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ves 2 I'action du froid: observations faites, en particulier, chez des plantes génétiquement
plus ou moins résistantes au froid. Interprétations quantitatives et qualitatives de ces

modifications.
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1.PRESENTATION DU SUJET

A Pautomne, au moment de la chute des feuilles, les péchers peuvent étre contaminés par
une bactérie du genre Pseudomonas. Dans ce cas, les péchers atteints développent, a la reprise
de la végétation, une maladie se traduisant par la mort des branches, la chute du jeune fruit ou
la dépréciation des fruits atteints.

L’étude de cette maladie a montré que les basses températures hivernales constituent
Pun des principaux facteurs conditionnant Pimportance des dégits.

Les chercheurs du laboratoire de physiopathologie végétale (Université PARIS VI) ont
été chargés par 'LN.R.A. de I’étude des mécanismes moléculaires présidant au déclenche-
ment et A 'évolution de la maladie du pécher.

Sachant qu’il existe une relation entre le degré de résistance a une maladie de certaines
plantes et leur contenu en peroxydases et, compte-tenu des observations précédemment citées,
ces chercheurs ont supposé que le froid pouvait avoir une influence sur ces enzymes. Ainsi, en
modifiant quantitativement et/ou qualitativement les peroxydases, le froid accentuerait la sensibi-
lité du pécher 2 la maladie.

1] était essentiel, en préambule des recherches expérimentales, de réaliser une étude
bibliographique, guidée par cette hypothése. Un entretien avec Madame Frangoise PARROT,
chercheur au laboratoire de physiopathologie végétale, m’a permis de cerner le sujet et de
préciser la stratégie de recherche documentaire.



|
2.GENERALITES SUR LA DEMARCHE DE RECHERCHE BIBLIOGRA-
PHIQUE

Toute recherche bibliographique débute, comme le montre I'ordinogramme présenté 2
la page suivante, par une définition de sa nature : doit-elle étre manuelle et/ou automatisée?

Le sujet proposé peut se définir par:

¢ son appartenance au domaine scientifique (physiopathologie végétale)

* son caractére "pointu”.

D’autre part, Mme PARROT avait supposé que la littérature, relative a ce sujet, était
peu abondante.,

En conséquence, les informations susceptibles d’étre sélectionnées, se trouveront en
grande majorité dans des périodiques. En effet, les monographies scientifiques, qui couvrent un
domaine souvent assez large, ne pourront répondre de manidre satisfaisante au sujet.

Donc, compte-tenu de '’énoncé proposé, la recherche documentaire pourra se faire 2
partir de bibliographies imprimées, multi-disciplinaires ou spécialisés, qui couvrent le domaine
de la biochimie végétale, telles que:

¢ le Bulletin signalétique du C.N.R.S./ Pascal THEMA

* Biological Abstracts

* Chemical Abstracts

Ces "outils-papier" proposent parfois des résumés qui sont les indicateurs de pertinence
d’un document.

Toutefois, soulignons que cette recherche manuelle serait longue et fastidieuse. Il faudrait
en effet, pour répondre au sujet, entreprendre une recherche rétrospective portant sur les 10 &
20 derniéres années d’étude. La possibilité m’ayant été offerte d’accéder aux bases de
données bibliographiques correspondant aux répertoires précédemment cités, il était plus
judicieux d’optimiser la recherche documentaire par une interrogation en ligne.
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3.DEROULEMENT DE LA RECHERCHE AUTOMATISEE

3.1 Choix des bases de données interrogées

Apres consultation du répertoire des banques de données professionnelles 1989 (ADBS-
ANRT),trois bases de données bibliographiques, susceptibles de répondre au sujet, ont été

sélectionnées:

* PASCAL
e BIOSIS

¢ CHEMICAL ABSTRACTS SERVICE (C.A.S.)

Un serveur, offrant Pacc2s & chacune de ces bases, doit étre sélectionné ( voir ordino-

gramme de la figure 1 pP)

Présentons, dans un tableau, les caractéristiques des trois bases interrogées et des

serveurs choisis:

BASE DE DONNEES 3 PASCAL C.A.S. BIOSIS
PRODUCTEUR INIST/CNRS Chemical Abstract Biosciences
( FRANCE) Service (U.S.A)) Information
Service (U.S.A))

DOMAINES Sciences et Techniques: tous les aspects de la Biologie, méde-
COUVERTS Physique, Chimie, Sciences chimie: biochimie en cine, agricul-

de la vie, .... particulier ture, ...
NATURE < Références bibliographiques >
DONNEES Analyse de tous les articles 700 titres des périodi-  articles de 9000

de périodiques majeurs ques les + importants périod., actes

francais et étrangers, rapports, analysés dans BIOSIS, de congrés, rap-

théses, ... 6,5 Millions de réf,, qqs centaines de titres ports de rech.,

430000 réf. par an. cités dans le Beilstein, ... brevets, ... 7,5

#3 He Udons de p,'fl Millions de réf.
400. 000 ,."f peran 480000réf/an.
DEBUT 1973 1967 selon
serveur (biALoG
1963)

MISE A JOUR mensuelle bimensvelle mensuelle
SERVEUR O TELESYSTEMES --------memeeeeeeee > DIALOG
(logiciel d’interrogation) {Questel +) (dialog)
CouT 500 F/heure 800 F/heure 600 F/hevre
D’INTERROGATION



3.2 Stratégies d’interrogation

La logique générale d’interrogation des bases de données est présentée sur Pordino-
gramme de la figure 1 (p.P.

Les stratégies d’interrogation sont présentées dans 'ordre chronologique des bases de
données consultées. Les enseignements, tirés a Pissue de Pinterrogation d’une base, ont été
exploités pour Pamélioration de I’équation de recherche.

3.2.a. CHEMICAL ABSTRACTS SERVICE ( chez TELESYSTEMES)

La base C.A.S. a été interrogée dans le cadre d’une journée de formation organisée par
le serveur TELESYSTEMES.

¢  Choix des termes

La consultation du "General subject index" et de "Chemical substances index" a permis de
sélectionner quelques mots appartenant au vocabulaire contrdlé.

Notons que si ces mots-clés se révelent insuffisants pour formuler 'équation de recher-
che, il est possible d’interroger la base C.A.S. par du vocabulaire libre ( mots du titre et mots du
résumé fait par le producteur).

Notion 2 exprimer Mots-clés retenus

VEGETAL -plant*

FROID -cold,biological effects
-freezing

-plant stress,cold

PEROXYDASE -peroxidase et registry
number correspondant
(9003-99-0)

* 1l est prudent, dans un premier temps, d’employer un terme assez général ( "plant”). Si le
nombre de références s’avére plus important que prévuy, la nature des végétaux sera

précisée ( les plantes ligneuses intéressent tout particulitrement les chercheurs du laboratoire
de physiopathologie).



¢ Equation de recherche

Questions

1. PEROX?DASE?/C OU 9003-99-0

2. COLD ET (BIOLOGICAL AV EFFECT?)

3.2 ET PLANT?/T

4.1ET3

5. PEROX?YDASE?/T PRG ( FREEZ???/T ou COLD)

6.5 ET PLANT?

7.6 0U4

8.(PLANT? AV STRESS) PRG COLD

9.8ET1

10.90U7

* Discussion

Réponses

12297

14054

2292

38

110

40

52

631

10

52

A lissue de la question 4, la visualisation en format test des 10 premilres références

permet de constater, d’apres le titre, Ia pertinence de 6 d’entre elles.

Dans un second temps (question 5 a 7), la notion de froid a été élargie grice a I'emploi

de "freez..". D’autre part, Péquation a été précisée: 'action du froid

sur les peroxydases

étant au coeur de I'étude, il était important d’imposer la proximité des termes "froid" et

"peroxidase" (utilisation de Popérateur PRG). Cette deuxieme équation permet d’obtenir 14

nouvelles références.

Enfin, la formulation d’une troisitme équation de recherche ( question 8 a 10), mettant en

relief la notion de froid en tant que facteur de stress pour la plante, n’apporte aucune référence

supplémentaire.
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Sur les 52 documents correspondant aux références obtenues (format maximum):

24 soit 46% semblaient, d’aprés le titre et le champ d’indexation, trés pertinents. Parmi
ces 24 documents, 14 articles de périodiques en langue slave (russe, polonais,ukrainien et
bulgare) n’ont pas été retenus. Parmi les 10 articles de périodiques pertinents, un article
paru dans un périodique hongrois n était pas disponible en France. La pertinence a été
confirmée suite 2 la lecture des 9 documents obtenus.

10 soit 19% sont, d’aprés le titre et le champ d’indexation, plus ou moins proches du sujet.
Ces documents, en langue slave, n’ont pas été retenus.

+ 18 soit 35% sont inexploitables.

3.2.b. PASCAL ( chez TELESYSTEMES)

PASCAL a été interrogée dans le cadre des cours, 3 'E.N.S.B.

¢ Choix des termes

Le choix des termes & employer pour I'élaboration de 'équation de recherche a été
guidé par le lexique PASCAL, liste alphabétique ( bilingue francais/anglais) de termes contrd-
1és.

Notion & exprimer Mots-clés retenus
VEGETAL -plante

-arbre
FROID -froid

-gel

-variation saisonniére

PEROXYDASE -peroxidase

-11 -



® Equation de recherche

Compte-tenu des r&sultats obtenus 2 I'issue de la premigre interrogation, il convient
d’éliminer les références correspondant aux articles en langue slave.

Question Réponses
1.PEROX?YDASE? 12587
2.1 ET (FROID OU GEL OU VARJATION SAISONNIERE) 273
3.1 ET ( FROID QU GEL OU ( VARIATION? AV SAISON?IERE?)) 277
4,3 ET ( PLANTE? OU ARBRE?) 37
5.4 SAUF ( RUS/LA OU UKR/LA OU POL/LA OU BUL/LA) 31
6.1 ET (FROID OU ( VARIATION? AV SAISON?IERE?)) 39
7.6 ET ( PLANTE? OU ARBRE?) 1

¢ Discussion

La premiére équation de recherche (Question 1 & 5) permet d’obtenir 31 références. La
visualisation des premiéres références met en évidence un probléme d’homonymie: les peroxy-
dases, qui existent sous plusieurs formes (appelées isoperoxydases), sont souvent séparées par
électrophorése sur gel. Parmi les 8 premitres références visualis€es, 5 sont relatives 2 la
séparation des isoperoxydases par cette technique analytique. Le froid, qui constitue unc variable
trés importante pour notre étude, n’intervient pas dans ces 5 articles (ni méme le gel).

Ce probléme conduit & formuler une seconde équation de recherche ( Question 6 a 7).
Celle-ci reprend les mémes éléments que précédemment, en excluant le terme "gel". Compte
-tenu du faible nombre de références obtenues 2 I’issue de cette seconde équation de recher-
che, les éventuels documents en langue slave ne sont pas écartés.

Soulignons que la premiére équation de recherche conduisait & un taux de bruit au
moins égal a (37 - 11)/ 37 = 70% !

Sur les 11 documents correspondant aux références obtenus:

7 soit 64% sont, d’aprés le titre, le champ d’indexation et le résumé lorsqu’il existe, tr&s
pertinents

2 soit 18% sont assez proches du sujet

- 2 soit 18% sont inexploitables

- 12 -



Ce fort taux de pré&cision (64%) peut laisser supposer un taux de silence élevé. Pourtant,
la recherche de synonymes n’a pas été négligée. Il était d’ailleurs judicieux d’employer les
termes "variation saisonniére" (et non pas seulement "froid") ou encore "arbre" (et non pas seule-
ment "plante") dans la mesure od certains documents, qui cadrent parfaitement avec notre sujet,
ne sont indexés exclusivement qu’avec ces termes. En effet, Pindexation se faisant au terme le
plus spécifique, un article dont Pétude porte par exemple sur 'eucalyptus sera indexé a "arbre
forestier feuillu” et non a "plante ligneuse". Dans les articles relatifs & Pinfluence des variations
saisonnieres sur les peroxydases végétales, Pétude du froid est implicite. A ce titre, ces articles
nous intéressent.

En conclusion, les 7 documents pertinents -6 articles de périodique et 1 thése- (en
anglais et en allemand) ont été€ analysés.

3.2.c. BIOSIS ( chez DIALOG)

BIOSIS a été interrogée dans le cadre d’une journée de formation organisée par le
producteur de la base.

¢ Choix des termes

Le choix des descripteurs et des codes de concept propres a la base BIOSIS a été guidé
par le BIOSIS search guide-BIOSIS previews.Les termes retenus sont les mémes que ceux
employés lors de I'interrogation de la base PASCAL. La notion de froid existe dans le BIOSIS-
search guide sous forme d’un "concept-code". Ce code numérique recouvre la notion de froid en
tant que variable primaire.

¢ Equation de recherche

Questions Réponses
1.PEROXIDASE? 37732
2.1 AND CC= 10616 734
3.2 AND ( PLANT OR PLANTS OR TREE OR TREES) 29

Les références correspondant a des documents en langue slave (articles de périodiques
essentiellement) n’ont pas été, d’emblée, €liminées car elles sont systématiquement accom-
pagnées d’un résumé qui permet de juger de la pertinence du document. Ainsi, la recherche
documentaire pourra &tre ultérieurement complétée -si les chercheurs I'estiment nécessaire-
par ces articles en langue slave, sélectionnés par leurs résumés. Ces documents pourront étre
obtenus aupr&s d’organismes spécialisés dans la traduction des périodiques tels que la
B.L.D.S.C. ( British Library Document Supply Center). Si P’article n’a pas été traduit par un tel
organisme, il sera possible de le faire traduire par PLNLS.T. du CN.R.S.

-13 -



Sur les 29 documents:

« 11 soit 38% sont, d’aprés les résumés, trés pertinents

7 soit 24% ne répondent pas directement au sujet mais sont, selon Mme PARROT et ses
collegues, intéressantes a exploiter dans le cadre de I’étude expérimentale ( articles
relatifs aux méthodes et techniques utilisées pour I'étude des peroxydases) ou dans le
cadre d’études voisines.

+ 11 soit 38% sont hors syjet:

Parmi les 11 documents inexploitables, certains appartiennent au domaine de la biologie
animale. Ainsi, dans le résumé d’un article de physiologie rénale, en anglais, apparait le terme
"tree shrew" ( tupaia,mammifére insectivore). L’expérience, utilisant ces animaux, impliquait
par ailleurs des conditions de froid et était réalisée en présence de peroxydases.

Dans un autre de ces "documents parasites”, le résumé précise que "la mesure de I'activi-
té des peroxydases des cellules sanguines humaines a été conduite dans les mémes conditions
que lors de I’expérience conduite par M* X sur du matériel végétal ( "plant material").

Ces deux exemples illustrent les limites de I'interrogation automatisée. Ce type de bruit est
inévitable.

En conclusion, parmi les 11 documents trés pertinents -tous articles de périodiques-,
seuls, les 5 documents en langue non slave ont été retenus pour la synthése.

Trois références, obtenues au laboratoire de physiopathologie et correspondant A des
articles de périodiques, ont complété ensemble des articles obtenus par interrogation des
bases de données.

En outre, la recherche documentaire s’est achevée par 'examen de la bibliographie des
documents précédemment cités. 3 nouveaux articles ont été sélectionnés.

-14 -



4. SYNTHESE DES RESULTATS ET CONCLUSION

Les bases interrogées se révelent complémentaires (pour notre sujet). Seules, 1 réfé-
rence est commune 2 3 bases et 1 I’est A 2 bases (voir Figure 2 ci-dessous). Dans le domaine de
la physiologie végétale et, plus précisément, en ce qui concerne le sujet mis en équation, les
producteurs des bases C.A.S., PASCAL et BIOSIS sélectionnent des articles, en grande majori-
té, différents (certains périodiques sont communs mais les critéres de sélection des articles
sont vraisemblablement différents).

En conséquence, si une interrogation en ligne doit étre renouvelée, il sera indispensable,
compte-tenu de cette complémentarité, d’interroger ces 3 bases.

BIOSIS PASCAL

a%A

CAS.

FIGURE 2: NOMBRE DE REFERENCES PERTINENTES DANS LES DIFFERENTES BASES
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Le taux de précision peut varier de maniére considérable en fonction de I'équation de recher-
che. Ainsi, la suppression d’un terme, qui désigne des notions ou objets différents, dans une des
équations de recherche peut faire augmenter considérablement ce taux.

Un taux de précision tres faible peut donc laisser supposer Pinterférence d’un homo-
nyme et doit conduire 2 la reformulation de Péquation de recherche.

Lorsque ce taux est trés élevé, il implique un taux de silence également élevé. L’équa-
tion de recherche doit, dans ce cas aussi, étre reformulée (en augmentant le nombre de synony-
mes employés ou en supprimant des opérateurs de proximité qui préciseraient de fagon trop
étroite le sujet).

Il semblerait que, de maniére globale, Pinterrogation ait laissé peu de place au silence. En
cffet, sur la totalité des références bibliographiques citées par les auteurs des articles obtenus
par interrogation en ligne, seules, 6 références supplémentaires se sont révélées correspondre
a des articles pertinents ( Parmi ces 6 articles figurent les 3 articles dont les références ont été
obtenues au laboratoire). Dans I’hypothése -la plus pessimiste- selon laquelle ces 6 articles se
trouvaient dans les bases interrogées, le taux de silence peut étre estimé 3 6/(6 +42) = 12,5%
(42 étant le nombre total de documents pertinents obtenus).

L’interrogation de ces 3 bases a donc permis de couvrir le sujet, de la période 1967
1989, de maniére quasi exhaustive,

- 16 -
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N
1. INTRODUCTION

Les peroxydases sont des enzymes assez répandues dans les tissus végétaux. Elles exis-
tent sous une grande diversité de formes moléculaires, les isoenzymes qui interviennent dans le
métabolisme oxydatif.

Les modifications de Pactivité peroxydasique en relation avec les conditions de ’environ-
nement - le froid en particulier- ont été étudiées d’un point de vue quantitatif et/ou qualitatif:

¢ DL’étude purement quantitative consiste & mesurer activité peroxydasique totale d’ex-
traits provenant d’un organe de la plante ( feuille le plus souvent).

¢ Certains chercheurs réalisent des études plus fines grice 3 une analyse qualitative ,
souvent associée a une étude quantitative. L’étude qualitative peur revétir plusieurs
formes. La plus répandue consiste & soumettre un extrait protéique a une électropho-
rése sur un gel imprégné d’un substrat spécifique de Penzyme. Un ensemble de bandes
colorées apparait (constituant le zymogramme), chaque bande correspondant 3 une
espéce moléculaire active. Les variations d’intensité de coloration des bandes traduisent

des modifications quantitatives de P'activité peroxydasique de I'isoenzyme considérée.

Précisons que la notion de froid a été associée A des températures inférieures & 10°C.
Les expériences présentées dans les documents exploités vérifient donc tous cette condition.

La présente synthése vise 2 faire le point des modifications quantitatives et qualitatives
survenues aux peroxydases suite a une action par le froid. Aprés Pexposé de quelques observa-
tions et I’étude de l'influence de la résistance génétique au froid dans la réponse 2 I’action
des basses températures, quelques interprétations des modifications observées seront fournies.
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2. LES MODIFICATIONS D’ACTIVITE PEROXYDASIQUE CONSECU-
TIVES A L’ACTION DU FROID : quelques constats.

La synthése des observations prendra en compte la nature de la plante. La distinction
entre plantes ligneuses et plantes herbacées s’impose car, comme le soulignent certains cher-

cheurs, la différence de mat&riel végétal utilisé peut expliquer la différence de résultats obte-
nus.

2.1. Chez les plantes herbacées : étude de l'influence de la tempé-
rature seule

Faisant subir & des plantes herbacées un choc artificiel de froid, de nombreux auteurs
constatent une augmentation de Iactivité peroxydasique totale. En outre, certains chercheurs

mettent en évidence des changements qualitatifs dans la composition et la structure des isope-
roxydases.

DHAWAN AK. et al. (1986) étudient les effets d’un endurcissement -3 ou 6 cycles 4 3 +
1°C pendant 21 heures dans Pobscurité et 15 + 1°C pendant 3 heures 2 la lumigre- sur de
jeunes plants de Brassica juncea. Les extraits obtenus 4 partir des feuilles de ces plants présen-
tent une activité peroxydasique totale deux fois plus importante que les plants témoins ( plants
n’ayant pas subi le traitement d’endurcissement).

Les résultats obtenus par DE JONG DW.(1973) vont dans le méme sens: ce chercheur
transplante de jeunes plants de tabac de 1 mois dans une chambre 3 10-15°C et en recueille les
feuilles 2 mois aprés. L’analyse des extraits foliaires montre que Pexposition du végétal au froid
entraine une augmentation d’activité peroxydasique et met en évidence 3 groupes d’isoperoxy-
dases représentant au total 18 bandes dont le profil est modifié suite 4 Paction du froid. En
outre, 'auteur montre que I'dge de la feuille a une influence notable sur le profil obtenu.

* TRAN THAN VAN M. et TRIPPI V. (1969), qui s’intéressent aux effets du froid sur
Geum urbanum font des observations similaires 2 celles des chercheurs pré-cités. Des
feuilles témoins, a différents stades d’évolution, sont prélevées sur des rosettes culti-
vées & 24 + 2°C. D’autres feuilles proviennent de rosettes ayant été soumises 3 5
+2°C pendant 10 semaines. L’activité peroxydasique totale des feuilles réfrigérées, en
active extension d’une part et dont la croissance est achevée d’autre part, est 150 fois
supérieure aux témoins. Outre ce changement quantitatif, les chercheurs font état de
modifications qualitatives: chez ces méme feuilles réfrigérées, 2 nouvelles bandes addi-
tionnelles apparaissent du coté anodique, 1 bande additionnelle du coté cathodique. En
revanche, chez des feuilles jeunes au limbe encore replié, ni Pactivité totale, ni la propor-
tion relative des bandes ne changent de maniére significative. Les auteurs mettent ainsi en

évidence I'importance du stade de développement de la plante ( ou'de I'organe) sur les
modifications observées suite 4 un choc de froid. |
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ROBERTS DWA. (1968) étudie les isoperoxydases de différentes variétés de plants de
blé, certains ayant été cultivés a 20°C, d’autres 3 6°C. Comme les auteurs pré-cités:

il observe une activité plus intense d’une des isoenzymes peroxydasiques dans les feuilles
ayant poussé a 6°C. Il note toutefois peu de différences qualitatives : 2 nouvelles bandes appa-
raissent chez seulement 2 variétés de plants de blé cultivés & basse température. En outre,
Pauteur constate une modification du spectre isozymique des peroxydases au cours de I'ontoge-
nése chez Pensemble des variétés étudiées.

Chez les jeunes feuilles ( 2 semaines a 6°C ou 5-7 jours a 20°C), il n’observe qu’une seule
bande, la seconde bande n’apparaissant que lorsque les feuilles deviennent matures.

Enfin, KERMASHA 8. et al. (1988), qui s’intéressent 2 la conservation de la graine de
haricot, constatent une augmentation de Pactivité peroxydasique dans cette graine suite A une
conservation dans des conditions draconiennes de température ( t°= - 18°C)

Toutes ces observations sont faites dans des conditions de froid contrdlées. Des cher-
cheurs font des observations similaires lorsqu’ils étudient P'influence des conditions naturelles du
froid sur les plantes herbacées, extrayant le contenu protéique (peroxydases en particulier) des
feuilles mais aussi des tiges ou des racines.

Par exemple, MACCOWN BH. et al. (1969¢c) analysent le contenu peroxydasique de tiges
de Sedum acre et de Mitchella repens ayant survécu aux conditions hivernales du Wisconsin. Les
plantes sont prélevées dans un champ, en novembre, aprés la période d’endurcissement. Les
chercheurs constatent I'apparition de nouvelles isoenzymes dont le nombre varie en fonction de
Pespece. Chez le Sedum, une nouvelle bande apparait ; chez Mitchella, 3. De plus, les auteurs
relevent des changements dans l'intensité des différentes bandes. L’augmentation d’intensité
d’une bande chez le Sedum et de deux bandes chez Mitchella apparait évidente.

Cependant, il faut, noter quelques travaux qui vont & I’encontre du courant général
observé:

OMRAN RG. (1980), qui étudie I'influence du froid sur de jeunes plants de concombre,
ne constate aucune différence importante - entre les plants soumis 4 5°C et les témoins cultivés
a 25°C- dans lactivité des peroxydases extraites des cotylédons. [Peut-étre le résultat, qui
différe du courant général, est-il A mettre en relation avec la faible maturité des feuilles sur
lesquelles le chercheur travaillent ?]. De méme, DEL RIO L.A. et al. (1977) ne notent aucune
variation statistiquement significative du niveau des peroxydases extraites des feuilles, des tiges et
des racines de plants de Pisum sativum, aprés action du froid. Les plants de pois de 40 jours sont
conservés & 0°C et I’extraction protéique est faite aprés 1, 2, 3 et 4 jours.

2.2. Chez les plantes ligneuses: étude des variations saisonniéres

Les données de la littérature relatives aux plantes ligneuses sont, en ce qui concerne le
sujet étudié, moins abondantes que les études relatives aux plantes herbacées.
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Les modifications du contenu en peroxydases chez les ligneux ont souvent été étudiés en
fonction des saisons et d’un point de vue essenticllement quantitatif. Les végétaux utilisés pour
expérimentation sont donc soumis 2 des conditions naturelles de culture, qui impliquent I’inter-
vention de nombreux facteurs du milieu. Il est important de préciser que le froid, qui constitue
un facteur essentiel dans les modifications de P'activité peroxydasique, n’est donc pas le seul
facteur en jeu ( IMBERTY A. 1984).

MIIDLA H. et al. (1985) s’intéressent  I'activité peroxydasique totale du cambium et du
xyleme de tiges d’un an, provenant d'un pommier 4gé de 15 ans. Des échantillons sont préle-
vés au cours de la vie végétative. Les auteurs montrent qu’au mois de juin, Pactivité de I’ensem-
ble des isoperoxydases est relativement faible, tant dans le xyléme que dans le cambium. A cette
période, la croissance des tiges et la division des cellules du cambium est trés intense. L’activité
des peroxydases augmente au cours de I'6té pour atteindre un haut niveau en automne. Enfin,
d’octobre & décembre, I’activité décroit.

Les analyses effectuées par NAKAGAWARA S. et SAGISAKA S. (1984) recoupent
celles de MIIDLA H. et al. (1985). Les chercheurs japonais étudient les modifications saisonnie-
res de l'activité enzymatique liée a Poxydation et a la réduction de Pascorbate et en particulier,
Pactivité de I'ascorbate peroxydase. L’extrait enzymatique provient de Pécorce et du xyléme de
peupliers de 1 A 2 ans, cultivés dans un champ. Les auteurs font état d’une augmentation de
I'ascorbate peroxydase & partir d’aoiit pour atteindre un maximum 2 la fin du mois de septem-
bre. Puis, cette activité décroit. Ainsi, le métabolisme peroxydasique fonctionne au ralenti en
été. En automne, alors que la croissance commence 2 cesser, I'activité peroxydasique totale
augmente.

SCHAEFER H. (1983) observe les modifications de Pactivité peroxydasique au cours des
saisons chez plusieurs variétés de vigne (Vitis vinifera). Le chercheur constate 'augmentation de
cette activité en automne, un maximum apparaissant entre fin novembre et fin décembre. Ensui-
te, l'activité décroit, le minimum se produisant en été, a ’époque ol la croissance est forte.

EBERMANN R. et STICH K. (1985) étudient la distribution de lactivité peroxydasique
selon une section transversale d’un tronc de chéne (Quercus robur) en fonction des variations
saisonniéres. Les chercheurs constatent un maximum d’activité dans la zone de jonction du
coeur et de aubier. D’autre part, Paugmentation d’activité peroxydasique est observée au cours
de l'hiver et les maxima se situent en décembre, janvier et février.

En résumé, tous ces chercheurs constatent une augmentation d activité peroxydasique
qu’ils situent différemment dans le temps : en automne ou en hiver, le maximum d’activité étant
observé de la fin du mois de septembre au mois de février.

Contrairement aux chercheurs précédemment cités, MACCOWN et al.( 1969c) étudient
les peroxydases d’un point de vue quantitatif mais aussi qualitatif. Ils cultivent des plantes ligneu-
ses dans un champ : Comus stolonifera ( arbuste 2 feuilles caduques) et Salix fragilis ( arbre 2
feuilles caduques). Ces ligneux sont prélevés en novembre et les peroxydases des tiges font 'ob-
jet d’une analyse qualitative. Chez Salix , 3 nouvelles bandes apparaissent tandis que la diminution
d’intensité de 2 bandes est nette. Chez Cornus, aucune nouvelle bande n’est formée; Le nombre
d’isoenzymes décroit méme remarquablement tandis qu’une augmentation d’intensité des
isoenzymes restantes est notée.
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L’aspect qualitatif est également pris en compte par WITT W. et al. (1988). Ces cher-
cheurs étudient les effets d’un traitement de froid contrdlé sur les zymogrammes electrophoré-
tiques des peroxydases de citronniers. Ils concluent 2 I'absence d’effet des basses températures
sur le profil des isoenzymes peroxydasiques. Les observations de ces deux groupes de chercheurs
ne se rejoignent pas tout A fait. Il faut souligner néanmoins qu’ils ne soumettent pas leur maté-
riel végétal & des conditions de froid identiques. des conditions naturelles, peut impliquer de
nombreux autres facteurs que le froid lui-méme.

LTl

-23.



e |

3. INFLUENCE DE LA RESISTANCE GENETIQUE AU FROID DANS
LES EFFETS DES BASSES TEMPERATURES SUR LES PEROXY-
DASES

Les modifications observées, tant chez les plantes herbacées que ligneuses, pouvaient
laisser supposer aux chercheurs implication des peroxydases dans le processus de résistance,
d’adaptation au stress que constitue le froid. Cette hypoth&se était susceptible d’étre vérifiée
par Pétude des effets des basses températures sur les peroxydases en fonction du degré de
résistance génétique au froid de la plante. Autrement dit, les modifications du contenu en
peroxydases consécutives a Paction du froid peuvent-elles étre corrélées aux divers degrés de
résistance ?

Quelques chercheurs ont testé Pinfluence du froid sur Pactivité peroxydasique chez des
variétés naturellement plus ou moins résistantes au froid. Ces études ont porté sur des végé-
taux herbacés. Les résultats obtenus sont assez contrastés mais les conditions expérimentales
(température notamment) ne sont jamais strictement identiques.

ROBERTS DWA. (1968) étudic les isoenzymes peroxydasiques de 7 variétés de blé
ayant des degrés de résistance au froid variable. Les plantes sont cultivées dans des conditions
controlées de température & 6°C ou 20°C. La comparaison des spectres isozymiques des
peroxydases ne met pas en évidence de différences qualitatives entre variétés. D’autre part,
laugmentation de concentration peroxydasique consécutive 2 la croissance a basse tempéra-
ture n’est pas corrélée au degré de résistance au froid. Ces résultats sont en accord avec ceux
de GERLOFF ED. et al. (1967) qui ne mettent en évidence que de trés faibles différences
entre la variété résistante et la variété sensible au froid. Ces chercheurs étudient P'influence
du froid sur des variétés d’alfafa (Medicago sativa) qui présentent des degrés divers de résis-
tance au froid. 500 & 1000 racines de chaque variété sont prélevées en aofit, octobre,
novembre et décembre. Les racines prélevées en hiver (novembre et décembre) sont placées
dans un freezer 4 -2,5°C pendant 1 mois afin de faire apparaitre un haut degré d’endurcisse-
ment. Il se produit une augmentation d’activité peroxydasique d’aofit 2 décembre. Les résultats
mettent en évidence que seule, la variété résistante au froid est capable d’atteindre un maxi-
mum d’activité peroxydasique dés octobre mais la variété moyennement résistante manifeste,
en décembre, une activité enzymatique supérieure 2 celle de la variété résistante et de la

----variété sensible . Ainsi, la seule différence dans le degré de résistance au froid résiderait
dans la capacité de la variété résistante a induire plus précocement des modifications de son
contenu peroxydasique.

McCOWN et al. (1969) étudient 3 cultivars de Dianthus, cultivés dans les champs (sans
aucune protection en hiver): 2 cultivars sont résistants au froid ( P et W), I autre est sensible.
Des plants sont prélevés en été et en hiver . Le contenu protéique hydrosoluble provient des
tiges et des feuilles. L’étude des chercheurs américains montre que de nouvelles isoenzymes
apparaissent dans les échantillons prélevés Thiver et provenant des tiges des 3 cultivars
étudiés. L’induction d’isoperoxydases d’adaptation se produit, chez le clone résistant P bien
avant que le froid n’ait agi. Les extraits de tige de cette variété résistante contiennent des
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isoperoxydases "d’adaptation” dés la fin du mois de juillet; I'intensité de ces bandes augmente
réguliérement pendant la période d’endurcissement jusqu’en novembre ol elles sont aussi inten-
ses que les bandes des isoperoxydases constitutives. Les isoperoxydases adaptatives du clone W
apparaissent plus tard que celles du clone P dans les extraits de tiges et augmentent d’intensité 4
mesure que le froid agit. La "bande adaptative” du clone sensible au froid apparait en novembre
mais ne devient jamais aussi intense que les "bandes constitutives". Ainsi, 'induction de peroxyda-
ses adaptatives se produit plus précocement chez les clones les plus résistants. Quant au tissu
foliaire, il ne présente pas de complexe peroxydasique bien que la plupart des feuilles de culti-
vars résistants survivent aux rudes conditions de Phiver. Les auteurs constatent toutefois que les
tiges survivent & I'hiver sans blessure tandis qu’apparait sur les feuilles un blanchiment notoire au
printemps.

KRASNUK M. et al. (1975) cultivent en été et en hiver 2 cultivars de luzerne (Medicago
sativa), Pun résistant, Pautre sensible au froid. Ils montrent que les principales différences rési-
dent dans des changements quantitatifs de chacune des isoperoxydases. Les 2 cultivars manifes-
tent une activité peroxydasique accrue en hiver mais le cultivar résistant présente une activité
plus importante que le cultivar sensible au froid. D’autre part, les auteurs notent I'apparition
d’une bande supplémentaire, peu discernable, détectée chez le cultivar résistant. Enfim, les
chercheurs constatent que, malgré 'augmentation d’activité peroxydasique observée chez les 2
cultivars en décembre, les différences d’activité sont plus importantes en été. Et, comme les 2
cultivars produisent des formes d’isoperoxydases équivalentes, la différence d’activité entre
ceux-ci peut étre due & des différences quantitatives de chacune des isoenzymes ou a des
différences dans la spécificité du substrat (ou les 2). Relativement & cette seconde hypothése,
les auteurs montrent que les peroxydases de la variété résistante sont capables d’utiliser divers
substrats plus efficacement que les peroxydases de Pespéce sensible. Les auteurs soulignent I'im-
portance de cette capacité pour le métabolisme de la plante au cours de périodes de stress.
Ainsi, lorsque 'environnement se modifie, des besoins en certains composés ou I’élimination de
divers produits peuvent constituer des phases critiques et le cultivar disposant des isoenzymes
indispensables & ces réactions critiques détient un avantage métabolique.

KOVACS L et al. (1978) étudient les changements du contenu en peroxydases, induits par
le froid chez des cultivars de blés résistants et sensibles au froid. Ils placent des jeunes plants
pendant § jours 2 0°C dans un réfrigérateur et en extraient le contenu protéique. Chez le culti-
var résistant, 12 bandes correspondant 2 une activité peroxydasique ont été détectées a la
température d’incubation de 35°C et, parmi celles-ci, 9 sont actives & 5°C. De plus, 5 bandes,
n’ayant une activité peroxydasique qu’a la température d’incubation de 5°C, sont détectées.
Chez le cultivar sensible au froid, 14 bandes correspondant a une activité peroxydasique ont
été détectées et, hormis 4 bandes, elles sont actives aussi & basse température. Cependant, le
groupe d’enzymes actifs 4 basse température seulement, détecté chez le cultivar résistant au
froid, n’existe pas chez les plantes sensibles. Enfin, notons que Peffet principal du choc de froid
est la diminution d’intensité de chaque bande. En résumé, les résultats de KOVACS 1. et al.
mettent en évidence Pexistence de 2 groupes d’isoperoxydases ayant des températures de fonc-
tionnement optimales différentes et capables d’agir efficacement chez les cultivars de blés
résistants au froid. La résistance au froid serait liée, selon ces chercheurs, a lactivité de
formes enzymatiques actives seulement a basses températures.
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En conclusion, les résultats sont contrastés mais pas contradictoires. En effet, 12 encore,
les conditions expérimentales influencent les résultats . Comme le montre 'étude de KOVACS
L. et al., la température 2 laquelle se déroule la réaction enzymatique influent sur les conclu-
sions des chercheurs & savoir Iétablissement d’une relation entre la résistance au froid et la
nature des isoperoxydases. Ou encore, Putilisation de divers substrats (étude de KRASNUK M.
et al.) peut révéler des différences au sein d’isoperoxydases apparemment équivalentes et
infléchir par 12 méme les conclusions. Cette précision étant apportée, 'ensemble des résultats

permet d’avancer que le systdme peroxydasique intervient dans le mécanisme de résistance au
froid.
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4. INTERPRETATIONS DES CHANGEMENTS QUANTITATIFS ET
QUALITATIFS

4.1. Chez les herbacées

En 1969, MACCOWN B.H.et al. (1969a) soulignent 'importance du systéme de contrdle
des peroxydases au cours de Phiver dans la prévention de P'altération des membranes, proposant
ainsi une interprétation du réle du métabolisme peroxydasique lors d’un stress de froid. Ces
auteurs (1969b) supposaient en outre une augmentation de la perméabilité membranaire.

Plus récemment, quelques chercheurs ont tenté de donner une interprétation molécu-
laire des changements précédemment exposés.

Les changements quantitatifs (augmentation de I’activité péroxydasique) sont expliqués
par une intensification de la biosynthése des peroxydases existantes ou découlent de change-
ments qualitatifs tels que :

* modifications conformationnelles d’isoperoxydases.
* suppression d’un élément cellulaire réprimant leur action.

* biosynthése de nouvelles isoperoxydases.

4.1.a. Intensification de la biosynthése et modifications conformationnelles des
peroxydases

ALEKSEEV VG. et al. (1983) étudient les tissus de jeunes plants de blé étiolés depuis
trois jours. Aprés avoir effectué une purification poussée des peroxydases, les chercheurs mesu-
rent les modifications d’activité peroxydasique d’une part et la concentration en sites actifs d’au-
tre part a la suite d’'une adaptation de différents génotypes aux conditions extrémes de froid.
Ils observent une différence d’un facteur 1.3 4 1.8 du contenu en peroxydases dans la cellule
entre la forme la moins adaptée et la plus adaptée au froid. Compte-tenu de leurs résultats, les
auteurs retiennent l'interprétation suivante : cette augmentation d’activité peroxydasique totale
est le résultat d’une intensification de la biosynthése de ’enzyme ou une décélération des
processus de dégradation in vivo. Les auteurs précisent que I'intensification de la biosynthése
constitue le mécanisme adaptatif le plus rapide et le plus efficace. Comme GERLOFF E.D. et al.
(1967) le soulignent, la plante doit s’adapter rapidement pour survivre au froid, tout particuliére-
ment lorsque le changement de température est brutal. ALEKSEEV VG. et al. soulignent que le
niveau d’adaptation enzymatique aux changements de température est déterminé non seule-
ment par des changements quantitatifs mais aussi, et dans une grande mesure, par des change-
ments qualitatifs de 'enzyme c’est-a-dire des changements de sa structure. Pour interpréter ces
modifications, les auteurs étudient les propriétés catalytiques et physico-chimiques des peroxy-
dases. Les résultats indiquent un conservatisme dans la conformation du site actif. Toutefois, la
conformation du secteur ob se fixe le substrat est relativement mobile, cette observation étant
corroborée par les modifications de Ky, avec deux substrats. D’autre part, ils constatent une
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augmentation importante dans la mobilité conformationnelle de la protéine globulaire au cours
du processus d’adaptation du blé au froid, dans un intervalle de température variant entre 4°C
et 20°C. Cette souplesse conformationnelle est liée 3 une diminution du nombre d’interactions
faibles stabilisant le globule protéique. Ainsi, 'augmentation de flexibilité conformationnelle de
la peroxydase associée & Paugmentation du contenu enzymatique, est la manifestation du méca-
nisme d’adaptation enzymatique des plantes aux conditions extrémes du nord. Ces résultats sont
confirmés par :

- DE JONG D. (1973) qui note qu’un changement de température peut impliquer un ajus-
tement de structure moléculaire des différentes isoenzymes pour permettre un contrdle
plus précis des mécanismes d’oxydo-réduction. e

- KRASNUK M. et al. (1975) qui soulignent Pimportance des changements qualitatifs surve-
nus aux peroxydases des plants résistants de luzerne. Les modifications survenues permet-
tent de controler des phases critiques dans le métabolisme des plants, phases
déterminantes au cours d’une période de stress.

4.1.b. Suppression d’un élément cellulaire réprimant I'action des peroxydases

Comme ALEKSEEV VG. et al. (1983), KACPERSKA-PALACZ A. et ULIASZ M.
(1974) mettent en exergue I'importance des changements qualitatifs et approfondissent cet aspect
en étudiant les peroxydases 2 différentes températures d’incubation.

Ces chercheurs font subir 4 des plants de colza d’hiver 4gés de 5 semaines (ayant poussé
4 25°C), aux feuilles complétement développées, un traitement de froid a4 5°C pendant 2
semaines. Les plantes témoins restent & 25°C. L’analyse des protéines solubles totales et des
peroxydases en particulier est faite 4 partir d’extraits de feuilles. Le traitement par le froid
entraine une augmentation d’un facteur 3 des protéines solubles tandis que lactivité spécifi-
que des peroxydases extraites des feuilles endurcies est environ 10 fois supérieure aux plantes
témoins. Cette activité peroxydasique supérieure chez les tissus ayant été soumis au froid
semble étre due A la fois A augmentation du contenu en peroxydases et a la diminution de
Pénergie d’activation de la réaction ( le coefficient de température Qqq  est inférieur). Les
auteurs approfondissent ’étude des modifications qualitatives en examinant I'effet de la tempé-
rature d’incubation ( 37°C, 30°C, 21°C et 4°C) sur la cinétique des réactions catalysées par les
peroxydases provenant des feuilles témoins d’une part, des feuilles ayant subi ’endurcissement
au froid d’autre part. Les résultats montrent que Pabaissement de température d’incubation
tend a prolonger, chez les témoins, la phase de latence c’est-a-dire la phase précédant le
démarrage de la réaction enzymatique. Au contraire, la température d’incubation n’a pratique-
ment pas d’influence sur le démarrage des réactions catalysées par les peroxydases provenant
des tissus réfrigérés : il n’y a pas de phase de latence. L’absence de celle-ci indique que le trai-
tement d’endurcissement supprime une entrave "spatiale” ou "chimique” a I'action des peroxyda-
ses, entrave qui existe dans les tissus témoins et dépend de la température.

Enfin, les études électrophorétiques ont montré I'absence de nouvelles isoperoxydases
suite au traitement par le froid. D’autre part, toutes les fractions provenant des feuilles acclima-
tées au froid, sauf une, ont une activité peroxydasique supérieure a celle des témoins. Faisant
exception, I’activité d’une fraction est presque constante 2 toutes les températures testées
lorsqu’elle provient du tissu acclimaté au froid. L’activité de la fraction extraite du matériel
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témoin décroit en revanche rapidement lorsque la température d’incubation diminue. Cette
fraction a du donc subir un changement au cours de endurcissement au froid.’

Les auteurs expliquent que les modifications de caractéristiques des enzymes peuvent étre
dues aux changements de conformation de la protéine, 3 des modifications des conditions d’ac-
tion de Penzyme 2 P'intérieur de la cellule ou encore 3 une modification de la syntheése de I'en-
zyme. En ce qui concerne la faible sensibilité de Penzyme aux basses températures, explication
la plus satisfaisante selon les auteurs correspondrait a la deuxiéme proposition. Ces chercheurs
apportent donc aux interprétations possibles un élément nouveau en supposant que le froid a
une action indirecte sur les peroxydases.

4.1.c. Biosynthése de nouvelles isoperoxydases

Les changements qualitatifs observés par SAVITCH IM. et THAZHIBAEVA TL. (1989)
ne correspondent pas & de simples modifications de la structure tertiaire des isoperoxydases
constitutives : ces changements mettent en jeu Papparition de nouvelles formes.

Ces chercheurs acclimatent progressivement de jeunes plants hybrides de mais et des
cultivars de bl€ d’hiver 3 des températures froides. Les plants sont soumis le premier jour 4 des
températures comprises entre 8°C et 10°C, le deuxi¢me jour entre 3°C et 5°C, du troisiéme au
cinquigme jour 2 0°C et le sixiéme jour entre -7°C et -5°C. Des extraits de feuilles servent &
I’analyse des peroxydases. La détermination de Pactivité spécifique de chaque isoperoxydase,
avant et aprés traitement, fait apparaitre 2 groupes d’enzymes. Le premier, le plus important,
correspond 2 des isoenzymes stables, dont I'activité spécifique est peu affecté par un stress de
froid. Le deuxitme groupe concerne des isoperoxydases dont l'activité spécifique se trouve
multipliée par 2 4 3 sous I'influence des basses températures. Les auteurs montrent que Paug-
mentation d’activité spécifique de ce groupe d’isoperoxydases est associée 4 une modification
conformationnelle de la molécule portant sur sa totalité ou sur le site actif, dans la région ol se
fixe le substrat. Cette augmentation correspondrait, selon ces chercheurs, 2 la biosyntheése de
nouvelles isoperoxydases qui different nettement, par leur activité spécifique, de celles des
feuilles de plants témoins (ayant €té cultivés dans des conditions de température optimales).
SAVITCH IM. et al. insistent ainsi sur le fait qu’un stress de froid n’implique pas seulement des
changements purement quantitatifs : le choc de froid conduit & des modifications qualitatives des
isoperoxydases, prises individuellement, ’augmentation de leur activité spécifique en étant la
manifestation. Rappelons enfin que MACCOWN BH. et al.(1969) observent également Pappari-
tion de nouvelles bandes correspondant 4 des isoperoxydases d’adaptation.

4.2. Chez les plantes ligneuses

En s’appuyant sur un ensemble de résultats expérimentaux, MIIDLA H. et al.(1985)
concluent que les changements d’activité peroxydasique au cours de la période végétative -
niveau bas en été puis haut cn automne- jouent un rdle primordial dans la régulation de la
différenciation et la lignification des cellules du xyleéme.En effet, la différenciation des cellules
au cours du développement de la plante est liée & diverses enzymes et en particulier, aux modi-
fications d’activité des différentes formes de peroxydases. Quant i la lignification des parois
cellules végétales, elle implique la condensation oxydative de divers phénols. Or, la polymérisa-
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tion de ces phénols est initi€e par la formation de radicaux phénoxy, laquelle est dépendante
des peroxydases.

EBERMANN R. et STICH K.(1985), qui constatent un maximum d’activité en hiver,
confirment I'importance du rble des isoenzymes dans les processus de polymérisation oxydative
participant 2 la formation du bois et 2 la lignification.

En résumé, les modifications du contenu en peroxydases sont interprétées, chez les
plantes herbacées, comme réponse adaptative au stress que constitue le froid. Chez les plantes
ligneuses, ces changements, observés a la saison froide, sont liés a des processus physiologi-
ques de croissance.
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5. CONCLUSION

Le froid joue un rdle incontestable sur la composition en peroxydases des plantes herba-
cées et ligneuses. Nombreux sont les auteurs qui mettent en évidence une augmentation d’activi-
té peroxydasique consécutive a laction du froid. Cette augmentation est souvent la
conséquence des modifications qualitatives telles que des modifications conformationnelles des
isoperoxydases, la suppression d’un élément cellulaire réprimant leur action ou la biosynthése
de nouvelles isoenzymes. L’étude de I'influence du froid sur les peroxydases in vitro de tournesol
(JUDEL GK. 1975) montre I’absence de modification de leur activité. Cette observation tend 2
accréditer les travaux réalisés sur les peroxydases in vivo. De nombreux chercheurs montrent en
effet que, dans ces conditions, I’action du froid sur ces enzymes est indirecte.

Les tissus en culture in vitro, qui constituent souvent un matériel de premier choix pour
les chercheurs en biochimie végétale, n’ont été utilisés que par MACCOWN et al. (1970).
Toutefois, comme le précisent ces chercheurs, les différences de métabolisme cellulaire entre
les tissus cultivés in vitro (cals en particulier) et la plante elle-méme peuvent étre telles que la
comparaison devient osée. o

En bref, la synthe¢se des documents étudiés permet de dégager un ensemble de résul-
tats communs aux plantes herbacées d’une part, aux plantes ligneuses d’autre part. Certains
résultats, sans étre identiques, n’apparaissent pas contradictoires si I'on tient compte des condi-
tions expérimentales choisies.

Compte-tenu des enjeux agronomiques, les chercheurs poursuivent les études des modifi-
cations, sous l’action du froid, du syst¢me peroxydasique végétal, dont la complexité reste a

éclaircir.
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