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Introduction. Le mais est une plante présentant une grande importance économique. Malgré son origine tropicale et sa grande
sensibilité aux basses températures, elle est aujourd’hui cultivée dans une large gamme de latitudes. Afin de conserver des
rendements compétitifs, de nombreuses adaptations génétiques et culturales ont dii é&tre mises en place.

Littérature. La réponse des plantes aux stress environnementaux tels que la sécheresse ou le froid a été largement étudiée.
Cet article résume les avancées et les connaissances actuelles concernant les effets des températures froides non gélives sur
les plantes de mats, depuis la germination jusqu’a la transition florale. Le froid modifie la phénologie de la plante mais aussi
sa productivité générale, notamment par son impact négatif sur la photosynthése. La croissance est affectée et des stress
secondaires osmotique et oxydatif affectent les processus cellulaires.

Conclusions. Une meilleure connaissance des effets du froid permet d’envisager des stratégies d’amélioration de la tolérance
des plantes par diverses approches physiologiques, génétiques ou moléculaires.

Mots-clés. Zea mays, froid, phénologie, photosynthése, tolérance au froid.

Effects of cold temperatures on the early stages of maize (Zea mays L.). A review

Introduction. Maize is a crop of great economical importance. Despite its tropical origin and its high sensitivity to low
temperatures, maize is now cultivated in a wide range of latitudes. To maintain competitive yields, many genetic and agricultural
adaptations have been implemented.

Literature. Plant responses to environmental stresses such as drought or cold have been extensively studied. This article
reviews the progress and current knowledge regarding the effects of non-freezing cold temperatures on maize plants, from
germination to floral transition. During the early stages of development, cold alters plant phenology and productivity, mainly
because of its negative impact on photosynthesis. Plant growth is affected and secondary osmotic and oxidative stresses induce
cell damage.

Conclusions. A better understanding of the effects of cold will allow the development of new strategies for improving plant
tolerance through the use of various physiological, genetic and molecular approaches.

Keywords. Zea mays, cold, phenology, photosynthesis, cold tolerance.

1. INTRODUCTION

Les changements climatiques constatés a 1’échelle
planétaire se manifestent principalement par une
hausse des températures moyennes et une perturbation
du régime des précipitations. Pour 1’agriculture, ces
modifications appellent a de nouvelles stratégies, tant
dans le choix que dans la mise en place des cultures.
Une stratégie d’esquive consiste a avancer les semis
de maniere a éviter la secheresse estivale. En France,

par exemple, la date moyenne de semis pour le mais
a été avancée de 15 jours en 30 ans (Lorgeou et al.,
2011). Cette pratique peut cependant exposer les
plantes a des températures froides en début de saison
et ainsi handicaper leur croissance. Paradoxalement, le
réchauffement climatique nécessite donc la sélection
de variétés tolérantes au froid a des stades jeunes. Le
mais, Zea mays L., domestiqué a partir de 1’ancétre
téosinte au Mexique, est en effet particulierement
sensible a la température, méme si son expansion vers
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les régions tempérées a occasionné une adaptation
progressive a des températures plus basses. Des
températures inférieures a 5°C provoquent des
dommages structurels et des nécroses irréversibles ;
des températures inférieures a 15°C réduisent
significativement [’activité photosynthétique et la
croissance (Miedema, 1982). Une meilleure tolérance
au froid permettrait donc d’étendre la culture vers des
latitudes plus élevées et d’utiliser des génotypes au
cycle de développement plus long.

Le mais étant cultivé pour la production de grains
ou de fourrage, les criteres de tolérance au froid
concernent aussi bien le développement de la plante
(phénologie) que I’accumulation de biomasse. Le
stade auquel le froid survient est donc critique de
méme que son intensité et sa durée, autant de variables
expérimentales qui, ajoutées a |’interaction génotype X
environnement, justifient une littérature  treés
abondante sur le sujet. Afin d’intégrer correctement
I’ensemble des résultats obtenus dans des conditions
environnementales trés différentes, il est donc
nécessaire de définir des types de traitements, comme
proposé dans des revues récentes (Marocco et al.,
2005 ; Leipner et al., 2009). Une premiere distinction
est basée sur la gamme des températures subies. La
température de 15°C est fréquemment considérée
comme le seuil en-deca duquel la plante de mais se
trouve en conditions de stress, ¢’est-a-dire dans un état
physiologique qui réduit les performances de fonctions
vitales (Leipner et al., 2009). Un stress « modéré »
désigne une période de froid a 10-15 °C, tandis qu’un
stress « sévere » survient a 2-10 °C. Il faut préciser
que cette classification est basée sur les effets du froid
survenant a la lumiere et dont les mécanismes sont
intimement liés aux processus photosynthétiques. Une
seconde composante du stress est sa durée : un stress
modéré de longue durée ou un stress sévere de courte
durée induisent dans les plantes des mécanismes de
protection communs qui leur permettent de tolérer
le froid, voire de s’acclimater pour supporter des
conditions encore plus défavorables (Leipner et al.,
2009). Par contre, un stress sévere de longue durée
occasionne des dégats cellulaires qui peuvent étre
irréversibles. Les effets du froid peuvent donc étre
décrits dans le sens d’une contrainte croissante sur les
fonctions vitales.

De nombreuses études ont été consacrées a
I’identification des mécanismes physiologiques
de réponse et de tolérance du mais au froid ; elles
constituent le socle de connaissances qui permettent
actuellement la recherche de marqueurs de tolérance
utiles a la sélection. Cette syntheése aborde donc
successivement les études classiques, limitées aux
stades de développement précoce du mais jusqu’a
la transition florale, et leur exploitation dans un but
d’amélioration génétique.
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2. EFFETS DU FROID SUR LA PHENOLOGIE

2.1. De la germination a I’acquisition de
P’autotrophie

La germination du mais nécessite une température
minimale de 6°C (Miedema, 1982). L’embryon
qui reprend sa croissance contient 4 ou 5 feuilles
« embryonnaires » qui se développent en utilisant
les réserves de I’albumen. Cette phase de croissance
hétérotrophe est particulierement importante car elle
coincide avec I’implantation de la culture, durant
laquelle la vigueur des jeunes plantes conditionne
le taux de recouvrement du sol, la compétition vis-
a-vis des adventices, de méme que la sensibilité aux
pathogénes. Le passage a [autotrophie survient
entre les stades 3 et 5 feuilles visibles. Ces stades
précoces sont tres sensibles au froid (Greaves, 1996)
qui peut compromettre [’activation des processus
photosynthétiques, le métabolisme général et le
fonctionnement des méristetmes. La température
critique est alors celle du sol plutot que celle de 1’air
(Stone et al., 1999). Durant sa phase végétative, la
plante de mais présente en effet un port caractéristique
en rosette, de sorte que le méristeme de tige se trouve
juste sous la surface du sol. Le ralentissement de
croissance des plantules exposées au froid est dii a la
fois a la fonctionnalité diminuée des racines et a un
impact direct sur le fonctionnement du méristeme de
tige et la croissance des feuilles. En effet, lorsque seules
les racines sont exposées au froid, le ralentissement
de croissance est nettement plus faible que si la zone
comprenant le méristeme de tige est exposée a la méme
température (Engels, 1994). Des plantules présentant
une racine primaire plus longue et ramifiée conservent
de meilleures performances photosynthétiques au froid
(Hund et al., 2007).

Le ralentissement de croissance des racines limite
I’acquisition des éléments minéraux, ce qui peut
occasionner des carences minérales et le flétrissement
des feuilles (Engels, 1994). Des chloroses ou des
nécroses peuvent aussi étre observées suite a un stress
oxydatif dans les feuilles ; ces problemes peuvent aller
jusqu’a la mort de la plantule en cas de stress sévere
persistant pendant la croissance hétérotrophe (Prasad
etal., 1994).11 a été¢ montré cependant que si le froid est
modéré et transitoire, la biomasse finale de la plante est
peu affectée par les effets d’un stress précoce, suggérant
la mise en place de mécanismes de compensation lors
des étapes ultérieures du développement (Leipner
et al., 2008a).

2.2. La phase végétative et la transition florale

Bien que le mais soit a I'origine une plante de
jours courts, les variétés actuellement cultivées
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dans les régions tempérées ont été sélectionnées
pour leur capacité a fleurir de fagon « autonome »,
indépendamment de la photopériode. Le nombre
total de feuilles initiées avant la transition florale a
un tres fort déterminisme génétique, de sorte qu’il est
fréquemment utilisé pour classer les génotypes entre
« tardifs » et « précoces » (Périlleux et al., 2011). Ce
caractere ne varie pas avec la température, de sorte que
le moment de la transition florale peut étre calculé a
partir de la relation linéaire qui existe entre la vitesse
de développement — souvent exprimée par la vitesse
d’apparition des feuilles (index phyllochronique) — et
la température (Tollenaar et al., 1979). Les échelles
de temps thermique exprimé en degrés-jour cumulent
le temps passé entre une température minimale de
croissance (6-10 °C, selon les auteurs) et un maximum
(30-35 °C). L’échelle plus récente proposée par Parent
et al. (2010) calcule le temps équivalent a 20 °C, sur
base d’une pondération des taux de croissance mesurés
dans une gamme de 6-36 °C.

Une étroite fenétre temporelle de sensibilité
a I’environnement semble cependant persister,
juste avant la transition florale, durant laquelle la
photopériode et la température peuvent accélérer le
processus (Tollenaar et al., 1983). En ’occurrence,
des jours courts ou des températures sous-optimales
(de I’ordre de 15 °C) réduisent le nombre final de
feuilles, ce qui signifie que la floraison survient a
un 4ge physiologique plus précoce. Au niveau de la
morphogenese des inflorescences, le froid (< 10 °C)
survenant aux environs de la transition florale
peut, selon les génotypes, diminuer le nombre de
ramifications de la panicule (Bechoux et al., 2000) et
induire I’avortement de 1’épi primaire remplacé par
une languette foliacée (Lejeune et al., 1996).

3. EFFETS DU FROID SUR LA PRODUCTIVITE

La productivité des plantes cultivées est fréquemment
exprimée par ’efficacité de conversion de la radiation
interceptée en biomasse (foliaire et racinaire) ou
RUE (radiation use efficiency). Les plantes en C4
comme le mais se caractérisent par des performances
particulierement élevées, liées a leur capacité de fixer
davantage de CO, et de réduire la photorespiration pour
convertir une plus grande proportion des radiations en
assimilats.

3.1. Accumulation de biomasse

Selon le stade auquel il survient, le froid peut
provoquer une réduction de la biomasse totale de la
plante de mais, en limitant principalement la biomasse
aérienne (Louarn et al., 2008). En conséquence,
la surface d’interception lumineuse est limitée, ce
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qui amplifie encore I’effet néfaste du froid sur la
production de biomasse. La biomasse racinaire est
également affectée, mais moins que celle de la partie
aérienne, de sorte que le rapport shoot/root diminue
(Hund et al., 2007). Ce déséquilibre pourrait provenir
de la moindre translocation depuis les racines vers
les tiges des éléments nutritifs et hormones qu’elles
fournissent normalement et qui sont nécessaires a la
photosynthese et a la croissance des feuilles (Imran
et al., 2013). Il ne semble pas y avoir d’association
génétique entre I’architecture du systéme racinaire et
la capacité d’accumulation de biomasse aérienne par
les plantes exposées au froid (Hund et al., 2004).

3.2. Croissance des feuilles

Une période de froid a un effet variable sur la
croissance d’une feuille selon le stade auquel elle y est
exposée. Il est donc utile de rappeler qu’au stade de
primordium, la croissance de la feuille est homogene,
toutes les cellules étant mitotiquement actives. Elle est
ensuite répartie sur deux zones : la partie proximale ol
la prolifération cellulaire perdure et la partie apicale
ol les cellules se divisent moins mais s’allongent.
L’élongation de la feuille se déroule dans les 80 mm de
sa base, avec une zone d’activité maximale a 35 mm
(Muller et al., 2001). Le taux d’élongation d’une
feuille apparait donc exponentiel lorsque sa taille est
inférieure a2 80 mm et linéaire une fois que cette zone
d’élongation est formée.

Les feuilles qui suivent celle qui émerge du cornet
foliaire au moment du froid sont les plus affectées
(Louarn et al., 2008) et le sont transitoirement ou
irréversiblement. En effet, si le froid survient pendant
la phase exponentielle de croissance, celle-ci est
fortement ralentie pendant le stress, mais la durée de
la phase linéaire qui suit est allongée, de sorte que
la taille finale de la feuille n’est pas réduite (Louarn
et al., 2010). Cet effet de compensation dépend de la
taille du cornet qui semble jouer un role « tampon ».
Par contre, si la feuille est dans sa phase linéaire de
croissance lorsqu’elle percoit le froid, la durée de cette
phase diminue et la taille finale est irréversiblement
réduite (Louarn et al., 2010). Le froid affecte autant
la division cellulaire et 1’élongation cellulaire, de
sorte que la coordination entre ces processus n’est pas
modifiée (Parent et al., 2010). Il semble, par contre,
que lorsqu’il est limité a la période nocturne, le froid
affecte uniquement 1’activité du méristtme basal des
feuilles (Rymen et al., 2007).

3.3. Assimilation de CO2

Les cellules exposées au froid doivent faire face a
deux problémes principaux : la baisse de la fluidité
des membranes, qui peut affecter leur intégrité et les
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échanges qui s’y déroulent, et le ralentissement des
réactions enzymatiques de la photosynthese qui limite
la capacité de dissipation de 1’énergie lumineuse
absorbée et augmente ainsi le risque de photoinhibition.

Réactions enzymatiques. Chez les plantes en
C4 comme le mais, les €tapes de fixation du CO,
atmosphériqueetsaréductionentriose phosphatedansle
cycle de Calvin se déroulent dans des assises cellulaires
différentes de la feuille (Figure 1). La température
optimale pour I’assimilation photosynthétique du CO,
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chez le mais se situe entre 30 °C et 40 °C ; toutes les
études s’intéressant a 1’effet du froid chez cette espece
montrent une baisse importante de 1’assimilation du
CO, (Long et al., 2013). Les courbes d’assimilation a
CO, ambiant et intensité lumineuse (PPFD) variable
montrent que I’assimilation maximale (A_ ; plateau
de la courbe) est réduite par le froid. Le rendement
quantique de I’assimilation (®CO, ; pente initiale
de la courbe) n’est le plus souvent pas affecté, sauf
dans les expériences ou les conditions induisent une
photoinhibition.
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Figure 1. Vue d’ensemble de I’assimilation du CO, dans la feuille de mais (d’apres Hibberd et al., 2010) — Overview of CO,
assimilation in maize leaf (adapted from Hibberd et al., 2010).

Dans les cellules du mésophylle, la phosphoénolpyruvate carboxylase (PEPC) fixe le CO, (sous forme HCO;’) sur le phosphoénolpyruvate
(PEP) pour générer de I’oxaloacétate (OAA). L’OAA est alors transformé dans les chloroplastes du mésophylle en malate (Mal) par la
NADP-malate déshydrogénase (NADP-MDH). Ce malate est transporté par voie symplastique vers les cellules de la gaine périvasculaire
ou il est décarboxyl€ en pyruvate (Pyr) par la NADP-malic enzyme (NADP-ME) ; le CO, libéré€ est alors intégré dans le cycle de Calvin
par la ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase/oxygénase (Rubisco). Le pyruvate retourne dans les cellules du mésophylle pour servir

a la régénération du PEP par la pyruvate phosphate dikinase (PPDK). Les cellules du mésophylle possedent un nombre de PSII et un
pouvoir réducteur (NADPH) beaucoup plus €levés que les cellules de la gaine périvasculaire — In mesophyll cells, phosphoenolpyruvate
carboxylase (PEPC) fixes CO, to phosphoenolpyruvate (PEP) to generate oxaloacetate (OAA). OAA is then converted in malate (Mal)
by NADP-malate dehydrogenase (NADP-MDH). Malate is transported through plasmodesmata toward bundle sheath cells where it

is decarboxylated to pyruvate (Pyr) by the NADP-malic enzyme (NADP-ME). CO, is then assimilated in the Calvin cycle by ribulose
1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase (Rubisco). Pyruvate returns in mesophyll cells for regeneration of PEP by pyruvate phosphate
dikinase (PPDK). Mesophyll cells have a higher number of PSII and a higher reducing power (NADPH) than bundle sheath cells.
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En lumiere saturante, la réponse a la concentration
interne en CO, montre que le froid provoque une
réduction de [D’efficacité de carboxylation (CE ;
pente initiale de la courbe) qui reflete 1activité
de la phosphoénolpyruvate carboxylase (PEPC).
L’assimilation maximale est fortement réduite (de
I’ordre de 80 % a 14 °C, comparativement a 25 °C) ;
elle témoigne d’une diminution d’activité de la
pyruvate phosphate dikinase (PPDK) qui régénere le
PEP et de la ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase/
oxygénase (Rubisco). Ces baisses d’activité
enzymatique sont corrélées a une diminution de
I’abondance des protéines, mais la PEPC diminue
peu comparativement aux deux autres (Naidu et al.,
2003). La diminution de I’abondance de la Rubisco
est corrélée a celle de sa grande sous-unité, encodée
par le génome chloroplastique (Naidu et al., 2003).
Le froid semble en effet provoquer un déséquilibre
entre la disponibilité des protéines d’origine nucléaire
ou chloroplastique, qui se reflete également dans la
composition en protéines des photosystemes (Nie
et al., 1991). Le controle s’exercerait davantage au
niveau post-traductionnel (stabilité et/ou dégradation
des protéines) qu’au niveau transcriptionnel. La
diminution de I’abondance de la Rubisco est en partie
compensée par une augmentation de son activation a
la lumiere (Kingston-Smith et al., 1997).

Le froid restreint également les échanges
symplastiques entre les cellules du mésophylleetcelles
de la gaine périvasculaire qui sont indispensables au
métabolisme C4 (Figure 1). Ceci pourrait étre dii a
la fermeture ou a I’obstruction des plasmodesmes par
un polysaccharide, la callose et par une protéine, la
calréticuline (Bilska et al., 2010). Des génotypes qui
ont davantage de plasmodesmes entre les cellules de
la gaine périvasculaire et les cellules du mésophylle
sont ainsi plus tolérants au froid (Sowifski et al.,
2003).

Réactions photochimiques. Dans les feuilles de
mais qui se développent a température ambiante,
la coordination entre le transport d’électrons et
I’assimilation du CO2 est tres robuste, de sorte que
les rendements quantiques de la photochimie du
photosysteme II (®PSII) et de [’assimilation du
CO, (®CO,) sont étroitement corrélés dans une
large gamme de conditions (Edwards et al., 1993).
Cependant, lorsque les plantes se développent
au froid, la diminution de I’assimilation du CO,
provoque la baisse d’utilisation du NADPH et de
I’ATP, ce qui entraine la saturation de la chaine de
transport des électrons et I’accumulation de protons
dans la lumiere des thylakoides. Le ®PSII diminue :
I’énergie lumineuse est moins transformée en énergie
chimique (qP, photochemical quenching) car la forme
réduite de I’accepteur Q, s’accumule (Fracheboud
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et al., 1999). Les centres réactionnels sont donc
bloqués (en position dite « fermée ») et la dissipation
de I’énergie par des processus non photochimiques
(NPQ, non-photochemical quenching) augmente
(Leipner et al., 1997). La dissipation de 1’énergie
sous forme de chaleur peut se faire via le cycle des
xanthophylles, qui est stimulé par le froid (Caffarri
et al., 2005).

Le froid occasionne également des altérations
structurelles au niveau du PSII, comme en témoigne
une diminution du rendement quantique maximum
du PSII, mesuré par le rapport Fv/Fm (Fracheboud
et al., 1999). Cette « photoinhibition » est surtout
observée lorsque le froid survient en méme temps
que de fortes intensités lumineuses. La cause majeure
en est l'altération de la protéine DI du centre
réactionnel, dont 1’abondance décroit fortement
(Nie et al., 1991 ; Kingston-Smith et al., 1999). Le
turnover de la protéine D1 est compromis au froid,
de sorte que les molécules endommagées ne sont
pas remplacées. Les antennes collectrices associées
au PSII (LHCII) sont également affectées dans leur
composition protéique, mais moins que les centres
réactionnels (RC), de sorte que le rapport LHCII/
RC augmente au froid (Nie et al., 1991 ; Caffarri et
al., 2005). Une modification qualitative au sein du
LHCII est la phosphorylation de la protéine CP29
induite par le froid. Cette modification pourrait
favoriser la migration latérale de CP29 des granas
aux thylakoides interganaires dans les cellules de
mésophylle, entrainant la dislocation des complexes
LHCII/RC (Chen et al., 2013). Ce mécanisme viserait
a diminuer le transfert d’énergie entre les LHCII et le
RC ; il expliquerait la différence de tolérance au froid
entre certains génotypes de mais et semble spécifique
aux monocotylées.

Les dégits occasionnés par le froid aux
photosystemes se manifestent par une chlorose,
c’est-a-dire par une diminution de la teneur en
chlorophylles des feuilles. Le rapport chlorophylle a/b
diminue et cela, de maniere rapidement réversible
des la fin de la période de stress. La modification du
rapport chlorophylle a/b serait due a la modification
de I’abondance relative des antennes LHCII (ou se
trouve la chlorophylle b), par rapport aux RC (Nie
et al., 1991 ; Caffarri et al., 2005).

Le froid occasionne également 1’accumulation de
pigments non photosynthétiques qui font office de
filtre pour les photosysteémes en exces d’énergie ; il
s’agit d’anthocyanes vacuolaires qui provoquent le
rougissement des feuilles (Pietrini et al., 2002).

Les symptomes de chlorose et 1’efficacité du PSII
(mesures du PPSII et Fv/Fm) sont fréquemment
utilisés pour quantifier I’impact du froid sur le mais
et comparer le degré de tolérance de différents
génotypes (Fracheboud et al., 1999). Ils permettent
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également d’identifier les organes/tissus les plus
endommagés par le stress (Leipner et al., 2009).

3.4. Stress secondaires induits par le froid

Le froid induit un stress hydrique en provoquant une
chute rapide de la conductance hydraulique racinaire.
Cet effet est le résultat d’'une augmentation de la
viscosité de 1’eau et de I’altération des membranes
cellulaires qui perturbent le transport radial
symplastique de I’eau dans les racines. La transpiration
diminue également lors d’un transfert au froid, mais
insuffisamment pour pallier la baisse d’absorption
de I’eau par les racines, de sorte que la teneur en
eau et le potentiel hydrique diminuent dans toute la
plante, qui présente des symptomes de flétrissement.
La régulation ultérieure de 1’ouverture des stomates
et de I’absorption de I’eau par les racines permet une
récupération partielle ou totale, selon les génotypes
(Melkonian et al., 2004). L’activation des aquaporines
serait impliquée dans I’étape de récupération; la
quantité et le degré de phosphorylation de ces protéines
augmentent en effet apres un stress froid, mais cette
réponse ne peut pallier des dégats membranaires trop
importants (Aroca et al., 2005).

Lorsque les plantes sont exposées au froid, la
saturation de la chaine de transporteurs d’électrons
provoque ['utilisation d’autres « puits d’électrons »,
notammentdel’O, danslaréaction de Mehler,au niveau
du PSI, qui produit I’anion superoxide O,", une forme
tres réactive de 1’oxygene (ROS, Reactive Oxygen
Species). Le froid occasionne aussi I’accumulation
de ROS par I'activation de la NADPH oxydase. Les
ROS provoquent des dommages cellulaires ou « stress
oxydatif », notamment via la peroxydation des lipides
membranaires. Ces dégats sont le plus souvent
mesurés par le contenu en malondialdéhyde, un sous-
produit de I’oxydation des lipides, qui augmente dans
des plantes de mais exposées a un stress par le froid
(Fryer et al., 1998).

Les plantes disposent d’un métabolisme
antioxydantefficace pour éliminer les ROS et détoxifier
les cellules ; ce systeme est induit par les ROS eux-
mémes qui déclenchent une voie de signalisation
(Guan et al., 2000). La forte sensibilité du mais au
stress oxydatif est associée a la compartimentation
du métabolisme antioxydant: de méme que les
enzymes de la photosynthése, les antioxydants
sont différentiellement répartis entre les cellules du
mésophylle et de la gaine périvasculaire (Figure 2).
Les échanges intercellulaires étant fortement
diminués lors d’un stress par le froid, le recyclage des
antioxydants est compromis et les cellules de la gaine
périvasculaire subissent davantage de dommages
oxydants irréversibles que les cellules du mésophylle
(Foyer et al., 2002).
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4. MOYENS ENVISAGES POUR AUGMENTER
LA TOLERANCE AU FROID

La connaissance des mécanismes par lesquels les
plantes tolerent le froid permet, d’une part, d’envisager
différentes méthodes de protection et, d’autre part, de
définir des criteres pertinents pour évaluer la sévérité
d’un stress et comparer/sélectionner des génotypes.
Ces développements ont pour but commun d’améliorer
la tolérance des génotypes cultivés, que cela soit par des
traitements physiologiques, des outils moléculaires, ou
des programmes de sélection basés sur des marqueurs
génétiques.

4.1. Approche physiologique

Chez de nombreuses especes, les plantes qui subissent
un premier stress (ou « pré-stress ») par le froid résistent
mieux a un second et tolerent des températures plus
basses. Cet «endurcissement » ou « acclimatation »
témoigne de ce que des mécanismes de tolérance
mis en place lors du premier stress perdurent ou
sont induits plus rapidement lors d’un second stress.
Ainsi, des plantes de mais s’étant développées a des
températures froides modérées résistent mieux que
des plantes cultivées a 25 °C, a un stress froid plus
sévere qui induit une photoinhibition ; cette meilleure
tolérance est associée a une dissipation plus rapide
de I’énergie excédentaire, a I’accumulation dans les
feuilles de xanthophylles et d’antioxydants (GSH et
a-tocophérol) (Leipner et al., 1997).

Une meilleure tolérance au froid peut aussi résulter
d’une acclimatation a un autre stress abiotique ou
biotique. Par exemple, des plantes de mais acclimatées
a la sécheresse résistent mieux au froid que des plantes
non acclimatées (Pérez de Juan et al., 1997). De plus,
des traitements exogeénes visant a protéger des plantes
de la secheresse ou de la salinité, qui ont pour point
commun d’induire au niveau cellulaire un stress
hydrique, permettent d’augmenter leur tolérance au
froid (Theocharis et al., 2012).

La comparaison de génotypes présentant des degrés
de tolérance au froid différents a également permis de
rechercher des corrélations entre ce trait phénotypique
et d’autres caracteres, biochimiques ou physiologiques,
qui pourraient a la fois servir d’indicateurs et constituer
des criteres de sélection. L’interprétation des résultats
n’est cependant pas toujours aisée car l’activation
constitutive d’un mécanisme de tolérance peut soit
indiquer une réelle tolérance, soit au contraire résulter
de la nécessité de pallier une plus grande sensibilité. Par
exemple, le fait que des génotypes tolérants contiennent
moins de zéaxanthine que des génotypes plus sensibles
peut étre interprété par un moindre besoin de dissiper
I’énergie (Fracheboud et al., 2002). La teneur en
antioxydants n’est pas non plus clairement corrélée
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Figure 2. Vue d’ensemble du métabolisme antioxydant de la feuille de mais
(d’apres Doulis et al., 1997) — Overview of antioxidant metabolism in maize
leaf (adapted from Doulis et al., 1997).

L’anion O, est d’abord dismuté en peroxyde d’hydrogene (H,O,) par la superoxyde
dismutase (SOD). L’H, O, est ensuite éliminé par I’action de la catalase (CAT) ou de
I’ascorbate peroxydase (APX) qui utilise comme substrat I’ascorbate (AsA, vitamine
C) et produit le radical monodéhydroascorbate (MDHA). Le MDHA est capable de
dismuter spontanément en déhydroascorbate (ascorbate oxydé, DHA) et en AsA.

La régénération d’AsA a partir du DHA se fait dans le cycle ascorbate-glutathion :

le DHA est réduit par le glutathion (GSH) dans une réaction catalysée par la
déhydroascorbate réductase (DHAR) ; le GSH est régénéré par réduction de la forme
oxydée (glutathion disulfide, GSSG) par la glutathion réductase (GR) qui utilise le
NADPH formé par les réactions photochimiques de la photosynthese. L’ a-tocophérol
(vitamine E) agit comme molécule antioxydante non enzymatique (non montré). Dans
les feuilles de mais, le métabolisme antioxydant n’est pas uniformément réparti entre
les deux types cellulaires, comme I’illustrent I’épaisseur des fleches et la taille des
caracteres. L’équilibre du statut redox des feuilles réside donc en grande partie dans
les échanges intercellulaires : le GSSG et le DHA doivent étre transportés par voie
symplastique de la gaine périvasculaire au mésophylle pour étre réduits ; le GSH et

I’ AsA régénérés retournent ensuite dans les cellules de la gaine périvasculaire — The
O, anion is first disproportionated into hydrogen peroxide (H,0,) by the superoxide
dismutase (SOD) enzyme. H,0, is then removed by the action of catalase (CAT) or
ascorbate peroxidase (APX) that uses ascorbate (AsA, vitamin C) as a substrate

and produces monodehydroascorbate (MDHA). MDHA can spontaneously
disproportionate to dehydroascorbate (DHA) and AsA. AsA is regenerated in the
ascorbate-glutathione cycle: DHA is reduced by glutathione (GSH) in a reaction
catalyzed by dehydroascorbate reductase (DHAR); GSH is regenerated by the
reduction of the oxidized form (glutathione disulfide, GSSG) by glutathione reductase
(GR) using the NADPH formed by photochemical reactions of photosynthesis.
a-tocopherol (vitamin E) acts as a non-enzymatic antioxidant molecule (not shown).
In maize leaves, antioxidant metabolism is not uniformly distributed between the

two cell types, as shown by the thickness of arrows and the font size. The balance of
the redox status is mainly due to intercellular transport: GSSG and DHA have to be
transported by a symplastic route from bundle sheath to mesophyll cells for reduction;
regenerated GSH and AsA then go back to the bundle sheath cells ; NADP :
nicotinamide adénine dinucléotide phosphate — nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate.

Riva-Roveda L. & Périlleux C.

au degré de tolérance (Kingston-Smith
et al.,, 1999). Cependant, plusieurs
travaux mettent en évidence qu’une
capacité accrue de synthese de GSH
et de sa régénération par I’activité GR
augmentent la protection des plantes de
mais vis-a-vis du froid en maintenant
un rapport GSH/GSSG élevé (Kocsy
etal.,2001).

L’accumulation d’acide abscissique
(ABA) durant le stress froid a été
montrée par de nombreux auteurs
(Melkonian et al.,2004). Les génotypes
tolérants sont capables d’accumuler
plus d’ABA et de maniere plus rapide
que les génotypes sensibles. De plus,
une application exogene d’ABA
avant le froid permet 1’acclimatation
des plantes en stabilisant le statut
hydrique via la réduction de la
transpiration (fermeture des stomates)
et I’augmentation du flux d’eau dans
les racines (Aroca et al., 2003). L’ABA
permet aussi d’accentuer la réponse au
stress oxydatif : il induit I’expression
des geénes du systeme antioxydant, la
synthése des protéines qu’ils encodent
et augmente [’activité des enzymes
antioxydantes.

4.2. Approche moléculaire

Le clonage d’enzymes impliquées
dans des voies métaboliques affectées
par le froid permettrait d’en modifier
I’activité pour augmenter la tolérance
des plantes. Dans cette perspective,
Kingston-Smith et al. (2000) ont
surexprimé une SOD de tabac dans
des plantes de mais dans le but de les
rendre plus tolérantes au stress oxydatif
secondaire provoqué par les basses
températures. Bien que ’activit¢ SOD
et le métabolisme antioxydant soient
significativement augmentés chez les
plantes transformées, leur tolérance au
froid n’est pas différente des plantes
non transformées. Curieusement,
le confinement spatial de [’activité
SOD dans les cellules de la gaine
périvasculaire est observé chez les
plantes transgéniques, ce qui suggere
une compartimentation obligatoire du
métabolisme antioxydant chez le mais.

Les enzymes du métabolisme
photosynthétique pourraient égale-
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ment étre limitantes pour I’expression de la tolérance
au froid. Leipner et al. (2008b) ont par exemple
observé qu'une variété de mais tolérante au froid
contient une activité malate déshydrogénase (MDH)
plus importante qu’une variété sensible. D’autre part,
certaines plantes C4 sont mieux adaptées au froid que
le mais. Ainsi le Miscanthus présente une productivité
nettement supérieure a celle du mais car il tolére mieux
les températures basses ; cette meilleure performance
est associée a une plus grande richesse en PPDK et
en Rubisco. L’abondance de ces protéines ne baisse
pas au froid (Naidu et al., 2003) et des mécanismes
de compensation sont mis en place pour stimuler la
synthése des protéines du PSII telles que D1 et CP29,
alors que toutes ces protéines diminuent chez le mais
(Spence et al., 2014).

Une autre voie viserait a activer la voie de
signalisation du froid de maniere constitutive pour
mettre en place des mécanismes de tolérance, de maniere
similaire a une acclimatation. D’importants progres
dans la connaissance des mécanismes moléculaires de
la réponse au froid ont été réalisés chez Arabidopsis
thaliana,notamment a partir d’études transcriptomiques,
ol une batterie de genes COR (cold regulated genes)
sont induits (Knight et al., 2012). Une partie de ceux-ci,
contenant un domaine CRT/DRE (C-repeat/dehydration
responsive element) dans leur promoteur sont activés
par des facteurs de transcription CBF/DREB (C-repeat
binding factor/dehydration responsive element binding),
eux-mémes régulés au niveau transcriptionnel par ICE
(inducer of CBF expression). La protéine ICEl est
synthétisée de maniere constitutive, mais son abondance
est régulée en fonction de la température ambiante par
ubiquitination et sumoylation. Les protéines encodées
par les génes COR sont de natures diverses et visent
a réduire les dommages occasionnés par le froid pour
permettre a la plante de tolérer ce stress. On retrouve
donc des protéines telles que COR15 qui stabilisent
les membranes chloroplastiques, des enzymes qui
augmentent la proportion de lipides membranaires
insaturés, des enzymes de la biosynthese d’osmolytes et
des enzymes du métabolisme antioxydant.

Un certain nombre de génes faisant partie d’une
cascade de signalisation de méme type ont été isolés
chez le mais (Marocco et al., 2005). Le froid induit
I’expression de ZmCDPKI1, une kinase calcium-
dépendante qui pourrait intervenir dans la voie de
signalisation du froid et de plusieurs facteurs de
transcription dont ZmDREBIA et ZmDREB2A
(Nguyen et al., 2009). Des kinases telles que ZmMKK4
augmentent la tolérance au froid quand elles sont
surexprimées chez Arabidopsis (Kong et al., 2011).

Des analyses transcriptomiques globales ont
par ailleurs mis en évidence que le froid modifie
I’expression de nombreux génes régulés par I’horloge
biologique et induit, entre autres, des génes impliqués
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dans la biosynthése des anthocyanes, la modification
des parois cellulaires, le métabolisme des acides
aminés, des lipides et de la photosynthese (Sobkowiak
et al., 2014). II est intéressant de noter que la réponse
au froid ne s’exerce pas seulement comme une
cascade de régulation transcriptionnelle : I’induction
de mécanismes épigénétiques tels qu une modification
du degré de méthylation de ’ADN et des histones a
également été observée (Hu et al., 2012).

4.3. Approche génétique

La base génétique de la variation de tolérance au froid
chez le mais a également été étudiée par les approches
QTL (Quantitative Trait Loci) et GWAS (Genome Wide
Association Studies). Les résultats de ces études restent
cependant difficiles a intégrer car les résultats varient
de maniere importante avec le matériel génétique, les
conditions d’occurrence du stress (stade des plantes,
température, durée, conditions de champ ou phytotrons)
et les criteres de tolérance mesurés. Par exemple, une
classification de génotypes basée sur la résistance au
froid pendant le stade précoce d’hétérotrophie ne donne
pas le méme résultat que pour la résistance au froid
pendant le stade autotrophe (Brandolini et al., 2000) ; la
résistance au froid pendant le stade précoce dépendrait
davantage de caractéres maternels via la qualité des
grains et la quantité de réserves (Bhosale et al., 2007).
De plus, le critere ultime de tolérance est souvent la
biomasse finale des plantes qui, bien qu’essentielle
pour juger de la valeur agronomique d’un génotype,
est un trait a multiples composantes dont chacune peut
répondre a des conditions environnementales variables
(Greaves, 1996). Une difficulté supplémentaire survient
chez le mais dont les variétés cultivées sont des hybrides
obtenus a partir de lignées fixées. Le comportement des
hybrides n’est pas toujours extrapolable a partir des
caractéristiques des lignées (Bhosale et al., 2007).

Des caracteres fréquemment utilisés pour le
phénotypage des plantes et I’évaluation de leur tolérance
au froid sont des symptdmes physiologiques du stress,
comme la chlorose, ’accumulation d’anthocyanes ou
la baisse d’efficacité photosynthétique estimée par la
réduction du rapport Fv/Fm (Giauffret et al., 2011).
Plusieurs QTLs associés a ces caracteres ont été
identifiés, mais ils ne sont pas associés a la biomasse
finale des plantes en champ, ce qui signifie que les
caracteres mesurés ne sont pas pertinents pour estimer
la production de biomasse ou que celle-ci est davantage
déterminée par les performances de croissance apres le
stress (Jompuk et al., 2005 ; Leipner et al., 2008a).

En ce qui concerne la taille des feuilles, malgré un
effet génétique net de I’'impact du froid sur la vitesse
d’élongation, la longueur finale est moins variable,
indiquant a nouveau une capacité de récupération
importante des plantes (Giauffret et al., 1995). Bien que
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Hund et al. (2004) observent la co-localisation de QTLs
associés a la taille finale des feuilles et a la biomasse
finale en conditions contrdlées, la méme population
cultivée en champ ne montre pas cette corrélation
(Jompuk et al., 2005).

Dans une étude récente de GWA menée conjoin-
tement en chambres contr6lées et en champs, Strigens
et al. (2013) ont mis en évidence que les génotypes
dont la tolérance au froid est associée au maintien d’une
bonne performance photosynthétique adoptent un mode
de croissance xéromorphe, caractérisé par une réduction
de la surface foliaire spécifique (SLA, rapport entre la
surface et la biomasse des feuilles) et de la biomasse
finale des plantes. Au contraire, des génotypes dont
la surface foliaire et la biomasse sont peu affectées
par le froid compenseraient la réduction des réactions
photochimiques par une meilleure capacité de fixation
enzymatique du CO,. Il est €vident qu’un corrolaire
fondamental de ces différentes stratégies réside dans la
tolérance relative des mémes génotypes a la secheresse,
la conductance stomatique étant régulée inversément
dans les deux types d’adaptations.

5. CONCLUSIONS

Les connaissances physiologiques et moléculaires des
mécanismes de tolérance au froid fournissent des outils
utiles a la sélection génétique du mais. Cependant,
la grande complexité des mécanismes sous-jacents
explique la difficulté d’en identifier des déterminants
génétiques majeurs. De nombreux QTLs mineurs
sont vraisemblablement impliqués et les techniques
de génotypage a haut débit disponibles actuellement
devraient considérablement accélérer I’identification
de génes candidats (Yan et al., 2011). De nombreuses
questions subsistent cependant, comme I’optimisation
des populations étudiées, les criteres d’évaluation
utilisés pour le phénotypage des plantes et les conditions
expérimentales. Les expériences en champs sont
particulierement complexes vu I’occurrence simultanée
de différents stress, abiotiques et biotiques, dont I’étude
croisée constitue certainement un autre défi pour
I’avenir (Mittler, 2006).
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