de leur espèce. 

Dans leur milieu naturel, les végétaux doivent composer avec les changements 

environnementaux qui surviennent au cours de leur développement. 
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1.3.2 Développement des plantes sous stress au froid 

 

Les végétaux se développent sous différents stress environnementaux qui influencent 

leur croissance et leur reproduction. Pour qu’une plante puisse survivre et se reproduire 

face aux multiples stress environnementaux, elle doit développer des mécanismes de 

tolérance ou de résistance aux différents changements qui se produisent autour d’elle. 

Ces mécanismes de défense se développent principalement au niveau moléculaire et 

cellulaire, car les cellules représentent les unités structurelles et fonctionnelles des 

organismes. Le froid est l’un des principaux stress environnementaux des pays 

tempérés qui limite la production céréalière à cause des dommages qu’il crée au niveau 

cellulaire. Ainsi les plantes mettent en place des mécanismes qui leur permettent de 

s’acclimater au froid puis de résister au gel. 

 

1.3.3 Modifications biochimiques membranaires au cours de l'acclimatation au froid 

 

Les cellules sont constituées d'une enveloppe protectrice appelée membrane cellulaire. 

Cette couverture protectrice entoure toutes les cellules vivantes, isolant leur intérieur 

et les protégeant du monde extérieur. La membrane est composée d’une bicouche 

composée de molécules grasses appelées phospholipides (Danielli et Davson, 1935; 

Singer et Nicolson, 1972). Le type et la forme des lipides dans la membrane aident à 

maintenir la fluidité et la semi-perméabilité de la membrane. Ces caractéristiques 

déterminent les solutés qui pourront entrer dans les cellules et les autres qui en sortiront 

(Singer et Nicolson, 1972). 

 

La membrane cellulaire contient également des protéines sur sa surface interne ou 

externe (appelées protéines périphériques) ou des protéines intégrées à la membrane 

appelées protéines intégrales. Parce que les membranes sont fluides et non rigides, ces 

protéines peuvent se déplacer à travers les membranes pour répondre aux besoins des 

cellules et les maintenir en bonne santé. (Singer et Nicolson, 1972). De plus, à mesure 
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que les cellules grandissent et grossissent, la membrane augmente de taille et maintient 

sa fluidité pour faciliter cette croissance. 

 

De nombreux facteurs influencent ce comportement membranaire, et des facteurs 

environnementaux tels que la température jouent un rôle fondamental. Des 

températures trop élevées ou trop basses peuvent gravement endommager les 

membranes cellulaires, et des températures extrêmes peuvent tuer les cellules en 

affectant la membrane cellulaire. Les températures plus basses entraînent moins de 

mouvement des queues d'acides gras des phospholipides, ce qui entraîne des 

membranes plus rigides. Cela peut réduire la fluidité globale de la membrane et 

également réduire sa perméabilité, limitant l'entrée de molécules clés telles que 

l'oxygène et le glucose dans la cellule. (Singer et Nicolson, 1972). Les basses 

températures peuvent également ralentir la croissance cellulaire en empêchant 

l'augmentation de la taille des cellules. Dans des situations extrêmes telles qu’une 

exposition prolongée à des températures inférieures à zéro, le fluide extracellulaire peut 

commencer à geler, formant des cristaux de glace. Ceci cause une sortie massive d’eau 

cellulaire, menant à une déshydratation qui peut éventuellement tuer les cellules 

(Singer et Nicolson, 1972). 

 

 

1.4 Développement chez le blé d’hiver 

 

Dans les zones de l’hémisphère nord où il y a des variations de températures extrêmes 

tel que le Canada, les plantes céréalières telles que le blé se développent en fonction de 

leurs conditions physiologiques et génétiques pouvant leur permettre de passer du stade 

végétatif au stade reproducteur pour perpétuer leurs lignées. Ainsi les périodes 

favorables de développement diffèrent d’une espèce à l’autre. Le blé de printemps est 

semé au printemps c’est-à-dire fin avril et début mai dans les pays à hiver plus rude, et 

récolté en automne de la même année. La différence principale avec le blé d'hiver est 
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que le blé de printemps supporte assez difficilement les températures basses. Le blé de 

printemps n'a pas besoin de vernalisation pour atteindre le stade reproductif (Curtis et 

al., 2002).  

 

Comme l'orge et le seigle d'hiver, le blé d'hiver doit subir une vernalisation, une période 

de fraîcheur (inférieure à 5°C) pour passer du stade végétatif au stade reproducteur. 

Pour le blé, le stade cinq feuilles est le meilleur moment pour la vernalisation, mais il 

peut se produire une fois la germination commencée. Dans l'hémisphère nord, le blé 

d'hiver est généralement semé entre septembre et novembre et récolté l'été suivant. 

Chez le blé d'hiver (Triticum aestivum), le stade physiologique de la montaison est 

retardé jusqu'à la vernalisation de la plante (30 à 60 jours à des températures comprises 

entre 0°C et 5°C). (Curtis et al., 2002). Le blé d’hiver semé au printemps et qui n’a pas 

subi de vernalisation n’atteint donc jamais le stade reproductif (Curtis et al., 2002). 

 

 

1.5 Acclimatation au froid 

 

1.5.1 Définition 

 

L'acclimatation au froid est un processus complexe qui implique des changements 

physiologiques et métaboliques sous contrôle génétique qui se produit pendant une 

période d'exposition à des températures basses non négatives conduisant chez de 

nombreuses espèces à une tolérance accrue aux températures négatives (Bourion et al., 

2003). Dans la nature, les températures basses non négatives de la fin de l’automne ou 

du début de l’hiver sont les principaux déclencheurs de l’acclimatation au froid bien 

que la qualité de la lumière et la photopériode peuvent aussi être impliquées dans cette 

réponse. L'acclimatation au froid est le processus relativement lent par lequel la plante 

acquière la tolérance au gel. Au printemps, la tolérance au gel est perdue lorsque les 
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températures remontent en haut du point de congélation. Le processus de 

désacclimatation est plus rapide que l’acclimatation (Ouellet, 2002). 

 

Au Canada, l'hiver est très dur sur les végétaux car le froid ralentit les réactions 

enzymatiques, altère la conformation des lipides membranaires et autres 

macromolécules, et arrête la plupart des processus biologiques. Ceci fait en sorte que 

seules les plantes possédant les dispositions génétiques nécessaires pour s’acclimater 

au froid en vue de développer la tolérance au gel pourront survivre (Stitt et Hurry, 

2002). Lorsque la température descend en dessous de zéro degré, de la glace se forme 

dans l'espace intercellulaire où la concentration de soluté est faible, ce qui facilite la 

congélation provoquant la perte d'eau des cellules et donc la déshydratation de la 

plante. Les plantes sont capables de survivre aux dommages causés par le gel, en 

résistant au froid et au stress hydrique (Levitt et Siminovitch, 2011). Pour résister au 

froid puis au gel, des modifications ultrastructurales physiques ou biophysiques au 

niveau de la membrane plasmique sont nécessaires au cours de l’acclimatation au froid. 

 

Pendant l'acclimatation au froid on observe une augmentation à la fois du contenu en 

acides gras insaturés et du rapport phospholipides sur protéine dans la membrane. Cette 

asymétrie lipidique membranaire semble contribuer à la stabilité de la membrane à 

basse température (Sung et al., 2003). Ces changements permettent de maintenir la 

fluidité de la membrane et la fonction des protéines de transport de façon à éviter la 

fuite des électrolytes et autres molécules vers l'environnement extérieur. Dans ce 

phénomène, les cellules doivent être protégées du gel et surtout de la formation de glace 

qui draine l'eau disponible des compartiments cellulaires et endommage 

mécaniquement le système membranaire (Guy et al., 1992).  
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1.5.2 Dommages causés par le froid et le gel 

 

Les températures négatives entraînent pour l’eau le passage de l’état liquide à l’état 

solide. Cette situation, qui survient durant l’hiver, affecte sévèrement la survie et la 

croissance des plantes, car la formation de glace cause des dommages structuraux et 

ceux-ci peuvent mener à la mort des cellules. La glace formée dans les espaces 

extracellulaires provoque un écart entre la concentration de liquide intra- et 

extracellulaire et cause ainsi un mouvement de l'eau intracellulaire vers l'extérieur. Ce 

déséquilibre osmotique va donc provoquer la déshydratation cellulaire (Thomashow, 

1999). Les effets de la glace dépendent de la vitesse de la baisse de la température, de 

la sévérité et de la durée du froid. Chez les plantes sensibles au froid, les baisses de 

température entraînent des répercussions irréversibles au niveau des membranes 

cellulaires et du métabolisme cellulaire. Chez les plantes résistantes au gel, plusieurs 

barrières existent pour empêcher la formation ou contrôler le progrès de la glace 

comme la rigidification de la membrane plasmique et la synthèse de diverses protéines 

et molécules avec des propriétés antigel (Pihakaski-Maunsbach et al., 2001). 

 

1.5.3 Ajustements métaboliques en réponse à l'exposition au froid 

 

L’acclimatation au froid provoque une augmentation du contenu en sucres chez 

plusieurs plantes hivernales comme le seigle, la pomme de terre et le blé (Perras et 

Sarhan, 1984; Siminovitch et Cloutier, 1983). En effet, chez les plantes vivaces de 

climat tempéré, une forte augmentation des glucides solubles et une diminution de la 

teneur en amidon des tissus sont observées en automne et en hiver (Guy et al., 1992). 

Chez le blé d’hiver, on assiste pendant l’acclimatation au froid à une augmentation en 

contenu de sucres solubles, en sucres réducteurs et en ATP, alors qu’on n’observe pas 

les mêmes changements chez le blé de printemps (Perras et Sarhan, 1984). 

L'accumulation en sucres et autres composés augmente l’osmolarité intracellulaire, ce 

qui peut réduire la température de cristallisation de la glace et la quantité de glace 
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formée. Pendant l’acclimatation au froid, les activités métaboliques cellulaires des 

plantes sont ralenties, c’est-à-dire que les cellules réduisent les activités de croissance 

et de reproduction pour se concentrer sur la production de protéines et de molécules 

pouvant aider à résister contre le gel. Certains composés produits dans ces périodes 

dans la cellule peuvent agir comme osmoprotecteurs; ce sont des acides aminés comme 

la proline et la glycine bétaïne, mais aussi des sucres solubles comme le sorbitol ou les 

polyamides. Ces ingrédients sont très solubles et non toxiques pour les cellules. Les 

osmoprotecteurs agissent pour augmenter la pression osmotique dans le cytoplasme et 

peuvent stabiliser les protéines et les membranes même à des températures 

défavorables (Breton et al., 2000). Ces solutés dans le cytoplasme contribuent à la 

survie des cellules en cas de gel en réduisant les pertes d’eau durant la déshydratation 

induite par la cristallisation de l’eau extracellulaire pour former la glace. 

 

 

1.6 Voie de signalisation en réponse au stress au froid (ICE-CBF-COR) 

 

Les mécanismes par lesquels les plantes perçoivent les signaux environnementaux et 

les transmettent à la machinerie cellulaire pour déclencher des mécanismes de réponse 

appropriés sont cruciaux pour leur croissance et leur survie. La transmission ou la 

transduction des signaux de stress est la première étape par laquelle les plantes 

établissent des mécanismes d'adaptation ou des réponses à diverses stress 

environnementaux (Zhu, 2016). Dans ce contexte de stress environnementaux, une voie 

de transduction du signal débute par la reconnaissance de ce signal au niveau 

membranaire constituant le premier messager, suivie de la production du deuxième 

messager et éventuellement des facteurs de transcription (Zhu, 2016). Ces facteurs de 

transcription contrôlent l'expression de gènes impliqués dans la réponse au stress, 

incluant des changements morphologiques, biochimiques et physiologiques à court et 

à long terme (Calatayud et al., 2013; Zhu, 2016). Ce phénomène est connu sous le nom 

de cascade de signalisation due au stress (au froid par exemple) qui implique plusieurs 
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facteurs connus et d’autres en cours d’étude. Les voies de signalisation de différents 

stress abiotiques partagent parfois des éléments communs. Des études sur la 

signalisation cellulaire en réponse au froid ont montré que plusieurs éléments sont 

impliqués dans les diverses voies (Figure 1.1). 

 

L’une des voies étudiées chez plusieurs plantes en réponse au froid est la voie de 

signalisation ICE (inducer of CBF expression) - CBF (C-repeat Binding Factor) – COR 

(cold-regulated). La voie de signalisation ICE-CBF-COR a été identifiée et étudiée 

dans un certain nombre de plantes modèles des zones d'hiver (Arabidopsis, blé, seigle, 

riz, tomate, patate) et s’est avérée nécessaire pour l'adaptation de ces plantes au froid 

et au gel (Shi et al., 2018). Le premier signal de cette voie est encore mal connu, mais 

la rigidification de la membrane pourrait donner le coup d’envoi. L’activation des 

canaux calciques provoquant l’entrée du calcium dans le cytoplasme constitue le 

second messager. Ceci entraîne l’activation des protéine-kinases dépendante du 

calcium (CDPK) qui relaient les signaux calciques (Ca2+) entraînant la phosphorylation 

et l'activation de la cascade MAPK (mitogen-activated protein kinase) dû à l’entrée du 

calcium dans le cytoplasme. Cela a pour effet d’activer des facteurs de transcription 

(CBF/DREP) qui déclenchent l’induction des gènes de réponse au stress au froid (ICE, 

COR) (Koc et al., 2015). 
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Figure 1.1   Voies de transduction du signal du stress au froid chez les plantes. Lors de 
la perception d'un stress dû au froid par les récepteurs inconnus entraînant la 
rigidification des membranes, une cascade de signalisation intracellulaire complexe est 
activée impliquant des molécules secondaires, des protéines kinases, des facteurs de 
transcription, etc. pour développer une réponse au froid (tiré de Koc et al., 2015). 
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1.6.1 Facteurs de transcription « Inducer of CBF Expression » (ICE) 

 

Les protéines ICE sont essentielles dans la voie de signalisation ICE-CBF-COR en tant 

que transducteur de signal lié à la tolérance au gel chez les plantes. Chez Arabidopsis, 

deux membres de la famille ICE, ICE1 et ICE2, ont été identifiés. ICE1 code pour un 

facteur de transcription de type MYC bHLH (basic helix-loop-helix) qui se lie au 

promoteur de CBF3 et active son expression dans les situations de basses températures 

(Chinnusamy et al., 2003). Plusieurs études ont montré que la mutation ice1 dominante 

bloque l'induction de CBF3 par le froid mais pas de CBF1 ou CBF2. La surexpression 

de ICE1 entraîne une augmentation de la tolérance au gel, alors que les plantes 

mutantes ice1 sont hypersensibles au stress et sont incapables de s'acclimater au froid 

(Chinnusamy et al., 2003; Wang et al., 2017). ICE1 s’exprime de façon constitutive, et 

la protéine a été localisée dans le noyau. Certaines études ont montré qu’il n'induit 

l'expression des CBFs que sous stress de froid. Comme l'expression de ICE est 

constitutive et que ICE induit l'expression de CBF seulement au froid, cela suggère que 

le froid induit des modifications post-traductionnelles de ICE qui la rendent active 

(Thomashow, 2010). D’autres études ont démontré une homologie entre ICE1 et ICE2, 

ainsi la surexpression de ICE2 chez Arabidopsis augmente la capacité des plantes 

transgéniques à survivre à des températures négatives après une acclimatation au froid. 

De plus, la surexpression d'ICE2 contribue à la formation des stomates et à la régulation 

du temps de floraison (Kurbidaeva et al., 2014). Des homologues ICE ont été identifiés 

chez le blé, TaICE41 et TaICE87 dont la surexpression chez Arabidopsis améliore la 

tolérance au gel, suggérant l'importance des homologues ICE dans la réponse au stress 

dû au froid chez le blé d’hiver (Badawi et al., 2008). Plusieurs études ont pu identifier 

des homologues de ICE1 chez plusieurs espèces de plantes et leur implication dans la 

régulation de la réponse au froid, agissant dans les premières étapes de la voie de 

signalisation liée au froid ICE-CBF-COR (Hwarari et al., 2022; Wang et al., 2017). 
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1.6.2 Facteurs de transcription « C-repeat Binding Factors » (CBF) 

 

Les CBF représentent une famille de gènes impliquée dans les processus de tolérance 

à différents stress, dont le gel. En 1997, une étude a rapporté l'isolement d'un ADNc 

d'Arabidopsis thaliana qui code pour une protéine nommée CBF1 (C-repeat/DRE 

Binding Factor 1) pouvant lier l’élément C-repeat/DRE. L'analyse de la séquence 

d'acides aminés a indiqué que la protéine a une masse moléculaire de 24 kDa, une 

séquence de localisation nucléaire potentielle et un possible domaine d'activation acide 

(Stockinger et al., 1997). Cette étude a révélé que CBF1 possède également un domaine 

AP2, qui est un motif de liaison à l'ADN d'environ 60 acides aminés présent dans les 

protéines APETALA d'Arabidopsis (Stockinger et al., 1997). Dans cette étude, la 

liaison de CBF1 au C-repeat/DRE a été démontrée dans des tests de retard sur gel 

utilisant la protéine CBF1 recombinante exprimée dans Escherichia coli. De plus, 

l'expression de CBF1 dans la levure s'est avérée efficace pour activer la transcription 

des gènes rapporteurs contenant la répétition C/DRE en tant que séquence activatrice 

en amont, mais pas les versions mutantes de l'élément d'ADN. Ceci veut dire que CBF1 

peut fonctionner comme un activateur transcriptionnel qui se lie spécifiquement à 

l'élément régulateur de l'ADN C-repeat/DRE et, par conséquent, est susceptible de 

jouer un rôle dans l'expression des gènes régulés par le froid et la déshydratation chez 

Arabidopsis (Stockinger et al., 1997). 

 

En 2002, quatre orthologues des gènes CBF/DREB1 de l'oléagineux d'hiver Brassica 

napus (BNCBF5, 7, 16 et 17), un parent d'Arabidopsis, ont été isolés et caractérisés et 

leurs similitudes et différences avec les gènes CBF/DREB1 ont été rapportées (Gao et 

al., 2002). L’étude a révélé que les BNCBF5, 7 et 16 sont très similaires au CBF1 

d'Arabidopsis alors que BNCBF17 est différent car il contient deux régions 

supplémentaires de 16 et 21 acides aminés dans le domaine acide. Les transcrits de 

BNCBF17 et autres BNCBF s’accumulent dans les feuilles dans les 30 minutes suivant 

l'exposition au froid des semis de Brassica et précèdent l'accumulation de transcrits du 
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gène BN28 inductible par le froid, un orthologue du gène cor6.6 ou KIN d'Arabidopsis 

(Gao et al., 2002). L'accumulation d'ARNm de BNCBF17 induite par le froid était 

rapide mais de courte durée par rapport aux transcrits BNCBF5/7/16. 

 

En 2007 une étude chez le blé a dénombré 37 gènes CBFs subdivisés 15 groupes 

différents (Badawi et al., 2007). Les CBF sont des éléments clés pour augmenter la 

tolérance au froid chez les plantes car une étude a montré que la surexpression des CBF 

dans le riz, le maïs, l'orge, le blé et autres espèces végétales conduit à une amélioration 

significative de la tolérance aux basses températures chez les plantes transgéniques (Hu 

et al., 2020; Medina et al., 2011; Qin et al., 2004). En 2016 des études de mutation et 

d’insertion d’ADN-T ont utilisé la technologie CRISPR/Cas9 (clustered regularly 

interspaced short palindromic repeats/ caspase 9) pour muter CBF1 et CBF1/CBF2 et 

générer des mutants doubles cbf1 cbf3 et un mutant triple cbf1 cbf2 cbf3 (Jia et al., 

2016). Ces expériences ont montré que la réponse de ces mutants cbfs au stress au froid 

est altérée et l’on observe la présence d’une biomasse plus importante que le type 

sauvage, signifiant que les CBF agissent pour équilibrer la tolérance au froid et la 

croissance des plantes (Jia et al., 2016). Plusieurs de ces gènes CBF ont été caractérisés 

chez des espèces de Triticeae, dont TaCBF14 et TaCBF15, deux facteurs de 

transcription CBF du blé qui joueraient un rôle important dans la réponse au stress dû 

au froid (Soltész et al., 2013).  

 

1.6.3 Gènes « cold-regulated » (COR) 

 

Les gènes COR (Cold Regulated) font généralement référence aux protéines 

protectrices codées par les gènes régulés par le froid. Ces protéines s'accumulent pour 

faciliter l'acclimatation au froid et la tolérance au gel (Liu et al., 2022). Plusieurs études 

montrent que les CBFs jouent un rôle important dans la régulation de l’expression de 

ces gènes lors de l’acclimatation au froid. Pour activer la transcription des gènes COR 

en réponse au stress au froid, les CBFs se lient à la séquence C-Repeat/Dehydration 
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Responsive Element (CRT/DRE) (5’-CCGAC-3’) dans les promoteurs des gènes COR 

(Shi et al., 2017). Dans le blé, l’expression du gène TaDREB1 (dehydration responsive 

element binding protein1), un homologue du gène DREB2 chez Arabidopsis, est élevée 

sous stress de froid (Shen et al., 2003). L'acclimatation au froid conduit à l’activation 

d’un groupe de gènes nommés Wcor (wheat cold-regulated) et Wcs (wheat cold-

specific) qui démontrent un niveau d'expression plus élevé chez les cultivars de blé 

d'hiver comparativement aux cultivars de blé de printemps. Certains de ces gènes 

inductibles par le froid codent pour des protéines de type déhydrine (DHN) telles que 

la WCS120 (Houde et al., 1992), Wcs200 (Ouellet et al., 1993), Wcor410 (Danyluk et 

al., 1998). Des études de délétions de la région promotrice du gène WCS120 ont révélé 

la présence de deux éléments CRT/DRE qui induisent l’activation des gènes 

responsables de la réponse au stress au froid (Ouellet et al., 1998). La transcription du 

gène WCS120 est activée par TaDREB1 et est corrélée avec l’augmentation de la 

tolérance au gel chez le blé. L’expression du gène TaDREB1, un homologue du gène 

DREB2 chez Arabidopsis, est aussi activée par le froid (Egawa et al., 2006). On 

rencontre d’autres gènes qui répondent fortement au stress au froid chez le blé tel que 

le gène T. aestivum Abiotic Stress-Induced DNA Binding Factor a (TaAIDFa) qui est 

nettement activé par le stress dû au froid. Certaines études ont montré que la 

surexpression de TaAIDFa chez Arabidopsis augmente la transcription des gènes 

régulés par le froid comme RD29A et COR15A pour améliorer la tolérance au froid des 

lignées transgéniques (Xu et al., 2008). 
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Figure 1.2   Voie de signalisation ICE-CBF-COR. La voie de signalisation ICE-CBF-
COR joue un rôle vital chez le blé. Le stress au froid rigidifie la membrane plasmique 
altérant sa fluidité, et active les protéines kinases. Les kinases régulent positivement la 
voie de signalisation due au froid du blé en phosphorylant les protéines TaICE, 
notamment TaICE41 et TaICE87. TaICE se lie directement aux promoteurs des TaCBF 
pour réguler leur expression. Ensuite, les TaCBF se lient à la séquence CRT/DRE dans 
les promoteurs des gènes TaCOR tels que Wrab15, Wrab17, Wrab18, Wrab19, WCS19, 
WCS120, Wcor14 et Wcor15 pour l’activation de la transcription en réponse au stress 
dû au froid (tiré de Liu et al., 2022). 

 

 

1.7 Régulation dans la réponse au froid 

 

1.7.1 Régulation hormonale dans la réponse au froid 

 

Les études des substances retrouvées chez les plantes résistantes pendant les périodes 

hivernales montrent la présence de certaines hormones telles que les brassinostéroïdes 

(BR). Ce sont des hormones végétales stéroïdiennes qui jouent un rôle dans la 
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croissance et le développement des plantes par la régulation de processus tels que la 

division et l'expansion cellulaires. Ces hormones peuvent également protéger les 

plantes contre une variété de stress abiotiques tels que la sécheresse, le sel, la chaleur 

et le froid. Certains travaux ont mis en lumière les mécanismes moléculaires par 

lesquels les BR contribuent à augmenter la tolérance des plantes au froid et au gel chez 

la tomate et Arabidopsis (An et al., 2023; Eremina et al., 2016). On note également une 

réponse adaptative par laquelle les plantes augmentent leur tolérance au gel après 

exposition à des températures basses non négatives (Eremina et al., 2016). Ces travaux 

démontrent qu’une application exogène des BR augmentent l'expression de CBF (An 

et al., 2023; Eremina et al., 2016). 

 

Il existe au moins deux voies de signalisation pour la régulation de l’expression des 

gènes en réponse au froid. La voie la plus commune est la voie dépendante de l’acide 

abscissique (ABA), mais une voie indépendante de l’ABA joue également un rôle 

mineur, mais significatif (Gusta et al., 2005). À l'heure actuelle, le système de 

régulation des gènes inductibles par le froid le mieux compris qui appartient à la voie 

indépendante de l'ABA a été identifié chez Arabidopsis. D’autre part, la voie 

dépendante a été mise en évidence par le fait que le niveau de l’ABA augmente chez 

plusieurs plantes traitées au froid, et que de nombreux gènes inductibles par le froid 

réagissent à l'application exogène d'ABA (Baker et al., 1994). Certaines études ont 

montré que l'expression des gènes COR dépendants de l'ABA et des gènes COR 

indépendants de l'ABA (WCS19, WCS120, Wcor14 et Wcor15) est significativement 

augmentée par le stress de froid chez le blé (Shi et al., 2017). 

 

1.7.2 Régulation de l’expression génétique par les basses températures 

 

L’expression des gènes est soit ubiquitaire dans la plante ou spécifique à un tissu ou à 

un groupe de tissus donné (Callen, 2005). La transcription d’un gène est déterminée 

par son promoteur et les facteurs de transcription requis. Le promoteur est une portion 
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de l’ADN située en amont de la région codante et qui porte séquences cis-régulatrices 

spécifiques (Callen, 2005; Pribnow, 1975). La fixation et l'activation de l'ARN 

polymérase est sous le contrôle des facteurs de transcription qui se fixent au niveau de 

ces éléments pour démarrer la synthèse de l'ARN (Callen, 2005). L'organisation des 

séquences promotrices est très différente entre les procaryotes et les eucaryotes, mais 

elle est beaucoup plus complexe chez les eucaryotes. Les éléments rencontrés ne sont 

cependant pas observés dans l'ensemble des promoteurs eucaryotes et ne sont pas 

nécessaires à l'initiation de la transcription. Chez les plantes beaucoup d’études ont été 

menées pour déterminer des éléments communs à différents stress environnementaux 

qui sont capables d’activer l’expression de différents gènes. Les différents stress 

environnementaux dans cette étude qui ont parfois des éléments communs sont la 

température, la sécheresse, la salinité, et certains régulateurs de croissance comme 

l’ABA, le méthyl jasmonate. 

 

 

1.8 Protéines induites lors de l’acclimatation au froid 

 

Les différentes protéines et solutés produits lors de l’acclimatation au froid sont le 

résultat de l’activation de plusieurs gènes (Thomashow, 1999). Les gènes induits par 

le froid chez les plantes sont nommés gènes COR (Cold Regulated), CS (Cold specific), 

LTI (Low Temperature Induced), KIN (inductible par le froid), RD (Responsive to 

Desiccation), ERD (Early Dehydration-inducible) et LEA (Late Embryogenesis 

Abundant). Ces gènes codent pour des protéines antigels, des protéines hydrophiles 

similaires au déhydrines, des protéines impliquées dans le transfert des lipides, des 

désaturases de lipides, des chaperons moléculaires, des enzymes impliquées dans la 

biosynthèse de cryoprotecteurs et des protéines impliquées dans la signalisation et la 

régulation de la transcription (Thomashow, 1999). L'identification des gènes COR a 

été réalisée chez plusieurs espèces telles qu'Arabidopsis, l'orge, le riz et le blé. 
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L’activation de ces gènes se fait suivant plusieurs canaux appelés voies de 

signalisations liées au stress. 

 

1.8.1 Protéines de tolérance au gel du blé d’hiver 

 

Le degré de tolérance au gel d’une plante dépend de sa capacité à maintenir 

l’expression de gènes inductibles par le froid à un haut niveau pendant la période 

d’acclimatation (Ouellet, 2002). Chez le blé d’hiver, plusieurs protéines ont été 

caractérisées expérimentalement et les études ont montré leur association dans le 

phénomène de tolérance au gel chez la plante. WCS120 (wheat cold-specific), un gène 

codant pour l’une des déhydrines, s’accumule à des niveaux élevés lors d’une 

exposition au froid et a été suggéré comme pouvant jouer un rôle de protection des 

molécules et des structures cellulaires pendant la congélation (Houde et al., 1995; 

Vazquez-Tello et al., 1998). Le nombre de copies et l’organisation des gènes 

inductibles chez les cultivars de blé sensibles et tolérants au gel sont les mêmes. 

Cependant, l'expression des gènes induits par les basses températures comme 

WCS120 chez les espèces tolérantes reste toujours élevée lors de l'exposition aux 

basses températures, alors qu'elle demeure à un niveau bas chez les espèces moins 

tolérantes (Ouellet, 2002). Un grand nombre de protéines de type déhydrine dans la 

plupart des céréales inductibles au froid sont localisées à proximité des tissus 

vasculaires (Houde et al., 1995). Elles ont été détectées dans le cytosol ou le noyau de 

certaines cellules et elles fonctionnent comme cryoprotecteurs en stabilisant les 

macromolécules cellulaires ou les structures cellulaires. Chez le blé, les travaux de 

Houde par la technique de l’immunolocalisation ont montré que la déhydrine WCS120 

s'exprime uniquement dans le cytoplasme et le nucléoplasme de cellules de la région 

vasculaire (Houde et al., 1995). Ces régions sont connues comme étant très sensibles 

aux basses températures et jouent un rôle important dans la protection des cellules qui 

entourent les canaux vasculaires parce que c'est là que surviennent les premiers 

dommages causés par le gel. Chez le blé, certaines déhydrines acides telle que 



21 
 

 
 

WCOR410 seraient impliquées dans la cryoprotection de la membrane plasmique des 

cellules de la région vasculaire (Danyluk et al., 1998).  

 

Parmi les gènes inductibles par les basses températures, on rencontre plusieurs gènes 

qui codent pour des protéines antigel qui ont une affinité pour la glace et possèdent la 

propriété d'inhibition de la recristallisation de la glace mais pas celle d’hystérèse 

thermique (Chow-shi-yée et al., 2016a; Jia et Davies, 2002; Tremblay et al., 2005). 

C’est l’exemple des gènes TaIRI-1 et TaIRI-2 (Triticum aestivum ice recrystallization 

inhibition) qui sont régulés à la hausse pendant l’acclimatation au froid (Tremblay et 

al., 2005). Ces travaux ont montré que chez le blé d’hiver Norstar, les transcrits du 

gène TaIRI-1 ont été observés dans les feuilles, les collets et les racines. Les transcrits 

du gène TaIRI-2 ont été observés uniquement dans les feuilles. Les protéines TaIRI-1 

et TaIRI-2 s’accumulent également dans des conditions froides et minimisent les 

dommages aux cellules pendant les processus de gel et dégel en inhibant la croissance 

des cristaux de glace à travers les domaines de liaison à la glace (Chow-shi-yée et al., 

2016a; Tremblay et al., 2005).  

 

1.8.2 Nouvelles protéines potentiellement impliquées dans la tolérance au gel chez le 

blé 

 

Des études sur la cryoconservation des cellules animales avec un mélange de protéines 

solubles du blé d’hiver ont permis de révéler des protéines qui pourraient être 

impliquées dans la tolérance au gel chez le blé. Il a été démontré que ces protéines 

candidates avaient une haute efficacité pour la conservation des cellules des 

mammifères à ultra-basse température. Parmi les protéines caractérisées, on a l’énolase 

(TaENO), la 2-Cys peroxyrédoxine BAS1 (TaBAS1) et la chaperonine 60 (TaCPN60) 

(Grondin et al., 2015). En plus d’améliorer la viabilité des cellules post-décongélation, 

ces protéines maintiennent les fonctions métaboliques spécifiques aux cellules du foie 

de rat à des cellules pancréatiques d’une ligné humaine. La suite de ces études a montré 
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que WCS120, TaIRI-2, TaENO et TaBAS1 protègent les hépatocytes contre 

l’activation de l’apoptose pendant la cryoconservation (Chow-shi-yée et al., 2020). Le 

mode d’action précis de ces protéines reste à élucider, mais les résultats indiquent que 

ces protéines pourraient jouer un rôle protecteur chez les plantes qui ont besoin de 

survivre à la congélation. 

 

1.8.2.1 Protéines Énolase 

 

L'énolase connue sous les noms de phosphopyruvate hydratase ou 2-phosphoglycérate 

déshydratase, découverte par Lohmann et Meyerhof en 1934, est une métalloenzyme 

responsable de la conversion du 2-phospho-D-glycérate (2PG) en 

phosphoénolpyruvate (PEP), la 9e et avant-dernière étape de la glycolyse avec un pH 

optimum de 6,5 (Díaz-Ramos et al., 2012; Pancholi, 2001). Elle appartient à la famille 

des lyases qui catalyse également la réaction inverse selon l'accès de la cellule au 

glucose. Le sens de la réaction est déterminé en fonction des besoins de la cellule, qui 

doit adapter son métabolisme pour obtenir l'énergie indispensable pour la réalisation 

des processus vitaux (Pancholi, 2001). La protéine est un homo- ou hétérodimère d’un 

poids moléculaire total qui varie entre 82000 daltons à 100000 daltons suivant son 

isoforme et l’espèce (Díaz-Ramos et al., 2012).  

 

 

 

L’énolase est considérée comme un enzyme clair de lune (« moonlighting functions »), 

car de nombreuses fonctions différentes de sa fonction classique lui ont été attribuées 
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à ce jour aussi bien chez les bactéries que chez les eucaryotes. Parmi ces rôles, on note 

une participation au maintien de la forme cellulaire ainsi qu'au trafic vésiculaire en 

interagissant avec les protéines du cytosquelette. Dans le noyau des cellules de 

mammifères, elle agit comme un facteur de transcription qui régule l'expression des 

gènes associés à la prolifération cellulaire. Elle coopère pour maintenir la stabilité des 

ARNm dans le dégradosome chez les bactéries. Chez les agents pathogènes tels que 

Streptococcus pneumoniae et Trypanosoma cruzi, elle semble agir comme un facteur 

de virulence important. Il a également été constaté que chez Streptococcus pyogenes, 

l'énolase est excrétée dans l'environnement extracellulaire, facilitant la dégradation 

tissulaire et l'évasion du système immunitaire chez l'hôte.  

 

L’énolase est une enzyme présente dans tous les tissus et organismes qui réalisent la 

glycolyse. On distingue à ce jour trois isoformes d'énolase, ENO1 (ENO-α), ENO2 

(ENO-γ) et ENO3 (ENO-β). Chaque isoforme peut être sous forme hétéro ou 

homodimère αα, αβ, αγ, ββ et γγ (Zhu et al., 2015). Les énolases sont localisées 

principalement dans le cytosol, un compartiment dans lequel la glycolyse et la 

gluconéogenèse ont lieu dans la plupart des organismes. Cependant, certaines énolases 

ont également été détectées dans d'autres compartiments cellulaires tels que la 

membrane plasmique de nombreux agents pathogènes, et dans les chloroplastes chez 

les plantes. L'énolase se retrouve à la surface d'une variété de cellules eucaryotes 

animales en tant que puissant récepteur liant le plasminogène (Nakajima et al., 1994). 

Chez la levure Saccharomyces cerevisiae, l’une des nombreuses protéines de choc 

thermique (HSP) induites à des températures élevées est la HSP48, identifiée comme 

une α-énolase. L’α-énolase est un produit du gène ENO1 et on pense qu'elle est 

impliquée à la fois dans la tolérance thermique et dans le contrôle de la croissance de 

la levure (Mitsutake et al., 1996). Certaines études ont montré que le gène qui exprime 

l'énolase n'est pas un gène domestique puisque son expression varie selon les 

conditions physiopathologiques, métaboliques ou de développement des cellules (Mc 

Alister et Holland, 1982). Plusieurs études chez les bactéries et certaines cellules 
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animales ont rapporté que les ARN messagers (ARNm) spécifiques de l'énolase 

augmentent à un niveau très élevé dans les cellules en croissance exponentielle, mais 

reste à un niveau presque indétectable dans la phase stationnaire (phase de repos 

cellulaire) (Giallongo et al., 1986). 

 

Dans les cellules non photosynthétiques, l’énolase joue comme déjà mentionné un rôle 

très important dans la glycolyse pour le maintien du métabolisme énergétique. 

Cependant, la situation est différente chez les végétaux parce que les cellules végétales 

dépendent principalement de la photosynthèse pour leur approvisionnement en énergie. 

Ainsi une étude chez la tomate a montré une forte accumulation des ARNm de l’énolase 

au niveau des racines, mais seulement une faible quantité d’ARNm au niveau des 

feuilles et des fruits (Mitsutake et al., 1996). Chez Arabidopsis, cette enzyme est 

retrouvée dans les mitochondries. Ceci est lié au rôle que jouent les mitochondries dans 

les réactions métaboliques. 

 

Une étude a montré que le gène LOS2, qui code pour une énolase, est essentiel pour la 

tolérance au gel chez Arabidopsis (Lee et al., 2002). En effet, la mutation los2-1 

diminue l'expression des gènes inductibles par le froid, tels que COR15A, COR47, 

KIN1 et l'alcool déshydrogénase (ADH). Cependant, le niveau de transcrit CBF2 n'est 

pas affecté dans la mutation los2-1, ce qui implique que LOS2 ne fonctionne pas en 

amont du gène CBF2. 

 

Dans les études de cryoconservation de cellules mammifères mentionnées plus haut, il 

a été démontré que la protéine TaENO recombinante protégeait mieux que le 

diméthylsulfoxyde (DMSO), un agent de cryoconservation utilisé couramment. Les 

protéines recombinantes confèrent leur protection même si l’activité enzymatique de 

la protéine a été détruite (Grondin et al., 2013). Une étude subséquente a révélé que 

TaIRI-2 et TaENO ont une forte activité d’inhibition de la recristallisation de la glace 

(une propriété qui caractérise les protéines antigel), mais que TaENO ne possède pas 
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de domaines typiques de liaison à la glace (Chow-shi-yée et al. 2016a). Ceci suggère 

l'existence de nouveaux domaines qui n'ont pas encore été caractérisés. 

 

1.8.2.2 Protéine 2-Cys peroxyrédoxine BAS1 

 

Les peroxyrédoxines (PRX), découvertes à l'origine dans la levure, sont impliquées 

dans l'homéostasie redox et en réponse au stress oxydatif associé à la maladie, au 

vieillissement ou au stress environnemental (Baier et Dietz, 1997; Dietz, 2011). Chez 

les animaux, c’est la famille d’enzymes antioxydantes ubiquitaires qui contrôlent 

également le taux de peroxyde induit par les cytokines, et interviennent de ce fait dans 

les mécanismes de transduction de signal dans les cellules (Baier et Dietz, 1997; Rhee 

et al., 2005). Chez les humains, les PRX identifiées sont PRX1, PRX2, PRX3, PRX4, 

PRX5 et PRX6, et elles sont retrouvées dans divers compartiments sous-cellulaires. 

Celles-ci sont distinguées historiquement en trois classes: les peroxyrédoxines 1-Cys, 

les peroxyrédoxines 2-Cys typiques et les peroxyrédoxines 2-Cys atypiques.  

 

Chez les plantes comme Arabidopsis thaliana, 10 gènes nucléaires codent pour les 

PRX classées en quatre groupes en fonction du nombre de résidus Cys redox-actifs et 

sur la forme catalytique (Dietz, 2011). Les 2-Cys PRX sont des protéines plastidiques 

codées par deux gènes, 2-Cys PRXA et 2-Cys PRXB. Elles possèdent deux résidus 

cystéine conservés et sont actives comme homodimères affichant une conformation 

tête-bêche typique. Dans les feuilles, les PRX sont abondantes et représentent environ 

1% des protéines chloroplastiques (Dietz, 2011). Les fonctions physiologiques des 2-

Cys PRX végétales ont été étudiées principalement chez Arabidopsis thaliana. Comme 

mentionné plus haut, les 2-Cys Prx sont des enzymes antioxydantes responsables de la 

réduction de H2O2 en H2O, à l'aide d'un système catalytique impliquant la thiorédoxine 

(Trx) et la thiorédoxine réductase dépendante du NADPH (TrxR) (Poynton et 

Hampton, 2014). Les 2-Cys Prxs peuvent également détoxifier les hydroperoxydes 

lipidiques et le peroxynitrite (Poynton et Hampton, 2014). Cette fonction dépend de la 
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position et de la configuration tridimensionnelle de deux résidus Cystéine qui jouent 

un rôle fondamental dans leur site actif. Le résidu Cys peroxydatif est oxydé en une 

forme sulfénique (Cys–SOH) par des hydroperoxydes, notamment H2O2, des 

peroxydes organiques, des hydroperoxydes de protéines, et du peroxynitrite (Poynton 

et Hampton, 2014). La forme sulfénique oxydée réagit alors avec la Cys de position 

adjacente (« resolving cysteine ») pour former un pont disulfure, qui est réduit par le 

système Trx/TrxR/NADPH. Dans ce processus les 2-Cys Prxs pourraient être 

considérés comme des capteurs redox efficaces qui maintiennent de faibles niveaux de 

H2O2 à l'état d'équilibre (Dietz, 2011; Rhee et al., 2005). 

 

Chez les plantes, la 2-Cys peroxyrédoxine BAS1 est une protéine du chloroplaste qui 

a été localisée dans les tissus verts principalement (Baier et Dietz, 1997). La 

localisation cellulaire des protéines BASl a été étudiée dans les feuilles primaires de 

l’orge fractionnées en protoplastes de mésophylle et en protoplastes d'épiderme non 

vert. Une analyse d’immunobuvardage a été réalisée avec un anticorps anti-BAS1. Les 

résultats ont montré une forte bande antigénique visualisée dans les extraits de 

protoplastes de mésophylle. Les recherches approfondies de ces résultats ont indiqué 

une relation positive entre la teneur en chloroplastes des fractions respectives et la force 

du signal immunogène (Baier et Dietz, 1997). Chez le blé, une étude a démontré que 

la double suppression de PRXA et PRXB entraîne une diminution de la croissance chez 

la plante (Pulido et al., 2010). L’activité cryoprotectrice de TaBAS1 sur les cellules 

mammifères pourrait venir d'une protection contre les ROS générés lors de la 

congélation/décongélation. Une fonction similaire pourrait survenir dans les 

chloroplastes des plantes qui doivent passer l'hiver. 
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1.9 Étude présente 

 

1.9.1 Problématique 

 

Dans les pays où l’hiver est très rude, on assiste parfois à des pertes de récoltes 

céréalières, notamment le blé qui est largement cultivé dans ces zones. Des études sont 

menées afin de trouver des variétés qui résistent mieux aux variations brutales et 

sévères du climat, précisément le gel et le dégel. Dans ces dernières décennies, des 

recherches sont menées chez les plantes hivernales céréalières pour comprendre les 

modifications physiologiques, moléculaires et biochimiques qui surviennent chez ces 

plantes avant, pendant et après les périodes hivernales. Plusieurs protéines associées à 

la tolérance au gel ont été identifiées chez le blé en utilisant des approches classiques 

de criblage de librairies d’ADNc. Plus récemment, une étude sur la cryopréservation 

de cellules mammifères a montré que les protéines énolase (TaENO) et 2-Cys 

peroxyrédoxine (TaBAS1) sont efficaces pour la conservation des cellules mammifères 

à des températures ultra basses (Chow-Shi-Yée et al., 2016b; Grondin et al., 2015). 

Des hypothèses se posent alors sur la possible implication de ces protéines dans une 

protection du blé contre les dommages résultant du gel et du dégel. 

 

 

1.9.2 Hypothèse et objectif 

 

Mon hypothèse est que les protéines énolase et peroxyrédoxine BAS1 sont associées à 

la tolérance au gel chez le blé. Pour pouvoir vérifier cette hypothèse, je m’étais fixé 

comme objectif de déterminer les profils d’expression des différents gènes ENO et 

BAS1 pendant le traitement au froid. J’ai choisi deux variétés de blé qui diffèrent dans 

leur tolérance au gel (un blé d’hiver plus tolérant et un blé de printemps moins tolérant), 

et les analyses ont été faites par qPCR. 



 
 

 

 

 

CHAPITRE II 

 

 

MATÉRIEL ET MÉTHODES 

 

 

2.1 Matériel végétal et conditions de croissance 

 

Pour faire cette étude, j’ai utilisé des génotypes de blé de printemps et d’hiver (Triticum 

aestivum L.), deux variétés de blé qui diffèrent par leur tolérance au gel. CDC Buteo 

est un cultivar de blé roux d'hiver de l'Ouest canadien, très tolérant au gel. C’est une 

variété de taille moyenne, moyennement résistante à la rouille des tiges et des feuilles, 

rustique et avec un bon potentiel de rendement en grain. Il est bien adapté aux prairies 

de l'Ouest canadien, avec des grains de haute qualité et des rendements élevés, et est 

largement acceptée commercialement en Saskatchewan (Fowler, 2010). KANE est une 

variété de blé de printemps moins tolérante au gel dont la qualité d'utilisation finale et 

les caractéristiques visuelles du grain sont comparables à celles de la classe de blé roux 

de printemps de l'Ouest canadien. KANE a été évalué dans les essais de la Central 

Bread and Wheat Coopérative de 2003 à 2005 et s'est bien adapté aux régions 

productrices de blé du Canada (Manitoba et est de la Saskatchewan) (Fox et al., 2007). 

KANE est résistant aux agents biologiques locaux tels que la rouille des feuilles et des 

tiges. Les tests de qualité à l'utilisation finale ont montré que les grains KANE ont un 

taux d'extraction de farine supérieur de 0,7 % à celui de la meilleure variété témoin et 

se situe dans les valeurs de contrôle pour d'autres paramètres de qualité (Fox et al., 

2007). Ces deux variétés ont été choisies car elles sont cultivées dans la même zone de 
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l’ouest du Canada et elles sont classées parmi les meilleures variétés résistantes aux 

facteurs biologiques locaux, avec un bon rendement. 

 

Pour mon projet de recherche j’ai planifié et exécuté trois séries de semis : août 2021, 

décembre 2021 et juillet 2022. Les graines des deux variétés (15-20 par pot) ont été 

semées dans un mélange fait de tourbe de sphaigne canadienne (75-85%), de 

vermiculite, de perlite et calcaire dolomitique et calcitique (ajusteur de pH). Les pots 

ont été déposés dans une chambre de croissance à environnement contrôlé pendant 10 

jours à 20°C sous une photopériode de 16 h jour / 8 h nuit et humidité 70%, avec une 

irradiance de 200 µE. Au dixième jour de croissance certaines plantes ont été 

transférées au froid à 4°C pendant 49 jours et d’autres ont été gardées à 20°C comme 

contrôle.  

 

 

2.2 Planification des points et prélèvement des échantillons 

 

Les échantillons prélevés sont les feuilles des deux variétés à des temps bien définis 

toujours à la même heure du jour (sauf pour la cinétique courte) pour tenir compte de 

la régulation par les rythmes circadiens. Les collets ont été aussi collectés pour les 

plantes d’août 2021. Pour la cinétique de courte durée, les échantillons ont été prélevés 

en triplicata au temps 0h avant le transfert au froid, puis 2h, 6h, J1, J2, J3 après le 

transfert au froid. Pour une cinétique plus longue, les échantillons ont été prélevés au 

J7, J21, J28, J35 et J49. Pour avoir les plantes comparables en termes de développement 

entre la croissance à 4°C et à 20°C, des prélèvements ont été effectués sur les plantes 

gardées à 20°C à J1, J2, J3, J4, J6, J7, J10. Il est à rappeler qu’un jour de croissance 

d’une plante à 20°C correspond à cinq jours de croissance d’une plante à 4°C (Cadieux 

et al., 1988). Les tissus de feuilles ou de collets (110 mg ; environ 11 collets) ont été 

prélevés et déposés sur glace, pesés puis congelés sur glace sèche avant leur 

entreposage à -80°C. Après avoir analysé les résultats de la qPCR des semis d’août 
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2021, j’ai décidé ne plus faire les prélèvements de collets pour les semis suivants car 

les résultats obtenus étaient très variables (voir section résultats). 

 

 

2.3 Extraction des ARN totaux 

 

La trousse Monarch Total RNA Miniprep de la compagnie New England Biolabs 

(NEB; no. T2010S) a été utilisée pour l’extraction des ARN totaux. Chaque échantillon 

de feuilles et de collets de blé (110 mg) a été broyé dans de la glace sèche avec un 

mortier et pilon, et la poudre a été soigneusement mélangée avec 800 µl de « protection 

solution 1X ». L’homogénat a été transféré dans un tube de 1,5 ml libre d’ARNase et 

centrifugé à 16 000 g pendant 2 minutes. Le surnageant a été mélangé avec un volume 

égal de « lysis solution » puis vortexé pendant 30 secondes. Le mélange a été passé sur 

une colonne à ADN montée dans un tube collecteur puis centrifugé à 16 000 g pendant 

30 secondes. L’éluat a été mélangé à un volume égal d’éthanol pur (95°C) puis passé 

sur une colonne à ARN monté dans un tube collecteur et centrifugé à 16 000 g pendant 

30 secondes. La solution de lavage (500 µl) a été passée sur la colonne puis centrifugé 

à 16 000 g pendant 30 secondes. Pour éliminer le reste d’ADN qui aurait suivi dans le 

mélange, une solution de DNase libre de RNase a été déposée sur la colonne et laissée 

agir pendant 15 minutes. La « Priming solution » (500 µl) a été passée sur la colonne 

et centrifugé à 16 000 g pendant 30 secondes. Un premier lavage de la colonne a été 

faite avec 500 µl de solution de lavage et centrifugé à 16 000 g pendant 30 secondes, 

suivi d’un second lavage de 500 µl de la même solution et centrifugé à 16 000 g pendant 

2 minutes pour assécher la colonne. L'ARN total a été élué avec 100 µL d’eau 

nanopure, puis quantifié par spectrophotométrie et conservé à -20°C pour une semaine 

ou à -80°C pour une longue durée.  

 

La qualité et la quantité des ARN totaux a été vérifié par électrophorèse sur gel 

d’agarose en condition dénaturante. Ainsi 4 µg d’ARN ont été soumis à 
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l’électrophorèse sur gel d’agarose 1% dans du tampon MOPS contenant 6% (v/v) de 

formaldéhyde. Les échantillons ont été préparés de la façon suivante : un prémélange 

(pour 20 échantillons) a été préparé (200 µl formamide, 80 µl formaldéhyde 37%, 50 

µl MOPS 200 mM pH 7,0, et 5 µl bromure d’éthidium 10 mg/ml), et 17 µl ont été 

mélangés à 10 µl d’ARN puis chauffés à 60°C pour 15 min. Les échantillons ont été 

refroidis sur glace et 2 µl de tampon de charge ont été ajoutés à chaque échantillon, et 

le tout a été chargé sur gel. Le gel a été soumis à un voltage constant de 120 V pour 30 

à 45 min, avec recirculation continue du tampon de cuve (MOPS) à l’aide d’une pompe 

péristaltique. Une fois l’électrophorèse terminée, le gel a été placé sur un 

transilluminateur U.V. et des photos ont été prises. 

 

 

2.4 Conversion des ARNm en ADN complémentaires 

 

La trousse SensiFAST cDNA Synthesis a été utilisée pour convertir les ARNm 

contenus dans les échantillons en leurs ADN complémentaires (ADNc). Cette trousse 

contient la transcriptase inverse (enzyme) et son tampon de réaction (5x Trans Amp 

Buffer). Tous les échantillons d’ARN ont été dilués à une concentration finale de 100 

ng/µl. Pour une réaction d’un volume total de 10 µl, 0,5 µl de transcriptase inverse, 2 

µl du tampon de réaction, 2,5 µl d’ARN (500 ng) et 5 µl d’eau nanopure ont été utilisés 

et bien mélangés dans un tube PCR puis placé dans l’appareil thermocycleur Bio-Rad 

T100. Les différentes étapes de réaction ont été programmées comme suit : liaison 

primaire des amorces 25°C pendant 10 minutes; transcription inverse 42 °C pendant 20 

min; une étape pour une bonne structuration de l’ARN à 48°C pendant 15 min; 

inactivation de l’enzyme à 85°C pendant 5 min; 4°C pour conserver les échantillons 

dans l’appareil après la fin de la réaction. À la fin de la réaction, une partie des 

échantillons d’ADNc obtenus a été diluée pour les réactions de la qPCR et le reste a 

été conservé à -80°C.  
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2.5 Fabrication des amorces et réalisation de la PCR quantitative 

 

Pour fabriquer les amorces des différents gènes étudiés, j’ai utilisé les numéros 

d’accession de ces gènes pour aller récupérer les séquences correspondant aux ARNm 

complets sur GenBank et EnsemblPlants. La séquence de la région 3’UTR de l’ARNm 

de chaque gène a été utilisée pour le design d’amorces spécifiques avec le logiciel 

Primer3 (voir Tableau 2.1). 

 

Tableau 2.1 Amorces utilisées pour les analyses d'expression par qPCR dans le 

cadre de ce projet 

 

GÈNES AMORCES 
AMPLICONS 

(pb) 

ARNr-18s  
F1: GTGTTTCCGGCATCGTTACT 

R1: TCATTACTCCGATCCCGAAG 
130 

TaENO-a 
F1: CGAGCAAGTACGCCTGATTACCTT 

R1: CTGCAACAAGATTAAAGTGACGCC 
89 

TaENO-a 
F2 : ACTCGCGGAATGAACTATGG 

R2 : GTACTTGCTCGCTCACCACA 
131 

TaENO-b 
F1: AGATGGGATCTGCACGAGTT 

R1: ACATGCGCGGCATTCATTAT 
104 

TaENO-b  

F2 : GATGGGATCTGCACGAGTTT 

R2 : TTGGGGGTACATATCCGTTC 
135 

TaENO3-4A 
F1: CTCAGCAAAGGCAAGGAAAG 

R1: CAGTTCAGCCACTGCACCTA 
88 

TaENO3-4B 
F1: TGGCTTACTGGATTCCCTTG 

R1: CTCTTTCCTTGCCTTTGCTG 
92 

TaENO3-4D 
F1: CAGCAAAGGCAAGGAAAGAG 

R1: GTCCCTGCAGTTCAACCACT 
89 
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TaBAS1 
F1: AAGGAGGGTGTGATTCAGCA 

R1: CTTGGACGTATTGCAGAGCC 
100 

TaWCS120 
F1: CCGCTACCCTTGCAGAATAA 

R1: ATTCTCTCCTCCAACGACCA 
88 

TaVRN1 
F1: TGTCCACCTCAGTTTCCCTC 

R1: ACATAAACAACACCCGCTCG 
116 

TaICE87 
F1: AACCAAGAGCAGAGGACAGC 

R1: ATTGCAAATTCGTCTTTTGGA 
75 

TaCBFIVd-A22 
F1: AGAGTAAGCATCGGGGGAAA 

R1: AGCTCATTTGTGCCCTTCC 
78 

AtBAS1 
F1: GGTACAATCTTTGTTATATGTGAGCA 

R1: TGGGGACAAAGTGAGAATCA 
83 

 

Le Luna Universal qPCR Master Mix (NEB) a été utilisé pour réaliser les réactions de 

PCR quantitative dans des microplaques qPCR comportant 96 puits. Pour une réaction 

de 20 µl par puit, la préparation a été faite de la manière suivante : 10 µl d’enzyme 

master 2X, 0,3 µl par amorce de concentration de 10 µM, 2 µl de l’échantillon d’ADNc 

dilué 1/10, et 7,4 µl d’eau nanopure. La microplaque de réaction a été placée dans 

l’appareil qPCR Bio-Rad CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System, 

programmé comme suit : dénaturation initiale 95°C durant 2 minutes; 42 cycles de 

dénaturation 95°C 15 secondes, liaison des amorces et élongation 30 secondes (à 

température optimale, voir plus bas), et finalement des courbes de dénaturation (65-

95°C, par 0,5 °C, 5 secondes par étape).  

 

Pour déterminer la température optimale de réaction de la qPCR (Topt), un gradient de 

température a été effectué pour chaque paire d’amorce utilisée. Comme la plupart des 

Topt des paires d’amorces ont toutes tourné autour de 58°C, celle-ci a été utilisée pour 

toutes les analyses. Concernant l’analyse des résultats, la méthode de Livak et 

Schmittgen (2001), également connue sous le nom de méthode 2-ΔΔCt, a été utilisée 



34 
 

 
 

basée sur l’analyse de la valeur du seuil de cycle (Ct)) aussi appelé quantification du 

cycle (Cq). C’est une formule simple utilisée afin de calculer l'expression relative des 

gènes des échantillons par rapport à un gène de référence (ARNr 18S dans cette étude). 

 

 

2.6 Analyse des séquences promotrices 

 

Une analyse de la région promotrice potentielle des gènes étudiés a été réalisée. Les 

séquences génomiques de 2000 nucléotides en amont des gènes ont été récupérées de 

EnsemblPlants. Ces séquences ont été analysées avec le logiciel PlantCARE pour 

identifier les motifs cis impliqués dans les stress environnementaux (Lescot et al., 

2002).  

 

 

2.7 Analyse d’expression génétique chez Arabidopsis 

 

2.7.1 Lignées Arabidopsis utilisées 

 

Différentes lignées d’Arabidopsis thaliana ont été obtenues du Arabidopsis Biological 

Ressource Center (ABRC) de l’Ohio State University pour étudier l’expression des 

gènes de l’énolase LOS2 et de la 2-Cys peroxyrédoxine 2CPA. La lignée Col-0 a été 

utilisée comme lignée parentale. Pour étudier LOS2 (AT2G36530), les lignées 

suivantes ont été utilisées : la lignée C24 RD-LUC (ABRC Stock Number: CS24939), 

obtenue par transformation de la lignée C24 avec la construction RD-LUC qui porte 

une fusion du promoteur du gène RD29A (inductible par sécheresse, froid et salinité) 

et du gène rapporteur luciférase; la lignée mutante los2-1 (ABRC Stock Number: 

CS24937), obtenue par mutagenèse à l’éthylméthanesulfonate de la lignée C24 RD-

LUC; et la lignée mutante los2-2 (ABRC Stock Number LK_021737C), obtenue par 

transformation de Col-0 avec pROK2. Pour étudier 2CPA (AT3G11630), les lignées 
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mutantes ADN-T (ABRC Stock Number : SALK_002598 et ABRC Stock Number : 

SALK_002593) ont été utilisées. 

 

Pour les analyses de qPCR, des amorces spécifiques ont été dessinées avec Primer3 à 

partir des séquences des ADNc : NM_129209 et NM_001336601.1 pour LOS2 et 

AF419578 pour 2CPA.  

 

2.7.2 Amplification des stocks de graines 

 

Les graines des différentes lignées ont été stérilisées par lavages avec une solution 

composée d’hypochlorite de sodium 0,8% et de triton 0,1%, puis rincées avec de l’eau 

stérile. Après le dernier lavage, les graines ont été déposées sur une gélose (2,15 g/l 

Murashige and Skoog salts (0,5X), 0,5 g/l MES-KOH pH 5,6) contenant 50 µg/ml de 

kanamycine et incubée à l’obscurité à 4°C pour une stratification pendant 3 jours. Les 

géloses ont ensuite été déposées dans une salle de culture in vitro à 22°C pour 10 jours. 

Les plantules ont été transférées individuellement dans des pots contenant un mélange 

fait de tourbe de sphaigne canadienne (75-85%), de vermiculite, de perlite, de calcaire 

dolomitique et calcitique (ajusteur de pH). Ces pots ont été déposés dans une chambre 

de croissance à 20°C, humidité 70%, rayonnement 200 µE avec une photopériode de 

16 heures jour/8 heures nuit. Après une bonne floraison, l’arrosage a été cessé pour 

laisser les graines sécher. Les graines de chaque lignée ont été collectées et stockées. 

 

2.7.3 Conditions de croissance et traitement des plantes pour mesure de l’expression 

génique 

 

Afin de mesurer les niveaux d’expression des gènes LOS2 et BAS1 au cours du 

traitement au froid, les graines ont été semées dans un mélange de terreau, puis 

stratifiées et cultivées tel que décrit précédemment. Au 21e jour, ces plantes ont été 

transférées au froid à 4°C pendant 7 jours. Des parties aériennes (110 mg; 4-6 plantes) 
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ont été collectés en triplicata avant le transfert au froid, puis au premier et septième 

jour après le transfert au froid. Les extractions d'ARN, les synthèses d'ADNc et les 

réactions de qPCR ont été faites comme décrit pour le blé aux sections 2.3, 2.4, et 2.5. 

 

 

2.8 Analyses statistiques 

 

Toutes les expériences ont été menées en utilisant au moins 3 réplicas. Les données 

sont rapportées sous forme de moyennes ± SEM d'au moins trois expériences 

indépendantes. Des comparaisons entre les moyennes des différents traitements ont été 

effectuées par ANOVA à un facteur suivi du test post-hoc de Newman-Keuls (niveau 

de signification P<0,05), en utilisant le logiciel GraphPad Prism5 (GraphPad Software 

Inc., San Diego, CA, USA). 



 
 

 

 

 

CHAPITRE III 

 

 

RÉSULTATS 

 

 

Les stress environnementaux notamment le froid entraînent chez les plantes une 

réaction qui se traduit par l’expression de certains gènes inductibles. Plusieurs 

méthodes permettent de mesurer l’expression d’un gène inductible par un stress donné. 

Dans l’étude présente, on a mesuré les niveaux d’accumulation des ARNm générés 

par les gènes cibles avant et pendant le stress au froid. Deux variétés de blé qui 

diffèrent par leur tolérance au gel, notamment le blé d’hiver (Buteo) et le blé de 

printemps (KANE), ont été utilisées pour cette étude. La PCR quantitative a été 

réalisée pour mesurer les niveaux d’expression des gènes de l’énolase (TaENO-a, 

TaENO-b, TaENO3-4A, TaENO3-4B, TaENO3-4D) et de la 2-Cys peroxyrédoxine 

(TaBAS1). Après les premiers résultats de la qPCR des échantillons de collets, comme 

les résultats obtenus étaient difficiles à interpréter, il a été décidé de continuer l’étude 

seulement avec les tissus de feuilles. 

 

 

3.1 Vérification de la qualité et quantité des échantillons d’ARN de blé 

 

Pour vérifier la quantité et la qualité des ARN totaux obtenus, un gel dénaturant a été 

réalisé. Les résultats de l’électrophorèse montrent bien une bonne qualité des ARN 
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avec plusieurs bandes visibles qui représentent les sous unités ribosomiques (Figure 

3.1). 

 

Figure 3.1   Gel de vérification de la qualité et de la quantité des ARN totaux extraits 
des feuilles de blé. Un gel dénaturant 1,2% composé de MOPS et formaldéhyde. 
Échantillon de migration 3 ug d’ARN dans formamide, formaldéhyde, MOPS et 
bromide d’éthidium. Échantillons contrôle à 20°C (0h), et après traitement à 4°C pour 
2 heures (2h), 6 heures (6h), 1 jour (J1), 3 jours (J3), et 7 jours (J7). Les pistes M sont 
les marqueurs de poids moléculaire.  

 

 

3.2 Validation des amorces pour la PCR quantitative en temps réel 

 

Les amorces spécifiques des gènes cibles d’ENO, de BAS1 ainsi que les différents 

gènes contrôles utilisés ont été dessinées à l’aide du logiciel Primer 3 en utilisant les 

séquences des régions 3’UTR de chaque gène. Une analyse BLAST a été faite dans 

EnsemblPlants en utilisant la séquence de chaque amorce, et on a pu voir que c’est le 

gène ciblé qui montre la meilleure homologie (100% identité, valeur e de 0) alors que 
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les valeurs e pour les gènes semblables sont plus élevées. Ceci indique une haute 

spécificité des amorces. Un gradient de température d’hybridation Ta (annealing 

temperature) de 55°C à 65°C a été réalisé pour déterminer la température à laquelle 

on aura une parfaite hybridation des amorces aux brins complémentaires de l’ADN. 

La réaction à 58°C a donné la valeur Cq la plus basse pour toutes les paires d’amorces 

et a été choisie comme température d’hybridation pour la qPCR de ces gènes. Les 

tailles des amplicons qPCR générés après le gradient de température ont été vérifiées 

par un gel. Le résultat de l’électrophorèse des produits qPCR sont présentés dans la 

Figure 3.2. Les tailles des différents amplicons qPCR correspondent bien à celles 

attendues des gènes cibles, soit 131 pb pour ENO-a dans les 2 variétés lorsqu’on utilise 

les amorces F2 et R2 (Figure 3.2 A), et 130 pb pour le gène ARNr 18S, 89 pb pour 

ENO-a (amorces F1 et R1), et 104 pb pour ENO-b (Figure 3.2 B). Pour les analyses 

subséquentes de ENO-a, seule la paire d’amorces F1-R1 a été utilisée. 

 

 

3.3 Validation de la qualité du traitement au froid 

 

Pour savoir si les traitements des plantes au froid ont été faits de façon appropriée et 

efficace, il faut utiliser des contrôles appropriés tel que des gènes déjà caractérisés 

pour leurs réponses aux basses températures. Le CBFIVd-A22 est un gène qui est 

induit tôt après le transfert au froid, c’est-à-dire dans les premières heures après 

l’exposition au froid, et le niveau de transcrits diminue ensuite dans les heures qui 

suivent (Badawi et al., 2007; Qin et al., 2004; Soltész et al., 2013). L’expression des 

gènes COR comme WCS120 dépend de la présence des facteurs de transcription CBF. 

Ils sont par conséquent exprimés plusieurs heures après l’exposition au froid, et le 

niveau de ces transcrits est maintenu en plateau pendant la durée de l’exposition au 

froid chez le blé d’hiver alors que le niveau diminue pendant le traitement au froid 

chez le blé de printemps (Danyluk et al., 1998; Houde et al., 1995; Ouellet, 2002). Le 

gène VRN1 est un gène déjà caractérisé chez les variétés de blé d’hiver et blé de 
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printemps. Il est exprimé de façon constitutive chez le blé de printemps 

indépendamment du traitement au froid, alors que chez le blé d’hiver il n’est pas 

exprimé avant le traitement au froid, mais s’exprime fortement dans les heures qui 

suivent l’exposition au froid et demeure élevé durant toute la période d’exposition au 

froid (Danyluk et al., 2003; Kane et al., 2005). Ainsi, les amorces spécifiques de ces 

gènes ont été utilisées pour la réalisation de la PCR en temps réel sur tous les 

échantillons des feuilles.  

 

Pour le gène CBFIVd-A22 les résultats obtenus (Figure 3.3 A) montrent une 

accumulation importante des transcrits de ce gène à la deuxième heure de traitement 

au froid. L’accumulation de ces transcrits est plus importante avec le blé d’hiver que 

le blé de printemps. Les valeurs de cette expression diminuent très rapidement après 

le premier jour de traitement au froid pour se maintenir très bas. 

 

L’accumulation des ARNm du gène WCS120 survient après l’accumulation des 

transcrits CBFIVd-A22 (Figure 3.3 B). L’accumulation des transcrits de ce gène reste 

élevée et se maintient en plateau pendant le traitement au froid chez le blé d’hiver, 

alors que les niveaux diminuent graduellement chez le blé de printemps.  

 

Pour le gène VRN1, les résultats chez le blé de printemps ne sont pas ceux qui étaient 

attendus selon ce qui est connu dans la littérature (Figure 3.3 C). En effet, ce gène est 

habituellement exprimé de façon constitutive chez les variétés de printemps car il n'a 

pas besoin d'acclimatation au froid pour être exprimé. En revanche, les résultats chez 

le blé d’hiver concordent avec la littérature. L’accumulation des ARNm est observée 

lors de l’exposition au froid et demeure élevée durant les 49 jours de la période 

d’acclimatation. 
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Figure 3.2   Gel d’électrophorèse des produits qPCR obtenus après le gradient thermique. Les 
échantillons d’ADNc ont été utilisés pour réaliser une qPCR avec 9 points de température 
différents à intervalles réguliers sur une plage de 55°C et 65°C. A, gène ENO-a du blé d’hiver 
Buteo (2 à 7) et du blé de printemps KANE (8 à 14) avec les amorces F2-R2. B, ARNr-18S (2 
à 5), ENO-a avec les amorces F1-R1 (6 à 8), ENO-b (10 à 14). Les marqueurs de poids 
moléculaire sont dans les pistes 1 et 15). 
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Figure 3.3   Expression des gènes CBFIVd-A22 (A), WCS120 (B) et VRN1 (C) dans les 
feuilles des cultivars de blé Buteo (bleu) et KANE (orange) en réponse au froid. Les 
graines ont été germées à 20°C pendant 10 jours, puis une partie des plantes a été 
transférée à 4°C et des tissus de feuilles ont été prélevés en heures (h) et jours (J). Les 
ARN totaux de ces tissus ont été extraits, les ARNm convertis en ADNc et une PCR 
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quantitative a été réalisée. L'abondance relative des transcrits a été calculée et 
normalisée par rapport au niveau des transcrits de l'ARNr 18S. Les données 
représentent les moyennes (±) SEM d'au moins 5 différents réplicas testés pour chaque 
point de prélèvement. P<0,05 (▲), P<0,001 (▲▲) où P<0,0001 (▲▲▲) indiquent 
des différences statistiquement significatives entre l’expression des ARNm chez les 
plantes traitées au froid par rapport aux plantes contrôles respectives. 

 

 

3.4 Expression des gènes ENO dans les feuilles du blé 

 

Les amorces spécifiques des gènes ENO-a, ENO-b, ENO3-4A, ENO3-4B, ENO3-4D 

ont été utilisées pour réaliser la PCR quantitative afin de déterminer l’expression 

relative en fonction du temps de ces gènes chez le blé pendant toute la durée du 

traitement au froid. Les résultats sont présentés aux Figures 3.4 et 3.5. L’accumulation 

des transcrits dans les tissus des feuilles des gènes ENO-a et ENO-b est plus élevée 

par rapport au contrôle à partir de J2 pour le blé d’hiver. On observe aussi un pic au 

J7 pour ENO-a et au J21 pour ENO-b. En revanche pour le blé de printemps, on 

n’observe pas d’accumulation importante des transcrits mise à part le J3 dont 

l’accumulation est supérieure à celle du contrôle. Une décroissance du niveau de ces 

transcrits est constatée après le pic jusqu’à la septième semaine aussi bien pour le blé 

d’hiver que le blé de printemps (Figure 3.4). On observe une augmentation des niveaux 

des transcrits de ces gènes au J49 de façon très significative pour les deux gènes au 

niveau du blé d`hiver. 

 

L’accumulation des ARNm des gènes ENO3-4B et ENO3-D dans les feuilles de blé 

d’hiver est élevée après 7 jours de traitement au froid par rapport au contrôle. Le 

niveau de ces transcrits décroit rapidement jusqu’au niveau du contrôle et se maintient 

jusqu’à la septième semaine. Le gène ENO3-4A ne montre pas une accumulation des 

transcrits significativement différente de la valeur du contrôle durant le traitement au 

froid jusqu’au J35. Cependant on remarque un niveau d’accumulation des transcrits 

plus élevé au J49 pour les trois gène ENO3 (Figure 3.5).  
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3.5 Expression des gènes ENO dans les collets du blé 

 

Les résultats de qPCR des collets sont différents de ceux obtenus au niveau des 

feuilles. On n’observe pas d’accumulation significative des transcrits pour les cinq 

gènes de l’énolase au niveau du blé d’hiver, sauf au J49 où ce niveau est élevé par 

rapport au contrôle pour les gènes ENO-a et ENO-b. Cependant, au niveau du blé de 

printemps, on observe des niveaux élevés d’accumulation des transcrits pour les cinq 

gènes surtout aux J7, J14 et J28 (Figure 3.6).  

 

 

Figure 3.4   Expression des gènes ENO-a (A) et ENO-b (B) dans les feuilles deux 
cultivars de blé Buteo (bleu) et KANE (orange) en réponse au froid. Les graines de blé 
d’hiver et printemps ont été germées à 20°C pendant 10 jours. Au dixième jour les 
plantes ont été transférées au froid à 4°C et des tissus de feuilles ont été prélevés en 
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heures (h) et jours (J). Les ARN totaux de ces tissus ont été extraits, les ARNm 
convertis en ADNc et une PCR quantitative a été réalisée. L'abondance relative des 
transcrits a été calculée et normalisée par rapport au niveau de transcrits de l'ARNr 
18S. Les données représentent les moyennes (±) SEM d'au moins 5 différents réplicas 
testés pour chaque point de prélèvement. P<0,05 (▲) indique des différences 
statistiquement significatives entre l’expression des ARNm chez les plantes traitées au 
froid par rapport aux plantes contrôles. 
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Figure 3.5   Expression des gènes ENO3-4A (A), ENO3-4B (B) et ENO3-4D (C) dans 
les feuilles deux cultivars de blé Buteo (bleu) et KANE (orange) en réponse au froid. 
Les graines de blé d’hiver et printemps ont été germées à 20°C pendant 10 jours. Au 
dixième jour les plantes ont été transférées au froid à 4°C et des tissus de feuilles ont 
été prélevés en heures (h) et jours (J). Les ARN totaux de ces tissus ont été extraits, les 
ARNm convertis en ADNc et une PCR quantitative a été réalisée. L'abondance relative 
des transcrits a été calculée et normalisée par rapport au niveau de transcrits de l'ARNr 
18S. Les données représentent les moyennes (±) SEM d'au moins 5 différents réplicas 
testés pour chaque point de prélèvement. P<0,05 (▲) indique des différences 
statistiquement significatives entre l’expression des ARNm chez les plantes traitées au 
froid par rapport aux plantes contrôles. 

 

 

3.6 Expression du gène BAS1 dans les feuilles du blé  

 

Les analyses d’expression du gène 2-Cys peroxyrédoxine BAS1 a été réalisée dans les 

feuilles du blé de printemps et du blé d’hiver comme précédemment. Les résultats 

obtenus sont presque identiques à ceux observés pour ENO-a et ENO-b. On observe 

un niveau d’accumulation des ARNm plus élevé par rapport au contrôle aux J7 et J21 

chez le blé d’hiver, suivi d’une décroissance du niveau d’accumulation de ces 

transcrits au J35. Pour le blé de printemps on n’observe pas une différence 

d’accumulation des transcrits par rapport au contrôle, sauf au J49 où on observe un 

niveau élevé des transcrits pour les deux variétés (Figure 3.10). Un résultat semblable 

avait été obtenu dans le cas des gènes de l’énolase, 
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Figure 3.6   Expression des gènes ENO-a (A) ENO-b (B), ENO3-4A (C), ENO3-4B (D) 
et ENO3-4D (E) dans les collets deux cultivars de blé Buteo (bleu) et KANE (orange) 
en réponse au froid. Les graines de blé d’hiver et printemps ont été germées à 20°C 
pendant 10 jours. Au dixième jour les plantes ont été transférées au froid à 4°C et des 
tissus de feuilles ont été prélevés en heures (h) et jours (J). Les ARN totaux de ces 
tissus ont été extraits, les ARNm convertis en ADNc et une PCR quantitative a été 
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réalisée. L'abondance relative des transcrits a été calculée et normalisée par rapport au 
niveau de transcrits de l'ARNr 18S. Les données représentent les moyennes (±) SEM 
d'au moins 5 différents réplicas testés pour chaque point de prélèvement. P<0,05 (▲) 
indique des différences statistiquement significatives entre l’expression des ARNm 
chez les plantes traitées au froid par rapport aux plantes contrôles. 

 

 

 

Figure 3.7   Expression du gène BAS1 dans les feuilles deux cultivars de blé Buteo 
(bleu) et KANE (orange) en réponse au froid. Les graines de blé d’hiver et printemps 
ont été germées à 20°C pendant 10 jours. Au dixième jour les plantes ont été transférées 
au froid à 4°C et des tissus de feuilles ont été prélevés en heures (h) et jours (J). Les 
ARN totaux de ces tissus ont été extraits, les ARNm convertis en ADNc et une PCR 
quantitative a été réalisée. L'abondance relative des transcrits a été calculée et 
normalisée par rapport au niveau de transcrits de l'ARNr 18S. Les données représentent 
les moyennes (±) SEM d'au moins 5 différents réplicas testés pour chaque point de 
prélèvement. P<0,05 (▲) indique des différences statistiquement significatives entre 
l’expression des ARNm chez les plantes traitées au froid par rapport aux plantes 
contrôles. 
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3.7 Analyse des régions promotrices potentielles 

 

Afin de déterminer les éléments des promoteurs des gènes cibles en lien avec les stress 

environnementaux, notamment le stress au froid, 2000 nucléotides en amont des 

régions codantes ont été utilisés et analysés avec le logiciel PlantCARE. Les résultats 

des analyses ont montré la présence d’éléments en lien avec les réponses à l’acide 

abscissique et au méthyl jasmonate dans tous les gènes cibles. Aussi, on note la 

présence d’éléments en rapport avec la protéine Myc, qui est un facteur de 

transcription qui active l’expression d’un bon nombre de gènes et qui peut réprimer 

aussi l’expression d’autres gènes. Pour les gènes ENO3-4B et ENO3-4D, on a observé 

la présence d’éléments de réponse aux basses températures (LTREs) qui sont en lien 

direct avec le stress au froid. Au niveau du gène ENO-b, on a pu observer aussi la 

présence d’éléments répétés TC-rich, qui sont des séquences riches en nucléotides TC 

en lien avec la réponse aux stress et à la défense (Figures 3.9, 3.10 et 3.11). 
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Figure 3.8   Analyse des séquences promotrices potentielles de ENO-a et ENO-b avec 
PlantCARE.  

 ABRE, séquences ACGTG ou AACCCGG, éléments agissant en cis et impliqués 
dans la réponse à l’acide abscissique  

 MYC, séquence CATTTG, élément en lien avec la protéine Myc 
 Motif-TGACG agissant en cis et impliqué dans la réponse au méthyl jasmonate 
 TC-rich repeats, séquence GTTTTCTTAC, élément agissant en cis et impliqués 

dans la réponse aux stress et dans la défense 
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Figure 3.9   Analyse des séquences promotrices potentielles de ENO3-4A, ENO3-4B et 
ENO3-4D avec PlantCARE.  

ABRE, séquences ACGTG ou AACCCGG, éléments agissant en cis et impliqués 
dans la réponse au stress lié l’acide abscissique  

MYC, séquence CATTTG 
 Motif-TGACG agissant en cis et impliqué dans la réponse liée au stress à l’acide 

méthyl jasmonate. 
LTR éléments agissant en cis et impliqués dans la réponse aux basses températures. 
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Figure 3.10   Analyse de la séquence promotrice potentielle de BAS1 avec PlantCARE. 

ABRE, séquences ACGTG ou AACCCGG, éléments en cis et impliqués dans la 
réponse au stress lié l’acide abscissique  

MYC, séquence CATTTG 
 Motif-TGACG en cis et impliqué dans la réponse liée au stress à l’acide méthyl 

jasmonate. 
LTR éléments en cis et impliqués dans la réponse aux basses températures. 
TC-rich repeats, séquence GTTTTCTTAC, éléments en cis et impliqués dans la 

réponse aux stress et dans la défense. 
 

 

3.8 Expression de LOS2 et 2CPA chez Arabidopsis thaliana 

 

Arabidopsis étant une plante modèle pour les recherches, plusieurs lignées ont été 

générées et rendues disponibles pour les études de caractérisation fonctionnelle. Le 

gène de l’énolase LOS2 a été identifié chez Arabidopsis comme un gène important 

pour la tolérance au gel (Lee et al., 2002). Pour faciliter les études de caractérisation 

des gènes de l’énolase du blé afin de mieux comprendre leurs fonctions, il serait 
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intéressant de déterminer quel gène de blé est l'orthologue de LOS2. Dans un premier 

temps, une étude d’expression génique a été réalisée. 

 

L’expression des gènes LOS2 (ENO) et 2CPA (BAS) des lignées sauvages (Wild-type, 

WT) et mutantes a été réalisée dans les feuilles des plantes d’Arabidopsis thaliana. 

Les résultats ont montré la perturbation de l’expression de LOS2 au niveau des lignées 

RD-LUC, los2-1 et los2-2 par rapport à la lignée parentale Col-0 (Figure 3.8 A). Ce 

ne sont pas les résultats qui était attendu. Selon la littérature, on n’aurait pas dû voir 

de modification pour l’expression de LOS2 dans ces plantes (Lee et al., 2002). Dans 

le cas des lignées pour 2CPA, on observe une accumulation des ARNm plus élevée 

que le contrôle chez les mutants SALK_002598 et SALK_002593 durant le traitement 

au froid (Figure 3.8 B). 
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Figure 3.11   Expression des gènes LOS2 et 2CPA dans les feuilles d’Arabidopsis. (A), 
LOS2 dans les lignées Col-0, C24 RD-LUC, los2-1, los2-2; (B), 2CPA dans les lignées 
SALK_002598 et SALK_002593. Les graines des lignées ont été germées à 20°C 
pendant 21 jours, puis les plantes ont été transférées au froid à 4°C et des tissus de 
feuilles ont été prélevés aux périodes indiquées en heures (h) et jours (J). Les ARN 
totaux de ces tissus ont été extraits, convertis en ADNc, une PCR quantitative a été 
réalisée et le niveau d’expression de ces deux gènes a été mesuré. L'abondance relative 
des transcrits a été calculée et normalisée par rapport au niveau de transcrits de l'ARNr 
At18S. Les données représentent les moyennes (±) SEM d'au moins 3 différents 
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réplicas. P<0,05 (▲) indique des différences statistiquement significatives de 
l’accumulation en ARNm par rapport au contrôle. 

 



 
 

 

 

 

CHAPITRE IV 

 

 

DISCUSSION 

 

 

Parmi les stress environnementaux, le stress dû au froid est l'un des principaux facteurs 

climatiques qui limitent la productivité des cultures agricoles dans les pays froids, en 

affectant la qualité et la quantité des récoltes. La plupart des plantes des zones très 

froides acquièrent la résistance et tolérance au gel lors d'une exposition antérieure à de 

basses températures non négatives, un processus appelé acclimatation au froid (Ouellet, 

2002). L’exposition au froid affecte pratiquement tous les aspects des fonctions 

cellulaires chez les plantes provoquant des changements moléculaires et 

physiologiques pour faire face aux conditions défavorables (Ouellet, 2002). Beaucoup 

de gènes codant pour des facteurs de transcription et d’autres protéines sont nécessaire 

pour ce processus. Certaines de ces protéines de tolérance au gel montrent un potentiel 

d'application en biotechnologie. En 2006, les études sur la cryoconservation ont révélé 

qu’un mélange de protéines solubles du blé d’hiver était efficace pour la conservation 

des cellules mammifères à ultra-basse température (Hamel et al., 2006). Une analyse 

plus fine a mis en évidence que les protéines énolase et 2-Cys peroxyrédoxine (BAS1) 

pourraient être impliquées dans la tolérance au gel chez le blé (Chow-shi-yée et al., 

2016b; Grondin et al., 2013). Pour vérifier cette hypothèse, j’ai étudié le niveau 

d’expression des différents gènes de l’énolase et de BAS1 chez deux variétés de blé qui 

diffèrent par leur tolérance au gel. Dans ce travail, j’avais pour objectif de déterminer 

pami les cinq gènes d’énolase (ENO-a, ENO-b, ENO3-4A, ENO3-4B, ENO3-4D) et de 
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peroxyrédoxine BAS1 ceux qui répondent au stress au froid de façon significative et 

qui pourraient être impliqués dans la tolérance au gel chez le blé.  

 

Deux variétés de blé actuellement cultivées au Canada, CDC Buteo connue pour sa 

haute tolérance au gel (blé d’hiver), et KANE connue pour sa faible tolérance au gel 

(blé de printemps) ont été choisies pour cette étude. Ce sont de nouvelles variétés qui 

n’ont pas encore été utilisées au laboratoire pour les études d’expression génétique. Il 

s’avère donc nécessaire de valider ces variétés, par exemple en étudiant l’expression 

de gènes dont les patrons d’expression au cours de l’acclimatation au froid sont déjà 

connus, comme CBFIVd-A22, WCS120 et VRN1.  

 

 

4.1 Validation de la qualité du traitement au froid par les gènes CBFIVd-A22, 

WCS120 et VRN1 

 

Parmi les stress environnementaux, le stress au froid et au gel est le plus important chez 

les plantes biannuelles comme le blé d’hiver qui survivent à l’hiver et reprennent leur 

croissance au printemps. Chez ces plantes, plusieurs gènes ont été identifiés et les 

études ont montré leur implication dans la cascade de signalisation liée au froid ou dans 

les ajustements métaboliques lors de l’exposition aux basses températures. Le profil 

d’expression de ces gènes pendant l’acclimatation au froid est connu.  

 

Pour évaluer les conditions de traitement au froid des plantes dans ce travail, 

l’expression des gènes CBFIVd-A22, WCS20 et VRN1 a été mesurée et comparée à la 

littérature. Tel qu’anticipé, l’accumulation des transcrits du gène CBFIVd-A22 survient 

avant l’accumulation des transcrits WCS120 chez les deux variétés de blé. Cependant, 

chez le blé de printemps, le niveau des transcrits est relativement plus bas par rapport 

à celui du blé d’hiver. Ces résultats reflètent ceux trouvés par Mohamed Badawi et ses 

collègues dans leur travaux publiés en 2008. Leur étude a porté sur l’expression après 
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traitement au froid chez le blé Triticum aestivum de 15 gènes CBF parmi lesquels 

CBFIVd-A22. Les résultats de leurs travaux ont montré une augmentation significative 

du niveau des transcrits de ces gènes dans les premières heures suivant l’exposition au 

froid, suivi d’une diminution tout comme le montrent les résultats de la présente étude 

(Badawi et al., 2008). En 2018, une étude sur la voie de signalisation ICE–CBF–COR 

chez Aegilops–Triticum sous stress au froid pendant 24 heures a donné les mêmes 

résultats que cette étude pour les mêmes temps de traitement au froid (Jin et al., 2018). 

Au cours des dernières années, des gènes de type CBF ont été trouvés dans les génomes 

d'espèces végétales sensibles au froid telles que la tomate, le riz et le maïs. Ainsi une 

étude a révélé qu’une surexpression du gène CBF1 d’Arabidopsis chez la tomate 

confère une tolérance élevée aux stress de froid et de sécheresse (Liu et al., 2004). De 

même, en 2003, les travaux de Chinnusamy et ses collègues ont montré que la mutation 

du gène ICE1 chez Arabidopsis rendait les plantes moins résistantes au froid et au gel 

car à la température de -10°C plus de 50% des plantes possédant la mutation ice1 

étaient mortes alors que moins de 20% des plantes sauvages étaient mortes 

(Chinnusamy et al., 2003). Il ressort de cette étude que la mutation ice1 bloque 

l'induction par le froid de CBF3 et affecte l'expression d'autres gènes inductibles par le 

froid, démontrant ainsi l’interdépendance de la voie ICE–CBF–COR dans la réponse 

au froid chez certaines variétés de plantes. 

 

Les résultats de l’expression du gène WCS120 ont montré des niveaux de transcrits plus 

élevés dès la deuxième heure et les niveaux de ces transcrits ont augmenté rapidement 

pour atteindre un pic dès la première journée de l’exposition au froid et ces niveaux 

restent très élevés en plateau durant toute la durée du traitement au froid. Le WCS120 

est un gène codant pour une protéine très abondante qui semble jouer un rôle important 

lors de l'acclimatation au froid chez le blé et son expression dépend de l’augmentation 

des CBF (Fowler et al., 1996; Houde et al., 1992). Le nombre de copies et l'organisation 

du gène WCS120 sont identiques dans les cultivars de blé tolérants au gel et moins 

tolérants, et l'expression est régulée principalement au niveau transcriptionnel 
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(Vazquez-Tello et al., 1998). Nos résultats vont dans ce sens pour le cultivar du blé 

d’hiver mais diffèrent pour le cultivar de printemps, car le niveau des transcrits est aussi 

élevé chez le blé d’hiver, ce qui probablement peut exercer une influence sur le niveau 

d’abondance de la protéine. Il faut noter que nous n’avons pas utilisé les mêmes 

cultivars de printemps et d’hiver que les autres études, et qu’il n’y a pas encore eu 

d’études sur l’expression génétique liée du stress au froid chez ces cultivars. 

 

Selon la littérature, VRN1 est une protéine indispensable chez les graminées pour 

permettre à la plante d’acquérir la capacité à former des fleurs. Le gène VRN1 est 

exprimé de façon constitutive chez les variétés printanières, alors que chez les variétés 

hivernales son expression est induite pendant le traitement au froid. Ceci signifie que 

les variétés de printemps n’ont pas une obligation de vernalisation avant de fleurir 

(Danyluk et al., 2003; Dhillon et al., 2010; Kane et al., 2005). Dans cette étude, 

l’accumulation des transcrits du gène TaVRN1 au niveau du blé d’hiver est très faible 

dans les premières heures de l’acclimatation au froid mais devient plus élevée que le 

contrôle dès la première journée. Le niveau de ces transcrits a augmenté dans les 

semaines qui ont suivi et est resté élevé toute la durée de l’exposition des plantes au 

froid. Ces résultats concordent avec la littérature (Danyluk et al., 2003; Dhillon et al., 

2010; Kane et al., 2005). Toutefois, chez le blé de printemps, les niveaux de transcrits 

du gène sont très bas chez les plantes contrôles et chez les plantes traitées. Ce n’est pas 

ce qui était attendu. Mis à part les gènes de la voie de signalisation ICE-CBF-COR, les 

gènes de vernalisation, par exemple VRN1, VRN2 et VRN3, répondent au stress de 

basses températures à travers la voie de floraison (Dhillon et al., 2010).  

 

De façon générale, les résultats obtenus avec les trois gènes de validation des conditions 

de traitement des plantes concordent relativement bien avec ce qui est rapporté dans la 

littérature. Les conditions de traitement au froid sont donc bien respectées pour notre 

étude et les résultats obtenus avec les gènes ENO et BAS1 ont pu être analysés sans 
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aucun doute majeur par rapport aux conditions de croissance et traitement des plantes 

et des tissus obtenus. 

 

 

4.2 ENO-a, ENO-b et ENO3-4D s’expriment en réponse au stress au froid dans les 

feuilles 

 

Les principaux résultats obtenus de cette étude ont montré une accumulation 

significative des transcrits de quatre des cinq gènes de l’énolase pendant le traitement 

au froid. Ces résultats suggèrent une implication potentielle dans la tolérance au gel 

chez les plantes hivernales après une période d’acclimatation au froid, mais ceci reste 

à être démontré. Le niveau d’accumulation de transcrits augmente au cours du 

traitement au froid et donne un pic au J7 pour ENO-a, ENO3-4D et ENO3-4B mais ce 

pic est observé plus tard (J21) pour ENO-b. En revanche au niveau du blé de printemps, 

on n’observe pas d’accumulation significative des transcrits pour tous les gènes ENO3 

sauf au J49, mais l’accumulation des transcrits est observée à des niveaux bas pour les 

gènes ENO-a et ENO-b par rapport à celle du blé d’hiver. Sharma en 2013 a 

partiellement obtenu les mêmes résultats (Sharma et al., 2013). Ses travaux ont porté 

sur 2 cultivars de blé différents, soit le blé d’hiver Norstar et le blé de printemps 

Manitou, et des lignées Norstar de printemps et Manitou d'hiver. Pour ces dernières 

lignées, l'allèle dominant du type printanier, Vrn-A1, de Manitou était transféré dans 

le fond génétique du blé d’hiver Norstar pour produire un type printanier Norstar, et 

l'allèle récessif de type hivernal, vrn-A1, du blé d’hiver Norstar a été transféré dans le 

patrimoine génétique du blé de printemps Manitou pour produire un type hivernal 

Manitou. Il ressort que les deux gènes de l’énolase (ENO-a et ENO-b) répondent au 

traitement au froid aussi bien chez le blé d’hiver et le blé de printemps qu’au niveau 

des lignées d'introgression (Sharma et al., 2013). De plus, le niveau d’accumulation 

des transcrits de ces gènes est plus élevé chez blé d’hiver que chez le blé de printemps 

(Sharma et al., 2013). Il faudra bien sûr faire les études nécessaires pour déterminer si 
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l’accumulation des protéines correspondantes corrèle avec les niveaux d’accumulation 

en ARNm. 

 

Dans les collets du blé d’hiver, les niveaux d’accumulation des transcrits des gènes de 

l’énolase ne sont pas assez significativement différents de ceux du contrôle, sauf pour 

ENO-b où on obtient un niveau des transcrits plus élevé par rapport à celui du contrôle. 

En revanche, pour le blé de printemps, on remarque que les niveaux des transcrits sont 

plus élevés par rapport au contrôle pour la plupart des gènes. Sharma en 2013 n’avait 

pas quant à lui obtenu des niveaux des transcrits plus élevés dans les collets pour les 

deux gènes (ENO-a et ENO-b) aussi bien chez le blé d’hiver que le blé de printemps 

(Sharma et al., 2013). Il faut toujours rappeler que les variétés de blé de Sharma 

diffèrent des nôtres. De même, aucune information n’est disponible dans son article par 

rapport aux gènes de standardisation non-communs ARF et RPLS8 utilisés, et on n'a 

pas vu de résultats de validation qui montre que son expression ne varie pas entre les 

plantes utilisées et entre les conditions de traitement. 

 

 

4.3 Peroxyrédoxine BAS1 

 

L’expression du gène peroxyrédoxine BAS1 dans les feuilles est semblable à celle des 

gènes ENO-a et ENO-b pour le blé d’hiver, c’est-à-dire que l’accumulation des 

transcrits augmente au cours du traitement au froid avec l’apparition tôt dans la période 

de traitement au froid. Chez le blé de printemps, les niveaux d’accumulation des 

transcrits ne sont pas significativement différents de ceux du contrôle le traitement au 

froid sauf au J49. Nous n’avons pas rencontré dans la littérature les travaux 

d’expression génique de BAS1 au niveau du blé pour une comparaison avec nos 

résultats obtenus. 
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Nous avons constaté un niveau d’accumulation des transcrits significatif au J49 pour 

la plupart des gènes de l’énolase et pour BAS1 aussi bien au niveau du blé de printemps 

qu’au niveau du blé d’hiver. Ce niveau élevé des transcrits au J49 a une explication 

probable par rapport à la physiologie et au cycle végétatif du blé. Selon plusieurs études 

des modifications physiologiques et moléculaires sont observées à la fin de la période 

végétative et au début de la période de floraison (Danyluk et al., 2003). Cette période 

se situe probablement entre J35 et J56 après le début de traitement des plantes au froid. 

À cette période, la plante a besoin de l’énergie pour mettre en place son système 

reproducteur pour perpétuer l’espèce. Comme l’énolase est impliquée dans la 

génération d’énergie cellulaire par son rôle dans la catalyse du glucose, il est possible 

qu’elle soit sollicitée en cette période de nécessité en énergie. Il faudrait valider cette 

hypothèse avec des analyses de l'activité glycolytique spécifique à l'énolase. On 

pourrait faire de même pour les activités antioxydante et chaperone de BAS1, mais ce 

sera plus difficile de départager l'activité spécifique de BAS1 de l'activité des autres 

systèmes de détoxification et chaperones présentes dans les plantes. 

 

 

4.4 Analyse des séquences promotrices potentielles 

 

Un promoteur ou séquence promotrice est une portion de l'ADN située en amont d’un 

gène, et indispensable à la transcription de l'ADN en ARN. Le promoteur est la partie 

de l'ADN sur laquelle se fixe l'ARN polymérase, avant de démarrer la synthèse de 

l'ARN (Callen, 2005). Un promoteur est aussi constitué de plusieurs séquences 

(éléments cis) qui régulent l’expression des gènes. Ces éléments peuvent être 

ubiquitaires ou spécifiques à un gène, un tissu ou à un groupe de tissus donné (Callen, 

2005). Parmi eux, on peut citer le cas de gènes activés en réponse à des facteurs 

externes, tels que la lumière, le froid, la sécheresse, la salinité, etc. (Misra et Ganesan, 

2021; Ouellet et al., 1998). 
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Dans cette étude, l’analyse des séquences promotrices a donc été réalisée afin de voir 

s’il y a des éléments en relation avec les stress environnementaux au niveau des 

promoteurs des différents gènes cibles. Cette analyse a montré la présence de LTRE en 

relation avec la réponse au froid, au niveau des gènes ENO3-4B et ENO3-4D. Ce 

résultat confirme que les deux gènes précités peuvent être inductibles par le froid, 

comme le montrent les résultats de la PCR quantitative. L’analyse n’a pas montré de 

LTRE pour les autres gènes cibles, mais cela ne signifie pas que ces gènes ne sont pas 

inductibles par le froid car plusieurs éléments connus ou encore inconnus peuvent 

intervenir directement ou indirectement dans l’initiation de l’expression d’un gène. En 

outre, l’analyse a montré la présence d’autres éléments en relation avec la réponse aux 

stress environnementaux y compris le froid. Parmi ces éléments, on a ceux qui sont en 

relation avec la réponse à l’acide abscissique qui fait partie des voies de signalisation 

au froid. L’analyse a aussi révélé des éléments en relation avec la réponse aux stress et 

au méthyl jasmonate qui sont parfois rencontrés dans les cascades de signalisation liées 

au froid. Donc en résumé, l’analyse des nucléotides situés en amont des séquences 

codantes a permis de mettre en évidence certains éléments communs aux différents 

stress environnementaux présents chez tous les gènes cibles, mais en particulier les 

LTRE chez deux gènes d’énolase. 

 

 

4.5 Expression de LOS2 et 2CPA chez les lignées sauvages et mutantes 

d’Arabidopsis thaliana 

 

Le blé est une espèce intéressante pour l'étude de la tolérance au froid, mais en tant que 

plante allohexaploïde typique, la complexité de son génome limite beaucoup son 

utilisation pour la recherche. Il est plus facile d’utiliser une plante modèle comme 

Arabidopsis puisque son génome est relativement simple. Les gènes ENO et BAS1 

identifiés chez le blé sont régulés par le froid, et pourraient donc jouer un rôle dans la 

tolérance gel. Il serait intéressant de trouver les orthologues de ces gènes chez 
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Arabidopsis. L’énolase chez le blé est codée par six gènes, ENO-a et ENO-b (et 

probablement ENO-d mais celui-ci n’a pas été identifié) sont le même gène, qui est 

possiblement l'équivalent de LOS2 d'Arabidopsis. On a aussi étudié TaENO3 (4A, 4B, 

4D), et toutes les protéines correspondantes sont dans le cytoplasme. De même la 

peroxyrédoxine codée par BAS1 est une protéine chloroplastique chez le blé mais qui 

est nommée 2CPA chez Arabidopsis. L’expression de ces gènes pendant 

l’acclimatation au froid chez Arabidopsis a été étudiée avec différentes lignées pendant 

le traitement au froid.  

 

Les résultats obtenus concernant l’expression de LOS2 dans les feuilles des lignées C24 

RD-LUC et los2-1 ne concordent pas avec les informations reçues de ABRC. C24 RD-

LUC est une lignée parentale qui devrait montrer des résultats comparables à ceux de 

la lignée Col-0. De même, la lignée los2-1 devrait aussi montrer des résultats 

semblables à Col-) par que cette lignée a été obtenue par mutation ponctuelle de la 

lignée RD-LUC, ce qui ne devrait pas avoir beaucoup d’impact sur l’expression du 

gène concerné. La raison de ces résultats est difficile à expliquer.  

 

En 2002, une étude a montré que le mutant los2-1 altère spécifiquement l'expression 

régulée par le froid des gènes COR/KIN/RD/LTI (Lee et al., 2002). Il est à noter que 

normalement les gènes COR/KIN/RD/LTI sont régulés par le froid à travers l'élément 

CRT/DRE (Thomashow, 1999). Ces résultats indiquent que l’effet de LOS2 sur 

l’expression de RD29A-LUC est spécifique au stress au froid et non aux autres stress 

testés (Lee et al., 2002). 

 

Les niveaux d’accumulation des transcrits du gène 2CPA dans les feuilles de 2 lignées 

d’insertion ADN-T (SALK) sont plus élevés que ceux observés au niveau de la lignée 

parentale pendant la durée du traitement au froid. Ces résultats ne sont pas trop 

surprenants car les lignées SALK comportent normalement des ADN-T qui 

probablement devraient troubler ou non l’expression du gène 2CPA, ceci 
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dépendamment du site d’insertion de l’ADN de transfert. Selon les informations que 

nous avons d’ABRC, les insertions des ADN-T pour les deux lignées SALK que nous 

avons utilisées sont au niveau des introns. 

 



 
 

 

 

 

CHAPITRE V 

 

 

CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

 

 

L’augmentation fulgurante de la population mondiale au cours de ce vingt-et-unième 

siècle et l’intensification des intempéries naturelles qui influencent négativement la 

production agricole sont des sujets d’importance capitale qui font réfléchir les 

politiciens et particulièrement le monde scientifique. Partout dans le monde plusieurs 

cultures céréalières sont influencées par les facteurs environnementaux dévastateurs, 

parmi lesquels le froid et le gel. Dans cette perspective, plusieurs études sont menées 

afin de comprendre les mécanismes développés et mis en place par certains végétaux 

pour faire face aux effets perturbateurs des différents stress environnementaux. Chez 

le blé, des études sont menées pour mettre en évidence au niveau moléculaire les 

différents éléments impliqués dans la réponse aux stress environnementaux en général, 

et particulièrement au froid. Parmi les protéines identifiées, notre étude a porté sur 

l’expression génique des énolases et de la 2-Cys peroxyrédoxine TaBAS1. Nous avons 

cherché à voir et à comprendre les profils d’accumulation des ARNm de ces gènes chez 

deux variétés de blé qui diffèrent par leur tolérance au gel au cours du traitement au 

froid. Cette étude a montré des niveaux élevés des transcrits des énolases et de TaBAS1 

dans les feuilles du blé d’hiver. Cependant, chez le blé de printemps, les niveaux de ces 

transcrits sont relativement bas par rapport au blé d’hiver. L’analyse de ces résultats 

suggèrent une probabilité élevée de l’implication des protéines TaENO et TaBAS1 

dans la tolérance au gel chez le blé. 
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Comme le génome du blé est très complexe, il faudra commencer les études 

fonctionnelles au niveau d’une plante modèle. On utilisera Arabidopsis, qui est l’une 

des plantes modèles largement utilisées dans beaucoup de laboratoires pour les études 

de génétique inverse compte tenu de la simplicité de son génome. Ainsi on cherchera 

à voir dans un premier temps lequel des gènes ENO chez le blé est l’orthologue de 

LOS2 chez Arabidopsis en comparant le niveau d’expression de LOS2 après une 

exposition des plantes au froid. Les analyses d’expression génique avec différentes 

lignées réalisées dans ce travail n’ont pas été concluantes, et devront donc être répétées. 

Une fois que l’orthologue de blé aura été identifié, on procèdera à des tests de 

complémentations c’est-à-dire on va introduire des gènes « normaux » dans un 

background mutant pour voir si le gène peut « complémenter » le phénotype (donc 

rendre le mutant comme un Wild-type). Dans notre contexte les séquences complètes 

de ENO-a et ENO-b du blé seront utilisées pour faire la complémentation dans 

Arabidopsis. Une analyse de l’expression génique par qPCR sera faite, et les résultats 

mettront en évidence probablement le ou les gènes d’ENO chez le blé est ou sont 

orthologues de LOS2 chez Arabidopsis. 

 

Pour la suite de l’étude au niveau des transformants, on procédera à la mesure de la 

tolérance au gel à l’aide de deux techniques différentes, une qui est le test de fuite 

d’électrolytes (Filipkowski et al., 2015) et l’autre qui est le test de fluorescence de la 

chlorophylle (Aminot et Rey, 2001). Pour faire le test de fuite d’électrolytes, les feuilles 

détachées des plantes transformées non acclimatées ou acclimatées au froid (et des 

plantes non transformées comme témoin) seront congelées dans un congélateur à 

refroidissement lent, de type CryoMed (ThermoFisher) à une vitesse de 2 °C / h à des 

températures de -4 °C à -24 °C, à des intervalles de 2 °C. Les feuilles seront 

décongelées dans l’eau et les fuites d’électrolytes seront mesurées par conductivité 

avant et après l’autoclavage. On pourra aussi procéder par la mesure de la fluorescence 

dans les feuilles. Pour cela, les feuilles congelées seront décongelées lentement sur la 

glace, adaptées à l’obscurité pendant 20 minutes, et la fluorescence de la chlorophylle 
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sera mesurée avec le système d’imagerie NightOWL (Berthold). Les plantes non 

congelées serviront de contrôles. La tolérance sera exprimée par la température létale 

50 (LT50), la température où il y a 50% de fuite d’ions / fluorescence par rapport aux 

plantes non congelées. Les résultats obtenus indiqueront si TaENO et TaBAS1 

participent, comme prévu, au caractère de tolérance. 

 

Ces travaux subséquents devront chercher à élucider comment ces deux protéines 

fonctionnent au niveau moléculaire pour contribuer à l'amélioration de la tolérance au 

gel. Les travaux de Chow-shi-yée de 2016 ont montré que TaENO a une activité IRI 

mais pas de domaines de liaison à la glace connus (Chow-shi-yée et al., 2016). Ainsi il 

faudrait identifier les nouveaux domaines de liaison à la glace au niveau de la protéine 

énolase, et voir si ces protéines agissent individuellement ou en synergie avec d’autres 

protéines ou d’autres molécules dans la tolérance au gel. 

 

Dans les prochaines études, pour mieux évaluer le rôle que jouent ces protéines dans la 

tolérance au gel chez le blé, je propose de faire des analyses de génétique inverse chez 

le blé. On utilisera deux versions du système Barley Stripe Mosaic Virus (BSMV) : la 

version originale à 3 composantes optimisée pour le silençage génique induit par le 

virus (VIGS), pour diminuer l’expression des gènes (Knock out, KO) ; et la version à 

4 composantes développée pour la surexpression (Cheuk, 2018). 

 

On pourra voir également si les variétés de tolérance différente expriment des niveaux 

différents de ces gènes. Si oui, et si les variétés les plus tolérantes expriment plus de 

ENO par exemple, on pourrait penser que ENO serait un marqueur de tolérance pouvant 

être utilisé pour la sélection de variétés plus tolérantes au gel dans les croisements 

traditionnels. 
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