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1.1 Contexte et enjeux

Le pois est une légumineuse a fort intérét éconoenen Europe, cependant, pendant
plusieurs années consécutives une baisse impodaatsurfaces de production en France
est constatée avec moins 70% entre 2004 et 2008 1FiLes raisons de cette diminution
des surfaces sont de deux ordres, une liee auxtergelitique et l'autre aux rendements
irréguliers de cette culture (Fig. 1). Au niveaditpue, le soutien de cette culture et des
protéagineux en général, est épisodique. En raseomlifférents accords, la France et
I'Europe ont privilégié les cultures de céréalesralque 'Amérique, en particulier les
USA, développait les cultures de protéagineux. Aoull des années 70, suite a 'embargo
ameéricain, la volonté politique de développemenmce et en Europe des protéagineux
s’est manifestée afin d’éviter 'augmentation delépendance au soja américain pour les
aliments riches en protéines (Cavaillées 2009). éfarme de la PAC (Politigue Agricole
commune) de 2006, supprimant le lien entre aidesoetuction pour 75% des subventions,
a entrainé une réduction des aides de 4% en 2006 %% en 2007 pour les protéagineux.
Au niveau agronomique, les rendements fluctuentel’année sur l'autre en raison de
stress biotiques ou abiotiques (Fig. 1).

Evolution des surfaces de protéagineux en France
1000 ha
800 -
700 -
600 -
500 -
400 A
300 -
200 -

100 -

0 Ay iy iy piy pi
1981 1984 1987 1990 1993 1996 1999 2002 2005 2008 2011
Sources : UNIP d'aprés SCEES puis SIDO/ONIOL/ONIGC/FranceAgriMer

Source UNIP.

Evolution des rendements de pois et féverole en France
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60

55

. A Féverole/\}\
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as //\ RM / cultivées et des rendements du pois.

40 s N Y/ http://www.unip.fr/marches-et-
\/ \ reglementations/statistiques-

france/surfaces-rendeme nts-et-
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Sources : UnipfArvalis
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La culture du pois peut présenter des atouts camdilds, permettant de répondre
aux problématiques actuelles de recherche de psodiches en protéines, de plantes
écologiques avec des cultures a faibles intrantseticulier sur la nutrition azotée puisque
le pois est capable de fixer I'azote atmosphéritpt, en permettant de réduire les apports
azotés sur la culture suivante. De méme, le posiiment de son cycle dans nos pays
tempérés en fait une culture peu gourmande en eau.

La mobilisation des politiques, des sélectionneudes chercheurs et de
I'interprofession a permis la relance de la cultuwepois en 2010 avec le doublement de la
sole (Omnes 2011). Cependant I'enjeu reste fortesaaides financieres sont programmeées
jusqu’en 2012, et la filiere protéagineux doit pdriser cette relance en particulier en
améliorant la maitrise des rendements et de lat§uids graines de la culture.

Une des stratégies envisagées pour limiter la dat@n des rendements est la
réalisation de semis précoces qui permet d’allorgecycle des pois de printemps
Vocanson et Jeuffroy 2008), d’éviter les stressrigyes et thermiques de fin de cycle
(Siddique et al. 2001, Felter et al. 2006, Anniadled et lannucci 2008) de plus en plus
fréquents avec le changement climatique, et dadmhés ravageurs en préconisation bio
(pucerons et sitones: srva.ch/docs/ft/132.pdf fich@.52). Le raisonnement sur
I'allongement du cycle de développement et suitédent des stress de fin de cycle est
poussé a son maximum en envisageant le développeteepois semés a l'automne,
appelés aussi pois d'hiver (Lejeune-Hénaut etQ5Q Les semis d’automne permettent
d’augmenter le rendement en grain d’environ 1tNaénson et Jeuffroy 2008). Dans ce
contexte, I'un des objectifs majeurs de la sélecties pois d’hiver est d'améliorer la
tolérance au gel au stade végétatif. Cependanstdilation de la culture est un point
important dans le déroulement du cycle culturah(®eder 1998). Les basses températures
lors des semis précoces de printemps peuvent leguadid’établissement de la culture
(lenteur, pertes importantes de plantules; Hou @& 1998). Aussi est-il nécessaire
d’approfondir les connaissances sur les réponséssanécanismes qui conduisent a la
germination et a l'installation des plantules enditions de basses températures, et sur la
variabilité génétique existant au cours du déroelende ces étapes tres précoces afin de
chercher a en assurer un meilleur déroulement.

1.2  Objectifs de la these

Le changement des conditions de semis des poigggioeux implique une
meilleure connaissance des mécanismes conduisamtramiére phase de l'installation de
la culture : la germination.

Le premier objectif est d’étudier le comportement diéérents génotypes, et
d’identifier s’ils présentent des différences dpamse en fonction de la température, au
cours de la germination. Pour séparer la part g@itpie de la part environnementale de la
réponse, différentes conditions de production damgs ont été étudiées. Par ailleurs, en
raison des effets du changement climatique, langrau cours de sa formation risque de
plus en plus frequemment de subir un stress theendg fin de cycle qui accélere sa
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vitesse de dessiccation apres le stade fin de resagk du grain (FRG). Un second
objectif est donc de déterminer l'impact de la sé& de dessiccation a température
relativement élevée (30 °C) sur les caractérisiqdes graines, leur germination en
conditions optimales ou aux basses températuresqirssur leur conservation. Chez le
haricot, Moreau-Valancogne et al. (2007) ont emteffiontré qu’une augmentation des
vitesses de dessiccation entrainait une baissaptéude a la conservation des graines.

Dans un deuxieme temps, nous avons exploré dif@ragtanismes de la reprise du
métabolisme énergétique pour mieux comprendre teutEment de la germination en
condition optimale et aux basses températures [esudifférents génotypes étudiés et
selon leur vitesse de dessiccation. Plus globalemens essayerons d’identifier les étapes
clés précoces qui conduisent a une vitesse de gation rapide des pois protéagineux.

Les objectifs sont tout d'abord replacés dans tkecd'une étude bibliographique.
Limportance économique du pois, le contexte etdegux de ce travail seront évoqués.
Ensuite, différents éléments de la germination cemfimbibition, les températures
cardinales et 'aptitude a la conservation sergasg@ntés. La reprise du métabolisme, les
stress et les mécanismes de réparation seront pdusculierement détaillés. La
présentation des travaux menés dans la theséotgitl ensuite de deux grandes patrties, la
premiere sur les effets de la vitesse de dessiecatidu froid sur la germination du pois et
la seconde sur la physiologie et le métabolismé&dgermination du pois. Chaque partie
comprend la démarche utilisée, les résultats obtetusne discussion. La discussion
générale permettra d’esquisser un schéma global lageétapes clés de la germination
intégrant 'impact des conditions environnementaiesliées.
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2.1 Importance agro-économique du pois

2.1.1 Culture dépendante des politiques

Dans les années 70, lors de la mise en place nhdligyo sur les oléagineux par les
Etats-Unis, I'Europe et la France prennent conseete leur trop forte dépendance au soja
americain. En effet, les tourteaux de soja amérscapnstituaient la principale ressource
de matieres riches en protéines pour I'alimentatinimale. Cette situation a entrainé la
mise en place de dispositifs européens garantisdaat prix compétitifs pour les
légumineuses a graines, contribuant a une fortenantation des surfaces cultivées (x8
entre 1974 et 1988). Cet élan s’arrétera avecfame de la PAC de 1992 qui s'avere
défavorable aux protéagineux. La chute des surfaeepourra pas étre enrayée par la
prime « protéagineux » en 2004. L'indexation de por a celui du blé et du tourteau de
soja, la plus faible progression de rendement ggpart a celle du blé et I'infestation des
parcelles a haut rendement par un champignon (Aphgres euteiches) a abaissé la
compétitivité du pois.

Néanmoins, dans un contexte changeant incluantptise en compte de I'impact
environnemental de la production agricole, la réfle sur le colt et 'impact du transport
des produits, une hausse des prix des intrantstéahuetion des aides aux céreales, et une
vigilance accrue sur la sécurité alimentaire, lebuces de légumineuses retrouvent un
intérét au niveau des politiques. La mise en cedwrgilan santé de la PAC va dans ce sens
et une enveloppe de 40 millions d’euros par arncessacrée au financement d’aides de
2010 a 2012 pour trois cultures de légumineuseames, le pois, la feverole et le lupin
(Cavailles 2009).

2.1.2 Services éco-systémiques du pois

Outre l'intérét de lintégration du pois dans l&gimes alimentaires des animaux
d’élevage (des ruminants Salawu et al. 2002, VaRdéret al. 2009 ; des ovins Adesogan
et al. 2002 ou de la volaille Palander et al. 20Q&jlisation du pois permet une bonne
lisibilité par rapport au label biologique garas#iat un produit non OGM ou bien adapté a
la croissance plus lente des volailles avec desldatouge ou fermier (Munier-Jolain et
Carrouée 2003). De plus, une bonne digestibilitd'aimte et des phosphores permet de
réduire les problemes d’eutrophisation lieés augtsefles élevages. En plus de ces criteres
qualité, la culture du pois présente différentsuetcéco-systémiques. Cette culture est
moins consommatrice en eau qu’une culture de aojdeomais de part la position de son
cycle cultural, elle est a faible consommation aergie fossile et en intrants chimiques
(Munier-Jolain et Carrouée 2003). L'économie degrais azotés est possible grace a la
capacité de fixation de l'azote atmosphérique dis.pGet atout est particulierement
exploité dans les systemes d’'association de cuftareme les cultures associées pois-
céréales qui permettent d’optimiser les apports észait de combiner une haute
productivité et des services écologiques (Naudinalet2010) tout en limitant le
développement des adventices (Corre-Hellou et al2Me facon plus générale, les
impacts de I'introduction des légumineuses a gsadans les successions de cultures ou de
leur introduction plus élevée dans I'alimentationin@ale ou humaine, évalués par I'étude
des cycles de vie, montrent une réduction de Igeemwtilisée, du potentiel de
réchauffement global, de la formation d'ozone, dacidification des sols, et une
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augmentation de la marge brute (Munier-Jolain etdliée 2003, Nemecek et al. 2008).
La relance des légumineuses permettrait la diveasibn des successions de cultures
entrainant une réduction de la pression parasitaire amélioration de la qualité des sols,
un maintien de la biodiversité (Cavailles 2009),uee meilleure gestion de la flore

adventice (Munier-Jolain et Carrouée 2003). Commer pes autres cultures, les

lixiviations avant et apres la culture du pois @wivétre maitrisées. La culture des pois
d’hiver, quand elle est possible, permet de rédigréessivage de I'azote de la culture
précédente. Cependant il existe un risque impodaressivage aprés la récolte du pois.
La culture d’'une céreale d’hiver, de betterave owculeure intermédiaire piege a nitrates
(Cipan) doivent viser a empécher de telles fuiesittates et a valoriser cet azote fixé par
les légumineuses, sachant de plus que la majailéd chinéralisation des tiges et racines
de pois se déroule au printemps (Munier-JolainagtdLiée 2003).

2.1.3 Les défis a relever

La culture des légumineuses a graines présenteatbesgs considérables pour
répondre aux attentes de la société et des wilismimais des avancées doivent étre faites
pour le maintien du rendement et de la qualitégiams. Un des préjudices important pour
la culture du pois est le développement de la naladvoquée par un champignon du sol
Aphanomyces euteiches pour lequel aucun moyen ttke dfficace n’est connu (Munier-
Jolain et Carrouée 2003, Cavailles 2009). Les auteteurs affectant le rendement dans
nos régions sont le froid durant les premiers staldesécheresse et les fortes températures
en fin de cycle. Les performances de nombreuxwaukii de pois sont considérablement
affectées par le froid, en particulier les varigégcoces, les lignées avec de long entre-
nceuds, des surfaces foliaires importantes ou avegménes ridées (Cousin 1997). Les
lignées tolérantes au froid sont issues du trandfercaractere quantitatif de résistance au
froid d’'un faible nombre de génotypes provenanspiézes de pois sauvage ou de pois
fourrager comme Champagne et Haute-Loire en FréDoasin 1997). La réussite d’'une
culture de pois d’hiver est un compromis entre emis précoce a l'automne mais qui
n'entraine pas un développement végétatif trop napd, la meilleure tolérance au froid
de I'hiver se situant au stade rosette (Lejeunale®2005, Dumont et al. 2011). Elle
demande surtout une maitrise de la floraison, tiéition florale et la floraison étant
dépendants de la température et/ou de la photalgerlaa présence d’'un gene dominant
Hr, dans le génome de ces variétés, permet dedtentiinitiation florale grace a leur
sensibilité a la photopériode (Lejeune-Hénaut e1899). Les plantes n’évoluent vers une
phase de reproduction que lorsque la durée dudgpasse le seuil de 13,5 h (en avril). Ce
gene provient des pois fourragers et de nombreum@stés de pois d’hiver dérivent de
Champagne : Kasar, Amac, Frisson, Frimas (Lejeumeadt et al. 1999). La culture du
pois d’hiver a permis I'extension de la zone de pobidn en France et I'allongement du
cycle, permettant ainsi d’augmenter le potentielrendement dans le cas d’'une bonne
maitrise des parasites et des adventices (MuniamJet Carrouée 2003). L'autre facteur
important est la sécheresse qui selon la périodelleuse produit peut compromettre la
fixation de l'azote et diminuer la production deorbasse (Cousin 1997) mais aussi
raccourcir la période de floraison en bloquant ladpction de nouveaux noeuds
reproducteurs entrainant une baisse de rendemaiiitof@ et Jeuffroy 2005).
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2.2 Germination

La germination est une étape primordiale qui comgi&mbibition et la reprise du
métabolisme de la graine et au final I'éemergencelalgadicule de I'embryon. Ce
rétablissement métabolique, 'émergence de la usaliet la préparation pour la croissance
ultérieure de la plantule supposent des processisyrdbese et de protection impliquant
les composants initialement stockés dans la g@ewley et Black 1994, Nonogaki et al.
2010).

La germination se décompose en trois grandes ph&sgs 2). La phase | est
caractérisée par une entrée importante d’eau etconsommation forte en oxygene
permettant la reprise du métabolisme. La phasertespond au plateau métabolique, avec
la mise en place des événements métaboliques aquieparation de I'émergence de la
radicule. La phase lll indique la fin du processigs germination avec la percée de la
radicule a travers le tégument de la graine etcasictérisée par la croissance de la
plantule. La mobilisation des réserves lipidiqudsamylacées de la graine se font
tardivement alors que la dégradation des oligosaicidsaest terminée apres trois jours de
germination (Pois-chiche: EI-Adawy 2002).

Germination sensu stricto Post-germination

Phase | Phase I Phase Il

i
E Seedling growth
I
]
]

Reserve mobilization in
storage tissues

' Radicle emergence due to cell expansion

i Reserve mobilization (oligosaccharides, RFO
very limited polymer breakdown in embryo)

ajor reserve
Mobilization

”(Lipids, starch)
" ]

Transcription and translation of new mRNAs 5

: Translation or degradation Cell divison s m——

of stored mRNA
DNA synthesis — ——————

Seed and seedling water content

DNA repair

- —: Respiration, mitochondrial repair and multiplication s s———-

b 4 [mibibition

Time

Figure 2: Déroulement dans le temps des évenempblgsques et métabolique pendant la germination
(phases | et ) et le début de la croissance @atplle (Phase 1)
(d’'aprés Nonogaki et al. 2010, EI-Adawy 2002).

2.2.1 L'imbibition

Pour la reprise du métabolisme, il est indisperesatpie les cellules soient
réhydratées. Cependant, I'imbibition des graines sifaire progressivement pour éviter
les dégats d'imbibition, en particulier chez legusineuses qui sont sensibles a ce
probleme. Les dégats sont particulierement séversgue les teneurs en eau initiales de la
graine sont inférieures a 11% (soja: Hobbs et Obéri®72, haricot: Wolk et al. 1989) et
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ilIs sont moins importants lorsque les graines da got une teneur en eau de 12-17% au
moment ou elles commencent leur imbibition (Koizwehial. 2008). Le role du tégument
de la graine est important car il régule I'entr&sad dans les tissus de la graine, évitant des
destructions cellulaires en début d’imbibition (DueKakefuda 1981, Duke et al. 1983).
Cette entrée d'eau contr6lée permet la recongitutle I'organisation membranaire
(Koizumi et al. 2008). Au stade graine séche, awexteneur en eau de 9%, seuls les axes
embryonnaires montrent quelques traces d'eau ssir ingages RMN (Résonance
magnétique nucléaire ; Wojtyla et al. 2006). L'egnire par le hile et le micropyle chez le
pois (Wojtyla et al. 2006) et le lupin (Garnczarsgital. 2007) alors que chez le soja I'eau
pénétre en premier sur la face dorsale, a I'opploskile puis gagne le hile et micropyle
(Koizumi et al. 2008). Chez les trois espéces, @ut d’'une heure d’'imbibition, I'eau est
présente entre le tégument et les cotylédons, eetssuve trés rapidement dans l'axe
embryonnaire. Chez le pois, I'hydratation de I'epgdor commence par la radicule (Wojtyla
et al. 2006). L'hydratation des cotylédons est lsiimd@ chez le pois, le lupin et le soja; elle
commence par la face abaxiale (parties bombégsjogtesse vers l'intérieur, un espace
rempli d’air entre les faces adaxiales des cotylédest maintenu pendant les six premiéeres
heures d’'imbibition (Wojtyla et al. 2006, Koizuntia. 2008).

2.2.2 Températures cardinales, température de base eptem

thermique

La vitesse de germination est influencée par detedias environnementaux, en
particulier la température. La courbe de réponda &empérature peut étre ajustée a
différentes fonctions mathématiques qui sont @@ pour estimer les trois températures
cardinales : la température minimale, optimale aximale. Les températures minimale et
maximale, interceptant I'axe des abscisses indigigsntempératures seuils ne permettant
plus la germination. La température optimale esemapérature permettant la plus grande
rapidité de germination. Différents modeles mathégnas peuvent étre appliqués. Des
modéles intégrant deux régressions linéaires, gpéeature optimale étant donnée par
I'intersection des deux droites, sont simples d&#tion mais pas toujours précis et
surestiment dans certains cas la valeur de la teypé minimale ou maximale. Des
modeles non linéaires ont été utilisés comme lation Beta permettant de retrouver les
courbes, en forme de cloche asymétrique, obtenugerinentalement, avec une
accélération de la vitesse aux basses températuressection linéaire avant un optimum
et une chute rapide apres I'optimum (Fig. 3; YimletL995).
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_1)

0,025
Figure 3: Fonction Beta pour modéliser la vitesge d

002 | développement en fonction de la température
(d'aprés Yin et al. 1995).
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La température de base de germination est calenlgarenant en compte la partie
linéaire de la courbe de réponse a la températuta partie ascendante qui conduit a la
température optimale (Gummerson 1986, Dahal et fBradl994). Cette valeur seuil
donnée par ajustement mathématique correspondemiaerature en deca de laquelle la
vitesse de germination est considérée comme rdite température de base (Tb) est une
notion trés utilisée en agronomie pour le calcul tdmps thermique (degrés-jours)
permettant d’estimer la durée des différentes phate développement, et donc d’en
prédire les dates, bien que le climat puisse vatiene année sur l'autre ou d’un lieu a
'autre (Bonhomme 2000, Trudgill et al. 2005). @enps thermique reste un bon outil de
prévision car les valeurs pour une phase sont igleed malgré des différences de
températures (Covell et al. 1986, Gummerson 198&619/ét al. 2004), a condition qu’une
relation linéaire existe entre la vitesse de dévmarent et la température, du calcul
correct de la valeur seuil et de 'absence d’afaiceeur limitant (Bonhomme 2000).

La capacité a germer et a émerger précocemenirgerpps grace a une température
seuil de germination (minimale ou de base) basskuee des adaptations possibles pour
la survie et I'établissement dans des zones prasedes conditions environnementales
difficiles (Hou et Romo 1998b, Wang et al. 2004).

2.2.3 Aptitude a la conservation

La qualité d’'une graine ne se résume pas a uneebquoalité sanitaire ou a une
bonne capacité a germer, mais elle doit aussi Braintette capacité a germer au cours du
stockage. Cette capacité est appelée aptitudecaniservation ou longévité. Le test de
détérioration controlée permet d’estimer expérimlement cette aptitude a la
conservation en accélérant considérablement lassdtade vieillissement des graines
(Clerkx et al. 2003, Rajjou et Debeaujon 2008). begines, apres équilibration a 85%
d’humidité relative (HR) a 15°C, sont placées ddams enceintes a 85% d'HR a 40°C
pendant des temps variables. Elles sont ensuit&es@ 32% HR a 20°C. Aprés semis, le
pourcentage final de germination est mesuré aptgeuts (Clerkx et al. 2004). Bien que
ce test permette d’obtenir une valeur prédictivéadengévité de la graine, ces auteurs ont
montré que ce test ne mime pas complétement laialétéon se produisant au cours du
stockage sous des conditions ambiantes (Clerkix 20@4). La raison invoquée est que les
cinétiques de vieillissement des graines et lifgme des processus de dégradation
provoques, varient en relation avec la températumes aussi avec la teneur en eau des
graines (Walters 1998). Avec une humidité élevé&@i¥®o et 45°C pour des conditions de
vieillissement des graines, la teneur en eau dasag de soja atteint 26% des le
cinquieme jour (Krishnan et al. 2004). Des testdétérioration contrélée sur des graines a
teneur en eau constante (16%) ont également ét@umpint pour le haricot (Moreau-
Valancogne et al. 2007).

Le maintien d’'une aptitude a la conservation éledépend de différents facteurs
environnementaux et génétiques. Au sein de la graine grande diversité de systemes
existe pour la conservation de ce haut potentiehgmtif. Rajjou et Debeaujon (2008) les
ont classés en trois grandes catégories (Fig.etpremier systeme implique la protection
contre les stress abiotiqgue ou biotique avec um irdportant des téguments de la graine,
des composés chimiques et des protéines de postedie deuxiéme type de systéme
assure les réparations des structures importantescgdiule (membranes, ADN, protéines,
...). Le troisieme systeme joue sur la détoxificagian élimination de composés toxiques a
haute concentration comme les ROS (Reactive oxygetries).
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2.3  Reprise du métabolisme énergétique

Le basculement de I'état quiescent vers I'état éeabolisme trés actif se manifeste
en particulier par une forte consommation en oxggéme reprise de la phosphorylation
oxydative et par la mobilisation des réserves (Wajet al. 2006).

2.3.1 Respiration

Un des tout premiers processus de la germinatmmcamitant a l'imbibition est la
reprise de la respiration avec le rétablissemerfodctionnement des mitochondries (Fig.
5). La consommation d’oxygene au cours des presighases de germination est en lien
avec la respiration mitochondriale (Attuci et al.919 Benamar et al. 2003). Dans les
cellules déshydratées, les mitochondries appardisses réduites et les enveloppes
membranaires sont peu visibles au microscope élaqtre (Attuci et al. 1991). Aprées
imbibition, la mitochondrie retrouve sa forme ialé avec une membrane externe,
perméable aux ions et a différentes petites maddcudt avec une membrane interne dont
les invaginations forment des crétes dans la neatlécla mitochondrie (Fig. 5). Au niveau
de la membrane interne, plusieurs complexes d& lf@ment la voie respiratoire de la
cytochrome oxydase (COX) (Vedel et al. 1999, Moatral. 2002). Les complexes de | et
Il sont des déshydrogénases (du NADH pour le caxepledu succinate pour le complexe
II) qui transférent des électrons a 'ubiquinon&))lJqui les transmet au complexe lll. Les
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électrons transitent ensuite via le cytochromers Y& complexe IV, la COX, qui catalyse
la réaction finale de la chaine respiratoire aweréduction de I'oxygéne en eau. D’autres
déshydrogénases supplémentaires (ND2, Type || NMD@EEshydrogénase) existent dans
les mitochondries végétales, assurant égalementdaction des UQ. La libération
d’énergie au cours du transfert des électrons pefeeulsion de protons de la matrice
vers I'espace inter-membranaire, créant un gradieet une concentration extérieure plus
forte par rapport a la matrice puisque la membiategne est imperméable aux protons.
L'énergie potentielle de ce gradient est appeléeefproton-motrice car elle sera utilisée
avec le retour des protons vers la matrice, potorlaation d’ATP par le complexe V, une
ATP synthétase. La formation de I'ATP dépend déecketrce proton-motrice établie par le
transfert d’électron, il y a donc couplage entrad@sfert I'électron et la phosphorylation.

Une forte consommation d’ATP par le métabolisme ntiamt ce gradient en
stimulant le transfert des électrons et I'expulsides protons vers l'espace inter-
membranaire et donc accroit la consommation en éxgglLorsque ce gradient est trop
élevé, provoqué par une inhibition du retour degqgurs en lien avec une faible utilisation
de I'ATP formé, le transfert des électrons va rateatnsi que la consommation en
oxygéne. Des voies de découplage existent natorefie avec la présence de protéines
UCP (uncoupling protein : protéines découplantejieeet al. 2004, Voinikov et al. 2006,
Atkin et Macherel 2008, Grant et al. 2008) ou PU(@Rlegario et al. 2003, Grabelnych et
al. 2003), protéines qui permettent aux protonsegtenir vers la matrice sans passer par
I'ATP synthétase. Ces genes ne sont pas inducti@ede froid (Grabelnych et al. 2003)
mais les protéines sont régulées par les acidesligras qui augmentent avec les basses
températures. Les céréales ont un systeme therngugeaivec les protéines CSP310 qui
transférent les électrons du complexe | au complexiémitant I'expulsion des protons,
I'énergie est libérée sous forme de chaleur (Vomwilkd al. 2006). Cette protéine est
inductible par le froid chez le blé d’hiver maig ebsente chez le pois (Voinikov et al.
2006). Des produits chimiques peuvent aussi astidgrcouplage comme le FCCP (Le p-
trifluoromethoxy-carbonyl-cyanide-phenyl hydrazoneh dissipant artificiellement le
gradient. Le transfert des électrons n’est alaus gependant de la formation d’ATP qui est
I'étape la plus limitante et donc le transfert éésctrons peut s’exprimer & son maximum.
Différents facteurs, comme les basses températlaedimitation en phosphates, la
concentration en dioxyde de carbone peuvent ralentCytochrome oxydase (COX)
(Millenaar et Lambers 2003), ou linhiber comme kslfures ou l'oxyde nitreux
(Grabelnych et al. 2003, Millenaar et Lambers 2003)cyanure (Leopold et Musgrave
1979, Azcon-Bieto et al. 1983, Amable et Obend886).

Une autre particularité des mitochondries végétalestre la présence des
déshydrogénases de type ND2, est celle d’une deexi®ie respiratoire qui implique une
autre oxydase, I'oxydase alternative (AOX), quilgvé directement des électrons des
ubiquinones pour réduire I'oxygéene en eau (Moora.€2002, Millenaar et Lambers 2003,
Gupta et al. 2009, Rasmusson et al. 2009). Cette n@st pas sensible aux mémes
facteurs que la voie COX. Elle est en particulieeinsible au cyanure mais est inhibée par
I'acide salicyl-hydroxamique (SHAM) (Leopold et Myrave 1979, Azcon-Bieto et al.
1983, Amable et Obendorf 1986, Attuci et al. 19B4, et al. 1997). Cette voie est en
concurrence avec celle de la COX pour les électransniveau des ubiquinones, les
électrons sont déviés vers 'AOX au lieu de pagserle complexe Ill de la voie COX.
Cette voie consomme de I'oxygéne mais ne permet’ggsulsion des protons et donc
n'est pas phosphorylante, I'énergie étant dissipées forme de chaleur (Moore et al.
2002, Millenaar et Lambers 2003). Cependant, astteurrence pour I'oxygene n’est pas
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pénalisante car I'affinité pour I'oxygene est doisf plus élevée pour la COX (McDonald
et al. 2002, Gupta et al. 2009). LAOX a de mukiplrdles et semble stratégique dans la
réponse aux stress. Un de ces premiers roles @sine pour les déshydrogénases, de
maintenir un transport des électrons élevé pouegégue des électrons s'accumulant au
niveau des différents transporteurs (essentiellernentplexes | et Ill) et générent des
ROS (Fung et al. 2004, Gupta et al. 2009). Lengaagd de la voie de I'AOX permettrait
ainsi de limiter la production de ROS par la siabtlon de I'état rédox du pool
d’'ubiguinone mitochondrial, tout en permettant avieie COX de contribuer a la
phosphorylation oxydative (Millenaar et Lambers 20B&asmusson et al. 2009). Cette
situation est également avantageuse, car en mamtema flux important d'électrons
indépendamment de la demande énergétique, les \aliesnatives (ND2, AOX)
permettent au cycle des acides tricarboxyliquesA(®G cycle de Krebs) situé en amont
(Fig. 6), de maintenir son activité (Moore et &02, Millenaar et Lambers 2003, Fernie et
al. 2004, Vanlerberghe et al. 2009). Ce découpkgtee métabolisme du carbone et
phosphorylation oxydative permet ainsi de fournir ptécieux intermédiaires carbonés
provenant du cycle TCA, qui sont nécessaires argifites biosynthéses.
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Figure 5 : Transport des électrons dans la chaiespiratoire (d’aprés Rasmusson et al. 4e.plantplegs.

Différents travaux étayent I'idée que la voie dedspiration via I’AOX joue un réle
primordial dans la réponse a des stress abiotigudsotiques, ainsi que dans la régulation
des voies de signalisation via la production de R@&®lerberghe et al. 2009, Lei et al.
2010). En effet, 'AOX peut étre induite par difféts traitements comme les blessures, le
froid, la sécheresse, le stress osmotique, leguatade pathogénes mais aussi avec des
traitements a l'acide salicylique,,® et avec les inhibiteurs de la chaine respiratoire
(Vanlerberghe et Mcintosh 1992, Moore et al. 20@Rez Arabidopsis exposé a des basses
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températures, les plantes transgéniques avec desui altérés de protéines AOX
montrent une surface foliaire réduite alors queplastes sur-exprimant I'’AOX présentent
une surface plus importante par rapport au témoes différences disparaissant a
températures ambiantes (Fiorani et al. 2005). La d& I'AOX bien qu’elle ne soit pas
phosphorylante intervient dans l'efficacité du tfensdes électrons mitochondriaux car
elle n'est pas liée a la force proton-motrice, emettrait donc une adaptation rapide et
flexible de la respiration mitochondriale. Cet &gusent de la respiration garantirait une
charge énergétique stable et donc une croissanaggy@ment constante sous des
conditions environnementales variables (Hansen. &082, Moore et al. 2002, Lei et al.
2010).

———=> Biosyntheses
Cytoplasme

membrane Maintien de la voie COX

interne

Mitochondrie

matrice

[ TCA

| - -_. 4

\\ '!h'/\“—l- Citrate
oo S

Figure 6 : Lien entre chaine respiratoire, cycle A€t Glycolyse (d'aprés Fernie et al. 2004, Millanat
Lambers 2003, Rasmusson et al. 2009).

2.3.2 Adenylates

La phase Il de la germination est caractériséei guens la transcription et la
traduction des ARN, par I'amorce de synthéses emmtabilisation des réserves en
particulier des oligosaccharides (Fig. 2). Cetfise de I'activité demande une production
importante d’ATP. Dés l'imbibition des graines, pdosphorylation oxydative est le
principal mécanisme de production d’ATP grace arPAsynthétase utilisant la force
proton-motrice (Fig. 5) (Attuci et al. 1991). Cedant un autre systeme, I'adénylate kinase
(AK), localisée, entre autre, dans I'espace interrhranaire des mitochondries végétales,
permet aussi la production d’ATP (Fig. 7) (Attutiad 1991, Busch et Ninnemann 1997).
Les deux systemes peuvent étre en concurrence youméme substrat, 'ADP. La
production d’ATP par 'AK est importante lorsques leoncentrations en ADP sont élevées,
reflétant un besoin énergétique important non fadttipar I'activité de la phosphorylation
oxydative (Busch et Ninnemann 1997). Le fonctioneetde I'AK dépend aussi fortement
de la présence d’AMP et de magnésium (Busch eté¥iramn 1997).
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La charge énergétique en adénylate (AEC) permeatidier I'état énergétique d’un
tissu ou d’'un organisme (Pradet et Raymond 1988EC représente la saturation relative
en liaisons phosphoanhydres du pool des adénylabesque I'AK est a I'équilibre, les
groupements terminaux phosphates de I'ADP et ddH’Asont considérés comme
métaboliguement équivalents et I'AEC s’exprime parapport : AEC = (ATP+ 0,5 ADP)/
(ATP+ADP+AMP). Les adénylates sont impligués darss regulation d'activités
enzymatiques et I'AEC est aussi considéré commeanameétre physiologique permettant
la régulation de I'activité métabolique (PradeRatymond 1983, Oresnik et Layzell 1994,
Borisjuk et al. 2003). Le pool d’ATP ou le rappgiiP/ADP sont deux autres indicateurs
de I'état énergétique, ces deux indicateurs soneléw lorsque I'activité de I'adénylate
kinase est a I'équilibre (Fader et Koller 1984, igdr et al. 2003). En effet, plus 'AEC
augmente et plus l'activité des enzymes régulasitvides de l'utilisation de I'ATP, les
enzymes « U », est élevée, alors que plus l'aétidiés enzymes régulant les voies de
régénération de I'ATP, enzymes « R », decroit (&rati Raymond 1983). La régulation
par les adénylates ou rapports d’adénylates se fesémisurtout pour les processus
cellulaires a forte demande en énergie. La teneuadenylates totaux et les rapports
d’adénylates sont affectés par la concentratioroxyygéne (Oresnik et Layzell 1994).
Cependant, au cours de la formation de la grairsope 'AEC n’est pas significativement
corrélée avec la respiration des parois de la gouss des cotylédons (Fader et Koller
1984). Dans la graine seche, 'AEC est trés fail@dd’ordre de 0,24 pour le tournesol car
les teneurs en AMP sont fortes (Corbineau et @120

2.4  Oligosaccharides de la famille du raffinose (RFO)

Les réserves glucidigues de la graine de poiscmmtituées d'amidon et de glucides
solubles. La majorité des glucides solubles sogsgmts sous forme de saccharose et
d’'oligosaccharides de la famille du raffinose (RH®uo et al. 1988), stockés dans la
vacuole (Buckerdge et Dietrich 1996). Les grairehes sont pratiquement dépourvues de
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monosaccharides (Frias et al. 2003, Zalewski eRP@L0). Les RFO sont constitués de
galactose fixé sur du saccharose, une unité detgatapour le raffinose, deux unités pour
le stachyose et trois unités pour le verbascose &iFig. 9). Les RFO sont synthétisés par
un groupe de galactosyl-transférases, qui ajodtesitgalactoses au saccharose, produisant
du raffinose et ses dérivés stachyose et verbasceseRFO sont accumulés au cours du
remplissage de la graine (Fig. 10) (Peterbauel. &081). Le repérage du stade FRG sur
les courbes d’évolution des teneurs en eau des gintypes de pois, a environ 23 jours

pour SD1 et 33 jours pour RRRbRb, montre que ldh&ge du verbascose se poursuit
apres la fin du remplissage des grains.
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Figure 8 : Structure du raffinose, stachyose ebascose (www.uky.edu/~dhild/biochem/10/lect10.html.
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2.4.1 Composition des graines

Les RFO se rencontrent chez de nombreuses espémesies valeurs de 2% a 9%
pour le coton, les Iégumineuses, le tournesol aioes cucurbitacées, et avec des valeurs
plus basses, inférieures a 1% pour le tabac, IEsles de grandes cultures, I'épinard et la
betterave (Kuo et al. 1988). Au sein des légumiegutes graines de pois et de soja
présentent a maturité des quantités importantd’3F@ (pois : 5,2-6,3 % et soja : 5,6 %)
par rapport a d’autres légumineuses comme le hgfigei-3,3 %), la lentille (2,8 %) ou la
feve (2,4 %) (Kuo et al. 1988, Vidal-Valverde et2002). Une autre légumineuse, le lupin,
s'avere tres riche en RFO avec des teneurs de 5Ri@owicz-Cieslak 2006, Martinez-
Villaluenga et al. 2005, Zalewski et al. 2010). foame prédominante des sucres solubles
dans la graine mature est variable d'une esp€egiiad: le saccharose chez 'arachide et le
haricot; le raffinose chez le coton et le tourngkoktachyose cheZgna sinensisle soja
et la lentille ; le verbascose chez le pois (Kualel988, Vidal-Valverde et al. 2002, Tahir
et al. 2011). Le verbascose, la forme des RFOus pblymérisée, ne se retrouve pas chez
toutes les especes. Sur 29 espéces analyséescappad huit familles différentes, seules
certaines légumineuses contiennent du verbascespoit potagerRisum sativury la
dolique Vigna sinensis le haricot mungoRhaseolus aureysla feve Vicia fabg et le
lupin (Lupinus albusL. luteuset L. angustifoliu3 (Kuo et al. 1988, Martinez-Villaluenga
et al. 2005). Bien qu'appartenant aux légumineuses,graines de soja, de luzerne,
d'arachide, de haricot ou de lentille ne contiebrpas de verbascose ou uniqguement a
I'état de traces (Kuo et al. 1988, Vidal-Valverdele 2002).

La composition en RFO des graines varie selon totype et la taille des graines
(Tableau 1) mais aussi selon les conditions de yatomh (Burbano et al. 1999,
Nikolopoulou et al. 2007, Kumar et al. 2010, Tadtiral. 2011). Des températures élevées
au cours de la maturation entrainent une baisséa deneur en RFO, alors que des
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températures avec de fortes alternances jour-niitukent la formation de RFO
(Piotrowicz-Cieslak 2006).

Tableau 1 : Répartition des sucres solubles chegtaines de pois de différents génotypes.

Génotypes Verb. Stach. Raf. RFO Sacch. Unités  Ref

Little Marvel 191 3,2 1,2 6,3 6,2 % Kuo et al. 1988

(potager)

Esla 2,4 2,2 0,6 52 1,7 % Vidal-Valverde et al.

2002

Lignée RRRbRb 4,6 6,6 2,0 13,2 7,0 % Lahuta et al. 2007

Axes

Lignée RRRbRb 3,5 14 0,5 5,4 2,7 % Lahuta et al. 2007

Cotylédons

Pois grimpant a P:0,15 P :0,06 P:0,12 P:0,34 P:273 % Ekvall et al. 2006

maturation précoce G:008 G:023 G:038 G:069 G:21,0

cv. X475

Pois grimpant a P:0,24 P:0,14 P:0,17 P:0,55 P:254 % Ekvall et al. 2006

maturation tardive G:009 G:046 G:043 G:098 G:21,3

cv. Finett

Profi 2,83 3,28 0.96 7,07 4.18 % Kadlec et al. 2001

Kelvedon Wonder 21 20 umol/  Bléchl et al. 2007
graine

Progreta (tres lisse) 2.9 1.9 0.7 55 34 % Cousin 1997

Countess (trés lisse) 2.1 2.4 0.8 5.3 35 % Cousin 1997

Alaska (lisse) 0,76 0,84 0,61 221 2,2 % Monerri et al. 1986

Alaska 3 8,5 0,3 11,8 5 % Koster et Leopold 1988

Madria (lisse) 1.9 2.2 0.7 4.8 2.2 % Cousin 1997

Amac (lisse) 2.9 18 0.6 5.3 18 % Cousin 1997

Amino (lisse) 2.7 1.7 0.5 4.9 24 % Cousin 1997

Frisson (lisse) 3.0 1.7 0.5 5.2 2.2 % Cousin 1997

776 (lisse) 21 2.3 0.8 5.2 2.3 % Cousin 1997

744 (lisse) 1.8 2.6 0.8 5.2 24 % Cousin 1997

Finale (lisse) 21 2.3 0.7 5.1 2.2 % Cousin 1997

Solara (lisse) 2.0 2.4 0.8 5.2 2.4 % Cousin 1997

Micro (ridé ra/ra) 3.9 2.8 1.0 7.7 4.7 % Cousin 1997

Stampede (ridé 4.0 3.1 11 8.2 3.8 % Cousin 1997

ra/ra)

Mini (ridé ra/ra) 52 2.8 0.6 8.6 4.6 % Cousin 1997

Alfi (ridé ra/ra) 4.2 2.4 0.8 7.4 4.5 % Cousin 1997

Alaska Sweet (ridé 6.1 4.2 0.9 11.2 3.0 % Cousin 1997

rb/rb)

667 (ridé rb/rb) 6.1 3.4 0.9 10.4 2.8 % Cousin 1997

Cennia (ridé rb/rb) 4.4 3.1 1.2 8.7 3.3 % Cousin 1997

831 (rarb/ra rb) 6.4 4.9 17 13 4.6 % Cousin 1997

Progress (ridé) 1,68 1,25 0,46 3,39 4,4 % Monerri et al. 1986

Verb., verbascose; Stach., stachyose, Raf., raffinBacch., saccharose, P petites graines ; G gs0ss
graines.

2.4.2 ROle des RFO

Les RFO peuvent étre impliqués dans le transponndtabolites chez différentes
familles de végétaux (Bachmann et al. 1994, BachmeinKeller 1995, Turgeon et
Medville 2004), dans le stockage de glucides (Baaimret Keller 1995), dans la tolérance
a la dessiccation et dans la longévité des grdiKes et al. 1988, Blackman et al. 1992,
Horbowicz et al. 1998, Obendorf et al. 1998, Coeghin et al. 2000, Gurusinghe et
Bradford 2001), et dans la tolérance ou I'accliataau froid (Bachmann et al. 1994, Liu
et al. 1998, Gilmour et al. 2000, Taji et al. 20@ynningham et al. 2003). Cependant
d’autres auteurs ont montré que les RFO n’étaiaatipdispensables a I'acquisition de la
tolérance, n'avaient pas de rble spécifique dankbrgévité et ne diminuaient pas la
mobilité moléculaire cellulaire a I'état vitreux gk et al. 1999, Buitink et al. 2000).

Les RFO semblent jouer un rble précoce dans lalisatibon des réserves au cours
de la germination puisque la mobilisation de laarisg de I'amidon se produit apres la
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sortie de la radicule (Monerri et al. 1986, Mordhast al. 1989, Dirk et al. 1999, EI-
Adawy 2002, Nonogaki et al. 2010). Les premiersresignobilisés outre le saccharose
sont donc les RFO et les galactosyl cyclitols damtégradation est pratiquement complete
avant la sortie de la radicule (Peterbauer etG1p La dégradation des RFO, galactosyl
cyclotols et galactomannes peut étre régulée pagklactosidase (Buckeridge et Dietrich
1996, Peterbauer et al. 2001, Blochl et al. 20@&s inhibiteurs spécifiques deod’
galactosidase comme la 1-deoxygalactonojirimyddJ) chez le pois (Bléchl et al. 2007)
ou un ester méthylé de I'acide jasmonique (JA-MBgzcle lupin (Zalewski et al. 2010)
inhibent laa-D-galactosidase et ralentissent la vitesse dead@tjon de RFO (stachyose et
verbascose) entrainant un retard de la germindisngraines. Pour ces graines, la rapidité
de la germination dépend de la mobilisation des R0 contre, ces RFO ne semblent pas
indispensables a la germination des graines de(Bigaking et Bilyeu 2009). Un rapport
Saccharose /(raffinose + stachyose) faible estcasso I'acquisition de la capacité a
germer mais ne permet pas une forte croissancplaetles de soja in vitro (Obendorf et
al. 1998).

Au cours de stress comme la dessiccation ou ld,fleisaccharose et certains RFO
jouent un roéle important d’'osmoprotectant (Tajiaét 2002), en maintenant l'intégrité
membranaire avec le développement d’'interactionsieau des tétes des phospholipides,
limitant la fusion des membranes aprés réhydratdtitincha et al. 2003) ou en protégeant
les cellules contre les dégats oxydatifs (Nishizawal. 2008). Un degré de polymérisation
élevé accroit la protection contre la fuite desutss par la réduction de la fusion des
membranes (Hincha et al. 2003). Cette protectioaitsen lien avec une augmentation de
I'activité de la galactinol synthétase (premierapét de la biosynthése des RFO) chez le
haricot et le soja aprés une exposition au froids(o et al. 1990, Liu et al. 1998,) ou
avec une augmentation des ARNm transcrsalfidopsis: Liu et al. 1998, luzerne:
Cunningham et al. 2003). Cependant, ce role des RES pas toujours tres clair car des
expérimentations sur des lignées transgéniquesabidopsis sur-exprimant un gene de
galactinol synthétase ont montré que la tolérangegal n’était pas accrue avec
'augmentation de raffinose dans les feuilles (Zutké al. 2004). Différents auteurs
(Koster et Leopold 1988, Liu et al. 1998) évoquemt autre hypothése sur un réle indirect
des RFO avec une action de prévention de cristibtis du saccharose au moment de la
perte d'eau, le saccharose ayant un rble primordais la protection des plantes.
Cependant, Buitink et al. (2000) relevent qu’aucpuoelication ne fait référence a cette
cristallisation in vivo dans les graines.

2.5 Stress et mécanismes de réparation

2.5.1 Stress chez les graines

Les graines, comme les plantes, sont capablesrdeviogr les facteurs de stress qui
déclenchent une série de réactions impliquant désswde signalisation. Kranner et al.
(2010) ont proposé un nouveau concept de stregséadala graine comprenant trois
phases, l'alarme, la résistance et I'épuisemeny. (FL). La premiere phase est une phase
d’alarme avec la perception des stress et cert@iasgements induits comme les voies de
signalisation. Ces voies de signalisation entraidestchangements dans le transcriptome,
et la machinerie de protection et de réparationaesvée. Méme si la graine n’est pas
hydratée, la production de ROS peut étre non enzgueaet contribuer a ces voies de
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signalisation. De plus, 'ADN, les lipides membrara, les protéines sont les cibles
préférentielles des stress oxydatifs. Plus globafgma déshydratation et la réhydratation
de la graine imposent des stress considérablesesucomposants cellulaires et sur les
organites cellulaires, en particulier les mitochaeglr(Nonogaki et al. 2010). Une des
priorités au début de la germination sera de répawmede remplacer ces composants
cellulaires (Fig. 2, Nonogaki et al. 2010). La aestation de la structure et du

fonctionnement mitochondrial est favorisé par Eshhiques d’osmopriming (Benamar et
al. 2003, Sun et al. 2011).

La deuxieme phase est atteinte lorsque le stressnae au cours du temps ou
lorsqu’il s’intensifie, c’est la phase de résistandalgré les stress subis, la graine est
capable de germer. La résistance inclut la capacii@duire des protections ou des
protectants, comme des antioxydants qui souvemesede marqueurs de stress (Kranner
et al. 2010). En plus des mécanismes de protectiode réparation, des adaptations de
traits multifonctionnels sont présents, comme ksence des téguments, la tolérance a la
dessiccation et les phénoménes de dormances. ibetation et I'évolution des
adaptations contribuent au maintien de la viabd#da graine (Kranner et al. 2010) ou de
la plantule en conditions de températures négaiiMes et Romo 1998b). Les graines
osmoprimées ont une capacité de transport desasqgblus élevée que chez le témoin, et
la stimulation est en lien avec la durée du tragien{Sun et al. 2011).

La troisieme phase est la phase d'épuisement éaistm par I'échec des
mécanismes de réparation et de protection, parptmance de la mort cellulaire
programmeée (Kranner et al. 2010). Elle se tradaityme perte de vigueur dans le meilleur
des cas et peut aller jusqu’a la perte de viabilitade capacité a germer. Par exemple, au
cours du stockage, la graine peut se détériorau @ioment de la germination ne pas étre
capable de récupérer ses potentialités de dépantoArs de cette phase, I'importance de
I'effet en cascade au niveau métabolique, ou depkict d’'un facteur environnemental, ne
doivent pas étre sous-estimés (Kranner et al. 2000% auteurs soulignent l'intérét de
suivre le stress sur les trois phases pour ne gased de conclusions erronées. En effet la
courbe de réponse est en forme de cloche avecugmeatation de la concentration en
marqueurs de stress au cours de la phase d’alptnseguasiment un plateau pour la phase
de résistance, et enfin, une diminution pour lssph#épuisement. Le niveau du marqueur
peut étre identiqgue en phase d’alarme et d’épuisemais le devenir de la cellule ou de la
graine est trés différent.
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2.5.2 Stress au cours de la phase de dessiccation

La derniére phase du développement de la graindaephase de dessiccation,
caractérisée par une forte perte d'eau, et elleduwibra la graine seche quiescente.
L'expression des génes et le métabolisme sontuosijactifs en début de phase, tant que la
teneur en eau est suffisante. Cette phase detioansst importante car elle est associée a
des changements transcriptionnels et métaboliquaportants. Les principaux
changements sont, en plus de la perte d’eau, ldefifaccumulation de réserves ou de
remaniements de composeés, la fin de I'acquisitionlad®lérance a la dessiccation, la
reprogrammation de la transcription mais aussirf@rdition des teneurs en oxygene et en
molécules énergétiques (Fig. 12, Angelovici et28l10). En effet, a I'entrée en oxygene
limitée par le tégument, S’ajoute une consommat@n oxygene élevée avec un
métabolisme trés actif au moment de la mise enmrwvésAu cours de la dessiccation, la
limitation en oxygene et en énergie s’accroit ai@évation de la viscosité du cytoplasme.
Cependant une faible concentration en oxygéne petenémiter les dégats oxydatifs des
membranes et des systémes enzymatiques (Angeéi\ati 2010). Cette phase semble étre
aussi une phase de préparation a la phase de géioniavec la présence et le stockage de
certains ARN de certaines protéases, de protéismscies au métabolisme énergétique,
de protéines associées a la réparation de I'’AD&llatdégradation des lipides (Angelovici
et al. 2010). Les conditions de dessiccation amraides conséquences sur la germination
ou sur la conservation des graines. En effet, paci& de germination est meilleure avec
un séchage lent (Obendorf et al. 1998, Corbineal. 000). Une vitesse de dessiccation
rapide (Moreau-Valancogne et al. 2007) ou des temp@s eélevées (Pukacka et
Wojkiewicz 2003) au cours de la dessiccation damgs, entrainent une diminution de la
longévité des graines. Plus le séchage est rapiplei®la fuite des solutés est importante,
indiquant de forts dégats au niveau des membr&wmbifieau et al. 2000).
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characterizing tolerance Longevity
desiccation = Preparation far germination Electrolyte Ieakage
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= Reprogramming of transcription
Energy
+ L Te—
(o — ~—
e TP oil Figure 12 : Principaux

/ \— processus caractérisant la
Sa dessiccation de la graine
(d’aprés Angelovici et al.
2010, Corbineau et al. 2003,
Pukacka et Wojkiewicz 2003,
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2.5.3 Effet des basses températures

La germination est une étape qui peut étre senaliltebasses températures, ce qui
peut se traduire par une faible levée (Nykiforukl@tnson-Flanagan 1999). L'imbibition
des graines varie en fonction de la températungs fd température est élevée et plus
I'imbibition est rapide (Duke et al. 1977, Goweraét2007ab, Cheng et al. 2009, Khazaei
et Mohammadi 2009). Les basses températures augmelds dégats dimbibition
particulierement chez les graines de soja a faitdesurs en eau (Hobbs et Obendorf
1972). Ces basses températures entrainent desdesianoment de I'entrée d'eau, pendant
la réorganisation des membranes, provoquant la flgtsolutés (Hobbs et Obendorf 1972,
Leopold et Musgrave 1979). Lintégrité des membsamest cruciale et constitue une
barriere régulatrice de I'entrée d’eau. La vitedsegermination lors d'une imbibition a
basse température peut fortement augmenter grées taaitements d'osmopriming (Sun et
al. 2011). Zhuo et al. (2009) suggerent que la nman& plasmique retrouve toutes ses
potentialités au cours du priming et que les ATBasembranaires sont impliquées dans la
tolérance au froid des graines. L'utilisation dmpss thermique (DJ) est un bon outil pour
distinguer le retard du a des différences danl@ldppement par rapport a un décalage
temporel résultant du ralentissement des activd@gymatiques par les conditions
suboptimales (Nykiforuk et Johnson-Flanagan 1999).

Une autre conséquence des basses températures réstuttion de la respiration
(Duke et al. 1977, Leopold et Musgrave 1979), prodeagpar différentes modifications au
niveau des mitochondries avec en particulier urrgeage d’acides gras insaturés plus
élevé et une plus faible activité de la voie COXe (Bantis et al. 1999), mais aussi une
adaptation de l'activité de la voie AOX (cf. paraghe 2.3.1 ). Chez le soja, des
diagrammes d’Arrhénius montrent deux discontinudéss la respiration de graines de
soja, une a 31°C et une autre a 8°C indiquant dedifitations importantes des
mécanismes selon les gammes de température (Dakelé7).

Le génotype Champagne posséde une meilleure tokmn froid que le génotype
Térese, au stade végétatif. L'acclimatation audfiie Champagne au stade plantule est le
résultat d’'une plus forte expression constitutive mi®téines d’entretien et d'une
augmentation de certains enzymes en lien aveccle dgs acides tricarboxyliques relié a
la production d’ATP (Dumont et al. 2011). Pour @asgeurs, la tolérance au froid de
Champagne s’expliquerait par une réorientation didtabolisme énergétique vers des
mécanismes de détoxification cellulaire, comme |at@tespiration, en période de
limitation de croissance provoquée par les bassespdratures. Un QTL pour la
concentration en raffinose a été trouvé dans laulptipn recombinante issue d'un
croisement entre Champagne et Térese lors deilizateltion au froid. Ce QTL co-localise
avec le QTL de dégat de gel suggérant une fortdéidatjpn du raffinose dans la tolérance
au gel (Dumont et al. 2009).
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3. Effets de la vitesse de dessiccation et du froid rdla

germination du pois
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3.1 Problématique

Des Iégumineuses comme le pois et la féverole pgugpondre aux nouveaux défis
francais et européen d’amélioration de I'autonod®ela production d’aliments riches en
protéines et de la prise en compte de contraimesomnementales fortes. Cependant, la
relance des protéagineux ne sera durable, apdimiaution des aides financieres, que Si
les rendements sont stables. Pour stabiliser Beraant, il est important de bien maitriser
le cycle de culture et en particulier d'éviterééfets néfastes des stress de fin de cycle. Les
fortes températures lors de la formation de langradie pois, ainsi que la tendance au semis
précoce pour avancer le cycle de culture, implitueXe connaissance plus approfondie du
comportement de la graine en fonction de la temipéraau moment de la germination
mais aussi de mieux comprendre I'impact de 'augatert des vitesses de dessiccation
sur les caractéristiques des graines et leur dgpagjermer.

Afin d’étudier I'existence d'une éventuelle divaésigénétique sur I'aptitude a
germer a basses températures, nous avons tegtéthidge que les génotypes sélectionnés
pour leur tolérance au froid au stade jeune plgdarraient avoir une réponse de
germination a la température, différente des peiprihtemps, sensibles au froid au stade
jeune plante.

Par ailleurs, nous avons étudié si une vitesseedsictation rapide apres le stade fin de
remplissage du grain (FRG) modifiait les potentéglide germination de la graine obtenue
dans ces conditions.

3.2 Matériel et méthodes

3.2.1 Production des graines

Les génotypes ont été choisis pour leur tolérancgeadifférente au stade végétatif,
qui pouvait éventuellement étre associée a un caempent également différent en
conditions de basses températures positives au niomeela germination. Champadne
pois d’hiver, présente une bonne tolérance aulged gue Baccara et Térese sont sensibles
a ce stress. Baccara et Térése sont des génotygaintimps, et dans notre étude, les
deux génotypes ont été retenus car ils présentdemnintéréts différents. Baccara était un
génotype de référence pour de trés nombreuses séilaes différentes équipes de
recherche, dont les laboratoires de PMS et du LES&#a permettait d’utiliser différentes
méthodes mises au point sur ce génotype commeletimmt de mitochondries, la
respiration de fragments (Benamar et al. 20033 erélevement des graines au stade FRG
(Coste et al. 2005) ainsi que la dessiccation ot#grdes grains. Le génotype Térese était
aussi intéressant a étudier car il est le secongnpad’'une population de lignées
recombinantes avec Champagne, réalisée par I'IN&RWadns.

Pour I'étude des températures cardinales, plusietssde chaque génotype ont été
produits pour étudier la part environnementaleaepart génotypique de la réponse a la
température. Les pois ont été produits sur la cstatie la fédération nationale des

1

Champagne est a l'origine un pois fourrager. Dasieerétude il sera assimilé a un pois protéagimanx est un ascendant de
différentes variétés de pois protéagineux d’hiBoré et al. 2006) et des résultats de ce génatypeprésentés dans le livre
Agrophysiologie du pois protéagineux (Lejeune e2805).



agriculteurs multiplicateurs (FNAMS a c6té d’Angdi®27’'N, 0°25'W en 2006 et 2007 et
a I'INRA de Mons en Chaussée (Nord de la Francg&219, 3°00'E) en 2006. Les gousses
ont été récoltées manuellement a maturité a lauiteq. Aprés un écossage manuel, les
graines ont été stockées a 5°C et a 50% d’hunielidédive avant les mesures.

Pour étudier I'effet des vitesses de dessiccatiatudroid, les trois génotypes sont
produits en 2008, dans les mémes conditions quEegeenment. Pour la dessiccation en
conditions contrélées, les graines sont récoltéestade début de la phase de dessiccation
des graines correspondant au stade fin de remgéisda grain (FRG) et a 55% de teneur
en eau a laide d’'un spectrocolorimétre portabl®$03i® - Minolta) en utilisant la
relation couleur de gousse et teneur en eau do (Caiste et al. 2005). Pour un angle de la
valeur de la teinte compris entre 90 et 95 degms fa gousse de pois de Baccara et
Champagne et 94-98 degré pour Térése, la teneesemoyenne de la graine est de 1,18
g g'MS (55%) correspondant & la teneur en eau de lnegeas stade FRG. Le séchage est
réalisé dans différentes enceintes permettant dedbenla température et I'humidité
relative, facteurs affectant la vitesse de dess@mtéMoreau-Valancogne et al. 2007). Des
vitesses de dessiccation plus rapides des graueebrs du séchage sur pied au champ (lot

Ch) sont obtenues & 30°C, dans des enceinteséemntirace a l'utilisation d'une solution
de NaCl saturée permettant d’obtenir une humiditétive (HR) de 75% (lot Na), ou en
présence de Silicagel (HR 10%) qui entraine lassitede dessiccation la plus rapide (lot
Si). Les témoins (lot Ch) sont récoltés a matueté champ. Afin d'avoir des lots
homogeénes la récolte n'a été effectuée que swue@me étage foliaire. Les graines ayant
une teneur en eau inférieure a 16% sont stockéesd#s sacs étanches a 5°C.

Dans chaque essai, la protection, la fertilisagbifirrigation de la culture ont été
gérées pour maximiser la croissance des pois. [@abat de généraliser les résultats de
germination, différents lots commerciaux de pois pmnmant une grande diversité de
caractéristiques ont été utilisés (Tableau 2).

Tableau 2 : Caractéristiques des cultivars de pois.

Nom des Type de pois PMG Couleur Tolérance Obtenteur Remarques
cultivars (9) des au froid
grains

Enduro (EN) protéagineux 200-220 jaune Bonne Florimond Régularité de rendement.
d’hiver Desprez

Lucy (LUC) protéagineux 170-185 vert Moyenne Serasem Casserie-oisellerie.
d’hiver

James (JA) protéagineux 175 jaune Assez Serasem Forte teneur en protéine.
d’hiver tolérant

Cartouche protéagineux 165 jaune Bonne Serasem Résistance fusariose.

(CA) d’hiver

Isard (IS) protéagineux 195 jaune Trés bonne  Agri-Obtentions Rendement éélewsur
d’hiver I'ensemble du territoire.

Assas (AS) pois fourrager 210 marron Assez Agri-Obtentions  La référence depuis

tolérant plusieurs années.

Crackerjack protéagineux 280 vert Agri-Obtentions  Casserie

(CR) printemps

Bluemoon (Bl)  protéagineux 255 vert Agri-Obtentions  Casserie
printemps

Metaxa (ME) protéagineux 270 vert Agri-Obtentions  Référence pois vert
printemps Bonne tenue de tige

Goldfinger protéagineux 315 jaune Agri-Obtentions  Variété haute

(GO) printemps

Hardy (HA) protéagineux 265 jaune Faible Sérasem Trés résistant a la verse-
printemps productive

Lumina protéagineux 260 jaune Nikerson Productive

(LUM) printemps

Standal (ST) protéagineux 295 vert Trés bonne Laboulet Productive

printemps

rusticité
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3.2.2 Caractéristiques des graines

Le poids de mille grains (PMG), a été mesuré sis népétitions de 10 graines pour
chaque lot de graines. La surface et le volumegtitcalculés a partir de I'estimation du
diametre moyen (d) de la graine en prenant perpalaiiement deux mesures sur la
graine de pois. Ces mesures ont été effectuéesedudpcoulisse (France Métrologie
précision : 1/10eme de millimetre) sur 10 grairessurface a été calculée a l'aide de la
formule S=d?® et le volume avec la formule V=/6)*d® correspondant au volume d’une
sphere. Le bien fondé de ces calculs ont été gérfar des mesures au planimétre pour la
surface et par des mesures volumétriques en imargrdes lots de dix graines dans l'eau.

La couleur des graines des différents lots a étéurde au spectrocolorimetre
(CM503i® - Minolta). La mesure au spectrocolorineepermet d’obtenir une notion de
couleur plus objective que I'ceil humain avec desnédes de couleur numériques
permettant la comparaison des différents lots. gaxocolorimétre, grace a ses capteurs
multiples mesure la réflectance spectrale de lengrpour chaque longueur d’onde et
calcule les valeurs tristimulus correspondantselasibilité de I'ceil humain. La couleur est
un systéme a trois dimensions pouvant étre mesumEendamment (Fig. 13). La
premiere, la teinte (h) est la notion de couleurraoument utilisée comme le vert de
I'herbe, le rouge des cerises et le bleu du cieldeuxieme dimension est la clarté (L) qui
peut se représenter selon un axe allant des csuldaires aux couleurs foncées en
comparant leur luminosité. La troisieme est laomwtile saturation ou intensité (C) allant
des couleurs vives (le jaune du citron) aux coslgarnes (le jaune de la banane). Pour
obtenir ces données, I'espace L*C*h est utilis§(E#). La mesure de chaque graine est la
moyenne entre les valeurs effectuées sur deux tamssées de la graine de pois, et ceci a
éte réalisé sur 10 graines de chaque lot.

Blanc

+h* [Jaune) Figure 9
L

PO =————— ————*

Figure 14 : Détermination de I'angle de teinte

Figure 13 : Solide des couleurs (vetopsy.fr) (2.konicaminolta.eu)

Le calcul de la vitesse de dessiccation des gramescours de la phase de
dessiccation a été effectué avec le suivi de ltep#eau des graines au cours de cette
phase. Que ce soit au cours de la dessiccatiohaupcou sous conditions controlées, des
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échantillons de 30 graines sont prélevés cing & feép tout au long de la phase de
dessiccation, pour déterminer la teneur en eauw. €aa, les graines sont pesées avant et
apres passage a I'étuve a 80°C, pendant 48 h.ib&tsqcies de perte de teneur en eau sont
réalisées et des régressions linéaires sont &tadiee la premiere valeur de teneur en eau
au stade FRG et le dernier point & une teneur emedordre de 0,25 g'4MS. La pente

de ces droites donne la vitesse de dessiccationddfgents lots. La vitesse de
dessiccation au champ est similaire pour les tg@sotypes étudiés (Tableau 3). Les
mémes conditions de séchage ont été appliquéet@sygénotypes mais en raison de la
plus petite taille des graines de Champagne lessats de dessiccation sont supérieures.

Tableau 3 : Vitesse de dessiccation au cours (e de dessiccation

mg HO Baccara Térése Champagne
.g-MS.h+

Ch 6 5 6

Na 33 39 53

Si 63 69 109

3.2.3 Caractéristiques germinatives

Pour I'étude des températures cardinales, la getimma été effectuée a plusieurs
températures : 5, 10, 15, 20, 25, 27, 30, 33°C.tr@uapétitions de 25 graines ont été
semées dans des boites en plastiques (55 x 120 md8Gur du buvard plissé déposé sur
un buvard lisse imbibé de 80 mL d’eau déminéral($ég. 15). Les boites ont été mises
dans des enceintes a la température voulue ebsclioité. La germination est constatée
lorsque le tégument est rompu et la radicule dépdssu moins 1 mm (Fig. 16). La
fréquence d’observation varie en fonction de lapgérature et doit permettre d’obtenir une
cinétique de germination et de calculer une vitedse germination. Pour les lots
commerciaux, les germinations ont été effectuéestempératures proches de I'optimum
(20°C) et aux basses températures (5°C).

L'imbibition des graines s’est déroulée en buvaidgél dans les mémes conditions
gue les essais de germination. A 20°C, le prélewnemes graines a été réalisée a 0, 3, 6,
12, 18, 24 h alors quaux basses températures itebreo de prélevements est plus
important pour pouvoir au méme temps, disposer ésunes en heures et en degrés-jours
(DJ). Les prélevements a 5°C ont été effectués@ 02, 18, 24, 48, 62, 83 h, permettant
d’avoir pour les deux températures des temps tlygresi équivalents de 0, 3, 5, 11, 16, 21
DJ. La détermination de la teneur en eau s’est fait trois répétitions de sept graines, et
apres dissection sur 3x7 paires de cotylédons &BRrs, en réalisant des pesées avant et
apres passage a I'étuve 80°C pendant 48 h. Le eotlen boites de germination étant trop
important pour la mesure de la consommation deyiére par les graines, nous avons du,
aussi, suivre I'imbibition des graines dans lestpdlacons utilisés pour la détermination
de la respiration. Les flacons utilisés, d'un vaummoyen 11,6 mL, sont posés
horizontalement et contiennent 10 graines avecnd,5d’eau déminéralisée pour les
génotypes a grosses graines Baccara et Téresé ehll,d’eau pour Champagne, le
génotype a petite graine. Des pesées des dix grameté réalisées chaque heure lors des
10 premiéeres heures de I'imbibition et a 24 h. ApP4 h le passage de ces graines a
I'étuve a 80°C pendant 48 h a permis d’obtenir sse seche et de pouvoir calculer la
teneur en eau pour chaque prélevement. Trois ti@métiont été réalisées pour un lot de
graines.
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Figure 15 : Boite de germination avec Champagne ufgdl6 : Graine de Baccara considérée
comme germée

L'estimation des effets des vitesses de dessigtatofait en déterminant la faculté
germinative, la perméabilité des membranes obtepaesies mesures de conductivité, et
I'aptitude a la conservation par la faculté gerrtiireaapres I'application d’'un test de
détérioration contrdlé. Les tests de faculté gerthiaase sont déroulés a la SNES, selon
les régles de I'ISTA (ISTA, 2005) en semant quadetitions de 25 graines dans du sable
humidifié a 9% et incubé a 20°C avec une photopdéride 8 h. Le taux de plantules
normales est évalué selon les recommandationdSTBAI'(ISTA, 2003) apres sept jours de
culture. La détérioration contrlée des lots, hd@aines pour un lot, se fait aprées
équilibration de la teneur en eau des graines a($6#0,19 g.gMS). Ces graines dont la
teneur en eau reste constante tout au long dustast,incubées a 40°C pendant 11 jours.
Les effets de la détérioration sont évalués paesnde faculté germinative comme décrit
précédemment.

La conductivité a été réalisée graine a graine3gdgraines et suivie pendant 24 h
dans des cupules contenant 3,5 mL d’eau MilliQ @@mtimetre matriciel CM100, FR
Afrique du Sud). Outre des graines entieres, dames dépourvues de leur tégument ont
aussi eté testées pour vérifier que les membraesscdtylédons et des axes ont été
affectée par les vitesses de dessiccation et pgaament le tégument. La conductivité est
exprimé en mS:§(Pukacka et Wojkiewicz 2003 ; Clerkx et al. 20@3erkx et al. 2004).

3.2.4 Analyses des données

Pour l'étude des températures cardinales, pour ehdgmpérature et chaque
répétition, la germination cumulée est ajustéegyeéla fonction de Gompertz

G(t) = Gnaxexp [-exp (b - c.t)]
Ou G(t) est la germination cumulée au temps t dirpdu semis en heure$max e
maximum de germination cumuldeetc sont des parametres de forme.
Cet ajustement a permis de déterminer la vitessged@ination a 50% de germination

(1/tgs0). Cette vitesse de germination a été expriméeoaetibn des températures. Le
modele de Yin (Yiret al., 1995) permet de calculer les températuasdirales :

1tgs0 -exp() . (T-Tminy . (Tmax-T§

38



T est la température nin and Tmaxsont les températures minimum et maximum au dela
desquelles la germination n’est plus possible t@edire lorsque la courbe coupe I'axe des
abscissesa, f et u sont les parametres de I'équation. Lestiomatile la température
optimale est donnée par I'équation ci-dessousngggjie les parametres de la courbe:

Topt = (B*Tc) + (B*Tmin)) / (a+p)

La température de base, est calculée en utilissnddnnées de vitesse de germination qui
augmentent linéairement avec la température, enmmsiant la somme des carrés des
erreurs entre les valeurs de logit des pourcentagegierminations observés et les
pourcentages simulés. Les valeurs simulées provitiee’équation suivante :

y=alog[(T-Th)*t/24]+b

T est la température, Tb la température de bdseemps a partir du semis (en heures), a
et b sont les parametres de I'équation linéaire.

Pour chaque lot et chaque répétition, la tempézatier base a été calculée. Les valeurs
moyennes de chaque lot sont statistiquement comepard@ une analyse de variance (p <
0,05) et un test de comparaison multiple, le testN@gvman-Keuls, est appliqué si
nécessaire. Pour les lots sans différences sigtiifes une température de base est estimée
et utilisée pour calculer le temps thermique. Besilgs pourcentages de germination pour
chaque répétition sont ajustés a l'aide de la fonale Gompertz avec un temps calculé
comme un temps thermique (degrés-jours, DJ) :

d=i
TTi= 2 (Tmd -Thyerm)
d=1
TTi est le temps thermique cumulé au jour i a patigodr du semis (d=1) éimdest la
température moyenne journaliere. Le temps thermpmpue atteindre 50% de germination
est déterminé (Tsho).

3.2.5 Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées asantiiGraphPad Prism 5®. Lorsque
les valeurs sont distribuées selon une loi Nornaalant ou apres transformation des
données (1/y), des tests d’analyse de varianceua deies ont été effectués pour la
comparaison des génotypes et des conditions deigtiod. Les données qui n’étaient pas
conformes a une distribution Normale apres dedsdsaransformation ont été comparées
a l'aide du test non-paramétrique de Kruskal —\&alli

39



3.3 Germination des

températures

trois génotypes aux différentes

Nos résultats montrent que le pois est capableedmar dans une large gamme de
température de 5°C a 30°C avec un pourcentagedaglermination tres élevé (>95). La
vitesse de germination augmente avec ['élévationtatapérature jusqu'a 20°C puis
diminue apres cet optimum (Fig. 17). Les deux pesprintemps, Baccara et Térese,
présentent une courbe similaire alors que Champdgngois d’hiver, a une vitesse de
germination supérieure, des basses températurésd %) jusqu’a l'optimum (+ 42%).
Cette vitesse plus élevée se retrouve lors deréiftés années de production, en 2006 et
2007 (Fig. 18) et dans des lieux de productiorediffits, Angers ou Mons (Fig. 19). Bien
que le classement ne soit pas affecté, la variatiences facteurs environnementaux
modifie 'amplitude de la vitesse (+15% a Mons/Argjeou le maintien des fortes vitesses
vers des températures plus élevées (20-26°C a Mons)
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Figure 17 : Vitesse de germination des
trois génotypes produits en Anjou en 2006
en fonction de la température. B =
Baccara, T = Térése, C = Champagne; A

= Angers; -06= 2006.

Barre verticale= écart-type moyen

Figure 18: Vitesse de germination des trois
génotypes produits en Anjou en 2006 ou en
2007 en fonction de la température. B =
Baccara, T = Térése, C = Champagne; A

= Angers; -06 = 2006, -07 = 2007.

Barre verticale= écart-type moyen
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Figure 19: Vitesse de germination des trois génesyproduits en Anjou ou a Mons en 2006 en foncleola
température. A = Angers; M = Mons

Les températures cardinales calculées grace aulendéeéYin (Yin et al. 1995) pour
les températures minimales et optimales sont igees pour les différents génotypes et ne
varient pas en fonction du lieu de production ni'denée de production (Tableau 4). Par
contre, la température maximale est plus basse Champagne (30°C) par rapport aux
deux pois de printemps (35°C). Au dela de 30°C dngnation du pois d’hiver
Champagne est sérieusement compromise. La temmgei@dgubase de la germination du
pois est trés basse (-1,1°C) et ne differe pasfwigtivement entre les génotypes ou les
conditions de production (lieux ou années) (TabléauPar contre, le temps thermique
requis pour atteindre 50% de germination {phJ est toujours significativement plus court
pour Champagne (25 DJ) par rapport a Térése ouaBa¢84-38 DJ).

Tableau 4 : Parametres de germination pour diffésegénotypes et lots de graines de pois.

Lots de graines Tmin. (°C) Topt. (°C) Tmax. (°C) Tbgerm (°C)  TT50% (DJ)
C-A-06 -3,8+0,1ns 21+1ns 29+1d -2,0+0,5ns 26+1d
C-M-06 -3,7+0,1ns 24 +1ns 30+1d -0,8+0,3ns 25+1d
C-A-07 -3,9+0,1ns 22+1ns 30+1d -0,0+0,4ns 22+1e
B-A-06 -3,8+0,1ns 20+ 1ns 37+1b -0,5+1,8ns 39+1a
B-M-06 -1,5+0,2ns 26 +1ns 33+x1c -1,0+0,7ns 34+1b
B-A-07 -3,6+0,2ns 22+1ns 31+1cd -0,5+1,1ns 40+1a
T-A-06 -2,0+0,7ns 21+1ns 40+1a -1,9+1,8ns 36+1b
T-M-06 -3,0+0,4 ns 27+1ns 34+t1c -1,1+0,6 ns 32+1b
T-A-07 -3,7+0,1ns 21+1ns 34+1c -1,9+0,7ns 34+1b

C = Champagne, B = Baccara, T = Térése, A = Angbts; Mons, 06 = 2006, 07 = 2007, Paramétres
estimés par le modéle de Yin : Tmin. = Tempéramnirémale, Topt.= Température optimal, Tmax. =
température maximale, &= Température de base de germinationsel;F Temps thermique pour 50% de

germination.
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Nous avons comparé sept génotypes d’hiver et nénbtgpes de printemps, aux
caractéristiques tres contrastées (en termesle thd couleur de grain et de résistance au
froid, ...) afin de vérifier si la rapidité de gerraiion observée chez Champagne est un
trait particulier des génotypes d’hiver. Il appairpie le groupe de pois d’hiver germe plus
rapidement que le groupe de pois de printemps & Z6%g. 20). Par contre, aucune
différence significative n’a été trouvée a 5°C (F&p); Champagne ne reflete pas un
comportement général des pois d’hiver a basse tetpé.
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Figure 20 : Vitesse de germination a 5 et 20°C dkasx populations de génotypes de printemps et de
génotypes d’hiver (encadrés).

3.4 Impact des vitesses de dessiccation sur la germinat

3.4.1 Modifications morphologiques

Les génotypes de printemps de couleur beige ongaesgrains avec un PMG de
315 g pour Baccara et un peu moins élevé pour &€28$ g. Le génotype d’hiver,

Champagne, de couleur brune, est un génotype paésam petit grain avec un PMG
d’environ 116 g.

Une modification notable, en lien avec la dessiocatconcerne la couleur des
graines au stade récolte chez les trois génotypaediés. Lorsque des vitesses de
dessiccation rapides sont appliquées, les gramesecvent leur couleur verte au niveau du
tégument qui en temps normal devient beige pouc&acet Térese et légerement brun
pour Champagne (Fig. 21 et Fig. 22). De plus, égsiinents de Champagne normalement
marbrés présentent un nombre tres restreint dedadrabres. Une corrélation a pu étre
établie: plus la vitesse de dessiccation est ragligus la teinte (h) des graines est élevée
(Fig. 22). La coloration verte se retrouve aussni@eau des cotylédons mais de fagon plus
hétérogene et le plus souvent elle se limite auanivke la périphérie des cotylédons.
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3.4.2 Germination et faculté germinative

Le premier parametre de la germination considétélegpourcentage final de
germination. Lapplication de vitesse de dessiotatapide ou de températures froides ne
modifie pas le pourcentage de graines germéessjude2100% (Fig. 23). Par contre, le
cumul de la vitesse de dessiccation rapide etald & tendance a diminuer le pourcentage
final pour Baccara et Térése de I'ordre de 10%.

Les résultats confirment que Champagne germe phidament a 5°C et a 20°C que les
pois de printemps (+75% par rapport a Baccara 86% par rapport a Terese) et ils

montrent que le génotype est le premier factewati@tion de la vitesse de germination

(Fig. 23). Une vitesse de dessiccation rapide acedégerement la vitesse de germination
des deux pois de printemps, Baccara (+13%) et &4re$%) mais n’affecte pas celle du

pois d’hiver, Champagne. Leffet du froid sur ledesses de germination (1/T50%) se
manifeste par un léger retard significatif pour @pagne (-9%) et Térese (-7%). Ce retard
se rencontre particulierement aprés un séchageerdpig. 24). La faculté germinative est

tres élevée et proche de 100% pour les trois gpasty
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3.4.3 Vitesse d’imbibition

Figure 23: Cinétique de germination de
Térése a 5 et 20°C.

Figure 24: Vitesse de germination
exprimée en temps thermique en fonction
des génotypes et des modalités de
dessiccation.

L'imbibition a été réalisée avec deux methodesedéfites. La premiére, normalisée
et recommandée par I'lSTA se déroule en buvardgdlaEors que la deuxieme imposée par
les conditions de réalisation des mesures de eg&pirde la graine entiére se déroule dans
un petit flacon ou les graines sont en contacttaeec I'eau.
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Figure 25 : Evolution de la teneur en eau (TE) emf#iere fraiche des graines entieres en fonction d
temps d'imbibition exprimé en heures, A imbibitiéalisée en buvard plissé, B imbibition réaliséelanon.
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Limbibition en buvard plissé s'effectue différemmbeselon les génotypes : les
graines de Champagne s’'imbibent plus rapidementeglies de Térése ou de Baccara des
les premieres heures (Fig. 25A). La graine de Chgnmgatteint 47% de teneur en eau au
bout de 3 h d’'imbibition contre 20 et 23% pour Bé&ré&t Baccara. A 12h, I'imbibition est
terminée pour Champagne, avec une teneur en eauirdie 60%. Les deux autres
génotypes présentent une imbibition plus régulitnes le temps. Limbibition en flacon,
présente des résultats trés différents dans Isertaant de Champagne et Térése. Les deux
génotypes s’imbibent a la méme vitesse (Fig.25Bpendant, cette imbibition plus rapide
n’entraine pas une vitesse de germination plusleapi

L'imbibition des cotylédons suit le méme profil quelui des graines entieres, alors
gue les axes s’imbibent plus rapidement (Fig. B&)comparaison de I'imbibition des axes
embryonnaires montre que les axes du génotype Gigameps’imbibent plus rapidement
dans les 12 premieres heures par rapport a Tér8sezeara (Fig. 27).
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embryonnaires et les cotylédons du génotype Térese.
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Une vitesse de dessiccation rapide se traduit parimbibition plus rapide des
graines entiéres dans les premieres heures powaiaet Térese. Cette accélération de
I'imbibition est encore plus nette lorsque I'imkibn se fait dans des flacons ou la graine
est en contact direct avec I'eau, ce qui est égateraisible pour Champagne. Cette
accélération d’hydratation dans les premiéres Isedhenbibition, pour des vitesses de
dessiccation élevées lors du séchage des graieesetsuve au niveau des axes
embryonnaires de Baccara (+ 61% a 6 h) et Tére2@%+ 6 h) (Fig. 28). Par contre, la
vitesse d'imbibition des axes embryonnaires de @hgme n'est pas modifiée. Les basses
températures retardent I'imbibition des graineséees, des cotylédons et des axes lorsque
la cinétique est exprimée en heures mais ce reigpdrait si cette cinétique d’imbibition
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est exprimée en temps thermique (Fig. 29). La teatpee intervient sur la vitesse des
réactions métaboliques mais aussi sur I'entréeud’ea
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Figure 29: Evolution de la teneur en eau des graide génotype Térése, A exprimé en h, B exprindéen

3.4.4 Aptitude a la conservation

La faculté germinative (FG) des génotypes Baccaf@hampagne est élevée quelle
que soit la vitesse de dessiccation alors que hetgpe Térese montre une baisse de la
faculté germinative (18%) dés un séchage a 40 m@.ft.g*MS (Fig. 30). Aprés
I'application du test de détérioration controlée,faculté germinative (FGDC11) chute
fortement pour les trois génotypes et la chutedéattant plus forte que la vitesse est
rapide. Le degré de perte de la faculté germinati@ee en fonction des génotypes,
Champagne résiste bien aux vitesses de dessicédiodes avec une perte de 40% contre
80 a 90% pour Baccara et Térese. Cette diminutidiapggtude a la conservation apparait
trés tot chez Térése. Pour une vitesse de deseitch 40 mghO.h*.g*MS, ce génotype
ne présente plus que 40% de plantules normales @lm pour les deux autres génotypes
cette diminution des plantules normales n’est visdl’a la vitesse la plus rapide.
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La mesure de la conductivité¢ de la solution de page de la graine permet
d’estimer les fuites d'électrolytes au travers ohesnbranes cellulaires, et donc d'estimer
leur intégrité. Aprés la dessiccation au champ, nijegne présente une plus forte
conductivité (53 pS:HMS) que les génotypes de printemps (B : 36 et T u8@'MS)
(Fig. 31). La vitesse de dessiccation affecte foggement la fuite des solutés, plus la
vitesse de dessiccation est élevée et plus la ctimidéicest importante. Cependant,
Champagne, malgré une vitesse de dessiccation glige que celles des autres
génotypes, présente une augmentation de la coudéqtius faible. La conductivité des
graines reflete I'état des membranes et confirrserdsultats obtenus apres détérioration
contrblée. Champagne est le génotype le moinstéfigar les vitesses de dessiccation
alors que Térese est le plus touché. Ce classemsérdonfirmé par la conductivité des
graines dépourvues de leur tégument montrant quepelanéabilité des systemes
membranaires cellulaires, en plus de celle du tégumest affectée par la vitesse de
dessiccation. Bien que tenant compte de la diffé&rate masse des différents génotypes
dans I'expression de la conductivité, il est égaenjudicieux de comparer ces génotypes
en exprimant la conductivité par unité de surfaftant mieux la surface d’échange avec
I'extérieur. En effet, les petites graines ont pligssurface de tégument par unité de masse
de graine que les grosses graines. La comparais@te cau test de Kruskal-Wallis
n’indique alors plus un effet génotype lors de éggiccation au champ mais confirme un
effet vitesse de séchage.
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Les trois génotypes étudiés, Baccara et Téresedmomintemps et Champagne pois
d’hiver ont une température de base de germinatientique et tres basse de -1.1°C Rar
contre, ils different par la vitesse de germinatiphus rapide chez Champagne, des basses
températures a I'optimum. Cette différence de séede germination ne s’explique pas
uniqguement par une rapidité d'imbibition. De plu€hampagne présente pour |la
germination, une sensibilité aux températures @syén effet sa Tmax est plus basse|que
celle des deux autres génotypes. Une vitesse dedation élevée dans la derniére phase
de développement de la graine, entraine des matdits métaboliques avec un arrét de
la disparition de la chlorophylle. Cette vitesse dessiccation élevée n’affecte ni|la
germination ni la formation de plantules normalesipBaccara et Champagne mais €lle
réduit fortement I'aptitude a la conservation desig génotypes. La baisse de l'aptitud¢ a
la conservation et I'élévation de la conductivitéliguent que I'augmentation de la vitegse
de dessiccation entraine des dégats cellulairepanticulier au niveau des membrangs.
Des basses températures retardent la germinatieperdant si I'échelle de temps st
exprimée en temps thermique (DJ) la vitesse deigation (1/T50%) est identique. Le
froid, cumulé a des vitesses de dessiccation &ev@eut diminuer le taux final de
germination.

3.5 Discussion

Ces données sur les effets de la température gerfaination sont importantes pour
comprendre et gérer I'établissement des culturespais. En particulier, elles sont
indispensables pour renseigner les modeles de aioid’émergence sous des conditions
variées de conditions de semis comme cela a étsuiale haricot (Moreau-Valancogne et
al. 2008). Ces données peuvent étre aussi utiligéssgénéralement dans des modéles de
prédiction du rendement des cultures. La réusgtiadculture passe par une germination
des lots de semences et une émergence des plarmtpigss et homogenes (Covell et al.
1986). Une meilleure compréhension et la modétisatile ces effets faciliterait la
répartition des lots de graines en fonction dessstenvironnementaux pouvant s’exprimer
dans les différentes zones de semis.

Dans notre étude, la vitesse de germination dépameinent du génotype, la part
environnementale étant plus faible. Champagne géréserapidement, cette capacité se
retrouve globalement au niveau du groupe de sapitgées de pois d’hiver par rapport
aux neuf variétés de pois de printemps dans destimorsdde germination optimales. En
conditions sub-optimales, cette plus grande rapidé germination de Champagne ne se
retrouve pas dans le groupe des génotypes d’hiudiéé cependant il faudrait vérifier que
c’est bien un effet génotype et non un effet |ait€ vitesse de germination plus rapide
pourrait étre en lien avec la sélection de carast@ermettant de résister au stade jeune
plante ou bien a la présence d’'un ascendant conauxrpois protéagineux d’hiver. En
effet, Champagne a permis d’introduire la toléraaaeroid dans des variétés de pois de
conserve (Gallais et Bannerot 1992, Doré et Varogu006) qui ont été utilisées pour
transférer cette tolérance aux pois protéaginetmvel (Doré et Varoquaux 2006). Les
pois protéagineux d’hiver ont des graines plus t@etique les pois de printemps.
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Cependant, l'influence de la taille de la graine kuvitesse de germination n’est pas
claire ; des petites graines de mais germent phlesque des grosses (Schneider 1998)
alors que cheEurotia lanatg ce sont les plus grosses qui germent plus ragde(Vvang

et al. 2004), et sur un large panel d’'adventicetées (Gardarin et al. 2011) ou sur
Echinacea purpuredChiu et al. 2006), la taille de la graine n’a phmfluence sur la
vitesse de germination (Hou et Romo 1998a).

Les températures cardinales des deux génotypesisi@® printemps estimées dans
notre étude sont proches de celles obtenues stultigar Puget (Olivier et Annandale
1998). La température minimale est tres basse lehgais, en moyenne -3,2°C contre 5 a
8,9°C pour le haricot (Raveneau et al. 2011). Dedes physiologiques indiquent que le
pois a une remarquable tolérance aux températueénement basses pendant la
germination (Stupnikova et al. 2006) et sa capadé@égermination sur la glace a été
démontrée (Macherel et al. 2007). Le comportemenpais se rapproche de celui de la
lentille avec une température optimale de 24°C ettempérature maximale de 32-34°C
(Covell et al. 1986) alors que celles du pois objau haricot et du soja sont plus élevées
(températures optimales respectives de 32°C, 3BRI, et température maximale de
56°C, 48°C et 51°C) (Covell et al. 1986, Ravendaal.€2011). La variabilité des réponses
est présente au sein d’'une méme espece, Champgegsel hiver, a un comportement un
peu différent des pois de printemps avec une tesyr€ maximale plus basse. La
généralisation a 'ensemble des génotypes d’hieerahderait plus de températures testées
pour les treize autres génotypes étudiés afin idiest correctement la température
maximale. Les températures cardinales du pois smwits affectées par les conditions
environnementales que celles du haricot (Ravendaal.e2011). Les températures
optimales varient pour un méme génotype de haeiedbnction de 'année du semis mais
ne sont pas significativement différentes chez Ie poel que soit le lieu de production ou
I'année de production.

La température de base obtenue pour la germinakien le pois est trés basse mais
en accord avec les résultats obtenus sur d’auttestgpes (0°C, Olivier et Annandale
1998 et 1,4°C, Angus et al. 1981). Les faibles terafures de base semblent étre liées a
'appartenance au groupe des Galégoides (Yound. &083) comprenant aussi le pois
chiche (0°C Covell et al. 1986, Ellis et al. 198&)ch-Savage et al. 2005) la lentille (1,5-
2,5°C Angus et al. 1981, Covell et al. 1986, Eil Barret 1994, Andrews et al. 2001) et
Medicago truncatulgd2,5-3°C, Brunel et al. 2009). Des températurebabes plus élevées
sont constatées chez les especes comme le hantate(et Montes-R 1993, Machado
Neto et al. 2006, Raveneau et al. 2011) et le(#o)gus et al. 1981, Covell et al. 1986) qui
appartiennent au groupe des Phaséoloides. Le témepsique pour atteindre 50% de
germination du pois est assez long : 30-40 DJgq@art au haricot 10-15 DJ (Raveneau et
al. 2011) ou méme la lentille 20-24 DJ (Covell et1886, Ellis et Barrett 1994). Comme
pour la température de base, le temps thermigueeredten avec l'appartenance aux
groupes des Galégoides et Phaséoloides (Ravenealu 2011). En fait, il existe une
corrélation négative entre la valeur de la tempéeatle base et le temps thermique pour
atteindre 50% de germination. Cette corrélatioratieg a été trouvée chez de nombreuses
especes (Angus et al. 1981), et s’explique par aoeptation thermique des enzymes
(Trudgill et al. 2005). Cette relation entre tengigre de base et temps thermique conduit
chaque espece a étre adaptée a un environnememtighe particulier (Trudgill et al.
2005).
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La préparation des graines a la germination commags tot et se produit en partie
dés la phase de dessiccation (Angelovici et al0RQne vitesse de dessiccation rapide
entraine des modifications visibles au niveau demgs des génotypes étudiés comme la
couleur et limbibition mais surtout, engendre déégats mis en évidence par la
détérioration contrblée et les mesures de condteties valeurs élevées de conductivité
obtenues aprés une dessiccation rapide indiguenfuiteamportante de solutés liée a des
téguments et des membranes cellulaires plus petescaltause des dégats engendrés. En
condition de séchage sur la plante, cette fuitesdagés est trés faible apres le stade FRG
(Pois : Corbineau et al. 2000 ; haricot : Baillyadt 2001). De plus, des températures
élevées au moment de la dessiccation (30°C/15°Gxiannt une fuite des solutés plus
importante (Pukacka et Wojkiewicz 2003). Cependdes, dégats provoquées par les
vitesses de dessiccation rapide n’'empéchent pas bom@e germination des trois
génotypes. Aprés une vitesse de dessiccation iagest la couleur plus verte des
téguments de nos pois semble indiquer que la datpadde la chlorophylle n’a pas été
complete et que la synthése ou I'oxydation de oertaomposés phénoliques n’'a pas eu
lieu. En effet, pendant la phase de dessiccatignfle/onoides accumulés dans les
téguments de la graine s’oxydent et rendent leantégts plus imperméables a l'eau
(Pourcel et al. 2007). Cette plus grande perméabiticilite I'imbibition des graines.
Toutefois, une réhydratation plus rapide n’est frasément un avantage car elle peut
provoquer des ruptures de membranes (Duke et Kaiefi981), tout particulierement
dans I'axe embryonnaire qui s’imbibe plus rapidentre les cotylédons (Wojtyla et al.
2006). Cependant le pois comme l'arachide semiplestrésistant que le haricot ou le soja
(Duke et Kakefuda 1981). Dans notre étude, cettgdratation plus rapide ne pénalise pas
la germination mais pourrait expliquer la diminatide 10% de la faculté germinative de
Térese, exprimée en pourcentage de plantules nesmatec 'augmentation de la vitesse
de dessiccation. La dessiccation dans nos congjti@r80°C et a une humidité relative
inférieure a 10%, n’entraine pas une perte dedalti@ germinative alors que le séchage de
graines de pois a 25°C et a une humidité relates@%6 empéche le développement des
plantules normales (Corbineau et al. 2000). Cep#ndians notre étude, la dessiccation
s’est déroulée apres FRG a 54,5% pour Baccara anfdgne et 56,2% pour Térése de
teneur en eau alors que dans I'étude menée par neéarbi(2000) les graines étaient
prélevées a 63,2% de teneur en eau donc avant FR&: plus sensible a la dessiccation.

L'impact le plus important des vitesses de dessmtgorte sur l'aptitude a la
conservation comme lindiquent les résultats suUfatalté germinative aprés détérioration
controlée. Moreau-Valancogne (2007) a mis en évilame relation linéaire entre la
vitesse de dessiccation et I'aptitude a la consienvales graines de haricot. Le test de
détérioration subi par les graines de pois dansenétude, implique I'application de
températures élevées (40°C). A des températurggasigles graines sont exposées a un
stress oxydatif qui provoque des modifications déss constituants des membranes
pouvant affecter la sensibilité des membranestiadiae des radicaux libres pendant le
stockage (Pukacka et Wojkiewicz 2003). En fin deleydans les dernieres phases de
maturation, des conditions climatiques chaudeg@tes favorisent I'apparition de graines
vertes chez le soja, ce qui entraine un déclasdamerots (Gomes et al. 2003, Pizzolante
de Padua et al. 2007). Comme dans notre étudegredawes vertes de soja peuvent étre
obtenues apres des séchages artificiels rapidgsidiit le processus de dégradation de la
chlorophylle (Gomes et al. 2003, Sinnecker et @3). Les effets négatifs des grains verts
sur le potentiel de germination ne sont pas tosjobservés quand le semis se déroule peu
de temps apreés la récolte mais la présence de gmiitssaggrave les effets d’'un stockage
dans des conditions non contrélées (Pizzolanteadeid@et al. 2007). La perturbation dans
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la conservation de la graine a été retrouvée dafiéreshts mutants tégumentaires
d’Arabidopsis (mutant graine vertgr§) et mutantabberant tests shap@ts), montrant
I'importance d'un tégument fonctionnel pour la Evitg de la graine (Debeaujon et al.
2000, Clerkx et al. 2003, 2004). Les génotypes rilggmps, en particulier Térése, sont
tres sensibles aux vitesses de dessiccation alerteqgenotype d’hiver Champagne a une
aptitude a la conservation qui se maintient bien.

L'application de basses températures entraine égeré diminution de la vitesse de
germination mais n’affecte pas la cinétique d'imtidrn des graines ou des axes lorsque
ces cinétiqgues sont exprimées en temps thermigaepdis résiste bien aux basses
températures car l'effet du froid n'agit que sis Wtesses de réactions métaboliques et
n'empéche pas le bon déroulement de la germinafidors que pour d’autres plantes
comme le colza, a cet effet thermique s’ajouteftet sur le développement avec un retard
de 60 DJ (pour obtenir 75% de germination) entregdamination a 22°C et 6°C et
certaines graines ne germent pas (Nykiforuk et JohR$éanagan 1999). Le froid peut
provoquer des dégats d'imbibition et de faiblespgératures favorisent la fuite des solutés
(Bramlage et al. 1978, Leopold et Musgrave 197@s basses températures cumulées a
une vitesse de dessiccation rapide affectent lecpatage final, cependant les valeurs
obtenues sont plus faibles (10%) par rapport a eel'qn a pu obtenir précédemment en
2005 (40%). Les dégats d'imbibition peuvent étcuité si les graines ont une teneur en
eau élevée avant I'imbibition a basse températurelessous d’'une teneur en eau de 13%
chez le soja, cette sensibilité au froid augmeméalrement lorsque la teneur en eau
diminue (Hobbs et Obendorf 1972). La teneur endesugraines utilisées dans cette étude
a augmenté au cours du stockage et les lots BBbieavait une teneur en eau de 17,5%
alors qu’en 2005, les graines avaient une tenegaarplus basse d’environ 12,7%. Ce qui
pourrait expliquer le pourcentage de germinatidsf@ plus élevé avec les lots de 2008.
Apres vieillissement les graines sont encore pausibles aux dégats d’'imbibition (Duke
et Kakefuda 1981, Veselova et al. 2003) et prés¢niee augmentation de la permeéabilité
des membranes cellulaires (Golovina et al. 1997).

L'installation des cultures demande une germinatapide mais aussi une phase de
croissance rapide pour une bonne levée. La tempérde base d’élongation du pois est
plus élevée que la température de base de gerarin@aveneau et al. 2011), et lorsque
I'on considere le temps thermique nécessaire a@@s$s pour obtenir un épicotyle de pois
de 5 cm, la différence entre les génotypes d’hietede printemps s’efface. Le temps
thermique nécessaire a la croissance est plus élmz Champagne par rapport aux pois
de printemps. La germination et la croissance peaes plantules sont deux phases
devant étre étudiées séparément dans les programensglection pour améliorer les
vitesses de levée et de fagon plus globale I'itstah des cultures.

Les résultats indiquent des différences importargasniveau de la vitesse (
germination en fonction du génotype, et de la séede dessiccation sur l'aptitude
germination aprés conservation. Comment peut-oticeigr ces différences au niveau gde
la physiologie et du métabolisme de la graine? dwrs de I'imbibition, en parallele avec
I’hydratation des tissus de la graine, la consomaoraen oxygéne augmente indiquant yine
reprise du métabolisme. L'étude a donc été cibléd’état initial de la graine, la reprisq
du métabolisme énergétique et la mobilisation desides solubles.

o ©
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4. Physiologie et métabolisme de la germination
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4.1  Problématique

Une installation homogéne et rapide des culturesulé d’un bon déroulement de la
germination mais aussi de sa rapidité. Nous avomstnéd dans la partie précédente, que
dans des conditions pouvant se rencontrer danatleenau moment des semis en France,
Champagne germe plus rapidement que d’autres ggastgn particulier les génotypes de
printemps. Cette vitesse de germination plus rapae’explique pas uniqguement par une
imbibition plus rapide, I'exploration des mécanismehysiologiques est donc
indispensable pour expliquer cette capacité. Dedelmut de la germination, la graine a
besoin de réactiver son métabolisme, cette rédictivgpasse par une réhydratation des
tissus et par une reprise de la respiration. Le&medrage cellulaire et les nouvelles
biosynthéses nécessaires a la germination demadéd@nergie fournie par la production
d’ATP, et des squelettes carbonés fournis notammpante cycle tricarboxylique (TCA)
mitochondrial. La production d’ATP dans la chainespiratoire mitochondriale est
dépendante du transfert d'électron et de I'appamt axygene, mais aussi de
I'approvisionnement en substrats comme le succipedeenant du cycle TCA. Le cycle
TCA est relié a la glycolyse qui, par dégradaties tiexoses, produit du pyruvate, qui va
fournir I'acetyl-CoA qui alimente le cycle (Fig..8u cours de la germination, les sucres
solubles jouent un réle prépondérant car I'amidehdggradé plus tardivement et cette
dégradation est considérée comme un évenementgeostnatif, se déroulant apres
I'élongation radiculaire (Monerri et al. 1986, Digk al. 1999, Bialecka et Kepczynski
2007).

Nous avons testé I'hypothése qu’une vitesse dmigation rapide pourrait étre liée
a une production importante d’ATP dépendante d'am &pprovisionnement en oxygene et
en acides organiques. La mobilisation précoce deies solubles au cours des premieres
heures de la germination permettrait d’'une partidenter la chaine respiratoire en
substrats et d’autre part de fournir des squeletigisonés pour les nouvelles biosyntheses,
via la glycolyse et le cycle TCA. Pour les légumises, ces sucres solubles sont des
oligosaccharides appartenant a la famille du rafian(RFO).

Bien que le développement de I'embryon et la pliEsseemplissage du grain soient
terminés, une activité métabolique est présentaleéhut de la phase de dessiccation,
notamment, la dégradation de la chlorophylle etylathese de certains RFO comme le
verbascose (Peterbauer et al. 2001). L'autre hypettestée est qu’un stress provoqué par
I'application de vitesses de dessiccation rapiddsirait une modification des potentialités
de la graine séche. Cette vitesse de dessiccatpder empécherait le bon établissement
des protections, les synthéses completes, en ulaticla polymérisation des
oligosaccharides vers le verbascose, et un étagdiigue favorable a la reprise du
métabolisme.

Les modifications engendrées par les vitesses dsiadation rapides pourraient
pénaliser plus fortement la germination des graloesde son déroulement en conditions
sub-optimales. Outre le réle des RFO dans l'apgontrgétigue au moment de la
germination, différents auteurs ont mis en évidamge corrélation entre I'accumulation de
RFO dans la plante et la robustesse au froid (@asti al. 1990, Peterbauer et al. 2001,
Bourion et al. 2003, Cunningham et al. 2003). Draypart, Mizuno et al. (2008) ont
montré que le froid (4°C) entrainait une diminutiole la respiration chez le blé.
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Cependant, le retour a I'état initial de la redpora par la voie COX était plus rapide chez
le cultivar de blé tolérant au froid que chez ldticar sensible au froid. La derniére
hypothese testée est que le froid entrainant ucenadation de RFO dans les plantes, la
mobilisation des sucres solubles au moment dertaigation risque d'étre affectée par les
basses températures, limitant la formation d’ATRaefourniture de squelettes carboneés.
Cependant, Champagne, pois d’hiver pourrait avod nespiration plus importante que les
génotypes de printemps aux basses températures.

4.2 Matériel et méthode

4.2.1 Respiration des fragments et des axes embryonnaires.

La respiration est I'un des tout premiers procesgula reprise d’activité de la graine
au début de I'imbibition. Les graines séches (emvid,11g HO g* MS, 12% de teneur en
eau) sont broyées au broyeur a billes (Retsch, Haamany) et des fragments de 0,7 mm
de diametre sont récupérés a travers un tamisfr@gments (100 mg) sont imbibés, dans
une boite hermétique, sur un pont de papier WhatBhdldl posé sur un portoir ajouré et
dont les deux extrémités trempent dans de I'eatilléés permettant une imbibition
réguliere, répétable et homogene. La températursbiition est de 23°C et la durée
d’'imbibition est de 20, 40, 60, 80, 120 min pourdprise du métabolisme et de 40 min
pour I'étude de la température sur la respirati&fin de mieux appréhender I'effet des
basses températures, I'imbibition a été aussis@ala 5°C toujours pendant 40 min. De
méme, pour la respiration des axes embryonnainedibition de huit axes s’est déroulée
dans les mémes boites pendant 40 min. A chaquetois répétitions ont été effectuées.

La consommation en oxygene des fragments et des ewdbryonnaires a été
mesurée grace a une électrode a oxygéne calibrégpdeClark (Oxytherm, Hansatech,
King’s Lynn, UK) (Benamar et al. 2003). La mise saession de I'électrode permet la
création et le maintien d’'une différence de potdrde 0,6-0,7V entre I'anode en argent (+)
et la cathode de platine (-) (Fig. 32). L'oxygénssdus dans le tampon contenu dans la
cuve diffuse au travers de la membrane en téflairdphobe vers la solution de chlorure
de potassium (KCI), milieu baignant I'électrodeoxtygéne est alors réduit au niveau de la
cathode de platine, tandis qu'au niveau de I'anbdment est oxydé et réagit avec le
chlore, provoquant un dépo6t de chlorure d’argeatcaurant résultant de ces réactions est
faible mais proportionnel a la concentration d'o&yg contenu dans la cuve contenant
I'échantillon. Ce signal peut étre amplifié et giste.

Pour les différents échantillons, lorsque la vigeds consommation de I'oxygéene est
constante, du cyanure de potassium (KCN: 1mM) jesttéa dans la cuve pour inhiber le
transfert des électrons par la voie COX et revédercapacité de la voie AOX. La
respiration totale est donnée par la pente dedaauomation de I'oxygéne constante avant
I'ajout de KCN. La capacité de la voie AOX est déarpar la pente de la consommation
en oxygeéne apres ajout de KCN. Lordre de grandeula capacité de la voie COX est
estimé en retranchant a la valeur de la respiratitate la valeur de la capacité de la voie
AOX. Ces trois valeurs sont exprimées par grammemadéere séche pour tous les
échantillons.

54



Membrane ————
Cathode (Pt) s —— rAseasea,, .,

O+ IH,0+2e—H CJI-'-?DH'
H; FZ:-'-?_DH" :
.-'-'—KC[ bridge

.i‘

- KCl solution
g A7 inwell

— |+ - da '_-_+ e ﬂ-,q anode)

‘1ﬁ.q-'-‘1u"|-|:| +da
4Aq"+ 4TI~ 4AqC]|

Figure 32 : A gauche vue externe de I'oxygraphéraite le schéma de fonctionnement de I'électrode a
oxygene. http://www.hansatech-instruments.com/axyggneral_principles.htm.

Dans I'étude de la respiration en fonction de tagérature, la loi d'Arrhenius permet
de décrire la variation de la vitesse de la reipimaet donc de mettre en évidence, par des
ruptures de pente, des processus biochimiquesratif@ liés a la température. Les
diagrammes d’Arrhenius sont construits en mettardrdonnée le logarithme Népérien de
la vitesse de respiration totale en fonction devEirse de la température exprimée en degré
Kelvin. Le calcul de la pente (P) des droites obésnpermet de calculer I'énergie
d’activation (Ea) exprimée en KJ.riol

Ea=-PxR

avec R, la constante des gaz parfaits (8,314 3.kl
Cette énergie d’activation a des conséquencesasigalisation des réactions, la réaction
sera d’autant plus rapide que I'énergie d’activasera faible.

Afin de découpler la respiration de la formatiorATP, le transfert des électrons
n'est plus limité par I'activité de phosphorylatigrdce a l'ajout d'un agent découplant, le
FCCP (p-triFluoromethoxy-Carbonyl-Cyanide-Phenyltagbne). La respiration des
fragments est étudiée en présence et en abserme mtetonophore (2uM) permettant la
dépolarisation des membranes.

4.2.2 Respiration des graines entieres

La respiration des graines entieres prend en cotaptiéroulement de I'imbibition. Dix
graines sont placées dans un flacon d’environ Ih]§ contenant 3,5 mL d'eau
déminéralisée pour les grosses graines Baccararésd et 1,5 mL pour Champagne
génotype a petite graine (Fig. 33). Le flacon esi& par un bouchon plastique souple et
posé horizontalement en répartissant le plus peaskablgraines contre la paroi au contact
de I'eau. Les mesures sont effectuées toutes lesid@endant 24 h, dans I'air du flacon
grace a une sonde micro fibre a oxygene (Pstl;ePeRllemagne) dont la précision est
de 0,4% a 21% et 0,05% a 0,2% de dioxygéne. Lesuksabont récupérées et enregistrées
via un récepteur de microfibre optique a oxygene(dk TX3; PreSens, Allemagne).
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La valeur est enregistrée en % d'@ans l'air. L'air atmosphérique contient 21%
d’O,, soit 210 pl d’Q dans 1 mL d’air, soit 210/22,414 = 9,37 pmolepgar mL d’air a
273K, car 1mole correspond a 22,414l.

A la température de la mesure (environ 20°C) lantjiéa d’oxygene dans le
flacon, exprimée en umod*, est :

(O%*10)/22,414)*(273/T)* (VFIMS)

0% = valeur du % d’'oxygéne enregistrée, *10 powiragn pul dans 1 mL d’air, 22,414
volume en | pour 1mole d’02, T= température rédela mesure en K, Vf = volume du
flacon, MS = Matiére seche des 10 graines.

Figure 33 : Graines des différents génotypes agreh d’imbibition dans les flacons utilisés poumntesure
de la respiration.

4.2.3 Fonctionnement des mitochondries

Afin de vérifier si les vitesses de dessiccatiotranaient un dysfonctionnement
mitochondrial, I'intégrité et I'activité mitochoni@dle ont été étudiées. Les mitochondries
ont été isolées de graines de pois du génotypeaBadl006) aprés 22 h d’'imbibition
comme décrit par Benamar et al. (2003). Deux rié¢pBs ont été effectuées, la premiére
répétition avec 400 graines et la seconde répétaimt 200 graines. L'intégrité de la
membrane externe mitochondriale a été mesuréede/éascorbate-cyt ¢ (Benamar et al.
2003). Les propriétés oxydatives mitochondrialet &g étudiées en utilisant différents
substrats : succinate (5 mM), NADH (1,5 mM) and aelGlutamate (7,5 mM chacun).
Les activités mitochondriales ont été mesuréestésse constante de consommation
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d’oxygene sans ADP (Etat 4) et aprés stimulatiorc ale 'ADP (Etat 3) (Fig. 34). Le
calcul du rapport entre Etat 3/Etat 4 permet dhestile contrdle respiratoire (RC) qui est
un indicateur de la capacité mitochondriale a phospér 'ADP en ATP. Afin d’étudier
'adénylate kinase, des mitochondries ont été &k partir de 400 graines de Baccara
produites en 2009, le substrat respiratoire essulicinate et la respiration se déroule a
25°C. Linhibiteur de [l'activité de l'adénylate kisa utilisé est le A\ (P1,P5-
di(adenosine-5’) pentaphosphate) (Roberts et 8719
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Figure 34 : Différents états mitochondriaux. (Dataurtesy of Steven J. Stegink.) Moller et Rasmudansa
Plant Physiology $édition Taiz L. Zeiger E.
http://5e.plantphys.net/article.php?ch=11&id=495&seh=mitochondria

De méme, pour savoir si la mise en place des protscavait été affectée par les
vitesses de dessiccation rapides, I'expressioragedtéine LEAM a été suivie. Pour les
graines du génotype Baccara ayant subi des dessitcxan conditions contrélées (BNa et
BSi, 2006) des graines ont été prélevées a difféeremoment au cours du séchage, mis
dans l'azote liquide et stocké a -80°C avant w@fim. Pour les graines dont la
dessiccation s’est déroulée au champ (BCh, 200&euhprélevement a été réalise, celui
de la fin de dessiccation. L'extraction protéiquelee détection par immunologie de la
protéine LEAM par western-blot a été réalisée sddoprotocole de Grelet (Grelet et al.
2005).

4.2.4 Dosage des adénylates

Comme pour la respiration, les fragments permetténide rapide de la reprise du
métabolisme énergétique cellulaire dans des camditplus homogenes de réhydratation
des cellules. Les graines entieres compléteninfesnations recueillies sur fragments en
donnant une cinétique de I'évolution des adénylatiescours de la germination de la
graine. L'axe embryonnaire est un compartiment aegtaine tres actif lors de la
germination et il est intéressant de voir si son partement est similaire a la graine
entiere. Les différents génotypes et les différerdspéces sont étudiés pour vérifier si
certains résultats peuvent étre généralisables graies de pois protéagineux, aux
légumineuses, aux végétaux et au final aux anhyohesh
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La préparation des échantillons est différente séésn organes ou les especes
étudiées mais tous les échantillons apres préleviesomt plongés dans I'azote liquide et
conserves a -80°C avant extraction. Les fragmd@8 (ng), de diametre 0,7 mm, sont mis
a imbiber dans des boites de Pétri contenant uarduond humidifié avec 3,5 mL d’eau
et 2 papiers filtres blancs. Les fragments sonbgép sur les papiers blancs et les boites de
Pétri sont incubées a 20°C ou 0°C pendant des slueg@bles de 0 a 60 min.

Les graines sont mises a imbibées dans les mémegioas que pour les essais de
germination avec 0, 6, 12, 18 h d’imbibition poes Igraines entiéres des génotypes
Baccara, Térése et Champagne a 20°C. Pour les eambsyonnaires, aprés le temps
sélectionné d’'imbibition & 20 et 5°C, les grainestglisséquées et les axes embryonnaires
prélevés (Fig. 35). Pour les lots commerciaux des gmbtéagineux et les différentes
especes, les dosages ont été réalisés sur legg@ohes apres lyophilisation et sur les
graines imbibées a 20°C pendant 18 h pour lesr€iffé génotypes de pois et 12 h pour les
différentes especes (Haricot Munddedicagq embryon de triticale ou de mais, colza et
tournesol) en raison de la tres grande rapidit§edeination de certaines espéces comme
le haricot mungo. Pour les céréales, les quantii@dénylates étant trés faibles dans la
graine entiere, nous avons éliminé les réservetse €émination des réserves est complete
chez le mais car le préléevement de I'embryon dativement facile. Par contre, pour le
triticale, I'embryon n’a pas été dégagé de l'albnmrmais la graine a été sectionnée a
I'extrémité de I'embryon. La partie utilisée comtid’embryon mais aussi une petite partie
des réserves. Pour les embryons enkyst&gethia franciscana un sachet dirtemia
salzmix de 18 g a été acheté en jardinerie sousdaue Artemia-mix SERA®. Pour
éliminer le sel, le mélange est mis en solutionsda@0 mL d'eau, et les kystes sont
récupérés par filtration puis lyophilisés. lls sadrs broyés au broyeur a billes dans un
microtube avec deux billes métalliques de 5 mm pehdo0 s.

Figure 35 : Dissection des graines de Baccara

L'étude de graines pré-germées ou de graines igeilpermet de connaitre
I'évolution du stock des adénylates des grainess ddes conditions favorables ou
défavorables a la germination. Pour les grainesgprénées, les graines de Baccara
récoltées au champ sont imbibées pendant 18 hspalges sur du Silicagel (2,4% d’eau
h1), des prélévements étant effectués au cours deedaiccation. Le vieillissement
accéléré des graines a été realisé par exposigengrhines a 45°C pendant différentes
durées dans une enceinte contenant une solutibla@ésaturée maintenant une humidité
relative de 76% (Benamar et al. 2003). Ensuitegi@snes sont séchées rapidement, la
teneur en eau obtenue est de 15% MF, valeur unsppérieure a leur teneur en eau
initiale.
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Les graines seches (absence d’imbibition) sont @esmgdans I'azote liquide,
lyophilisées puis broyées a température ambianteaeur a bille pendant 2 min. A la fin
du temps d'imbibition désiré, les échantillons direents, graines entiéres, axes
embryonnaires) sont plongés dans l'azote liquidereyés sans décongélation avec de
I'azote liquide au broyeur a bille, respectivemgandant 30 s, 2 min et 2 min.

Afin de mimer le réle de I'adénylate kinase dangdation des pools d’adénylates au
cours de la déshydratation et I'imbibition, descti&ms enzymatiques sont réalisées in
vitro, dans 250 pL de tampon 50mM tri-ethanolan{pid 7,5), 10mM KCI, 2mM MgGl
maintenu a 30°C. Pour l'essai adenylate kinasekieaxse (AK-HK), le mélange
réactionnel contient 400 mM glucose, 5 mM ADP, &Zs1 ATP, 2,5 mM ATP, 2,5 mM
AMP et 5 U d'adénylate kinase (Sigma réf M3003étd'hexokinase (Sigma réf H5500).
Pour I'essai adénylate kinase-hexokinase (AK-RKinélange réactionnel contient 20 mM
AMP, 10 uM ADP, 20 mM Phosphoenolpyruvate, 2,5 AKd{Sigma réf M3003) et 2.8 U
de PK (Sigma réf P9136). Pour I'analyse des adtsyldes aliquotes de 5 ou 10 pL sont
prélevées et les enzymes inactivées par chauftageir{ & 90°C). L'extrait est dilué 100
fois dans I'eau distillée et les adénylates direetd dosés par HPLC.

Les adénylates sont extraits a partir des différanatériels biologiques (graines,
tissus, cystes Aftemia ...) par broyage et extraction méthanolique. Leyage en poudre
fine du matériel sec ou congelé est réalisé ael'@dn broyeur a billes (TissuelLyser
Qiagen Retsch). Dans le cas de matériel congeléprigélation est maintenue par ajout
d'azote liquide. La poudre (ex. 50 mg) est alojgbée dans 400 uL de chloroforme
méthanol (1:1 v/v). Apres agitation et incubationl@emin sur la glace, 200 pL d'eau sont
ajoutés, et aprés mélange l'extrait est centrif(@00 g, 10 min, 4°C). La phase
supérieure (390 pL) est alors recueillie pour @&nalysée par HPLC (Dionex Corp.,
Sunnyvale, CA, USA) sur une colonne lonPac AS1Dbi{Bx). La séparation est réalisée a
30°C, avec un débit de 0,38 mL.ntinL'élution successive des adénylates (AMP, ADP,
ATP), détectés par absorbance a 259 nm, est obpmEruene solution de soude appliquée
par le générateur de gradient EG-3000 (Dionex)nskelgprogramme suivant:

17 mM NaOH, 8 min.
17-100 mM NaOH, 13 min (Gradient concave courbe 6).
100 mM NaOH, 5 min.

L'identification des pics correspondant aux adéeglalans les chromatogrammes est
vérifiée par un ajout de standard dans I'extraitk{sg) (Fig. 36). La quantité d’adénylate
dans l'extrait injecté est calculée en utilisant gaenme étalon de 0 a 100 uM des
différents adénylates. Afin d’éliminer la dérive datecteur par vieillissement de la lampe
UV au cours du temps, la valeur est corrigée earntenompte des deux standards qui
encadrent la mesure.

Q = (Vd*QStd)/(Std1+Std2/2)

Vd = valeur de la quantité donnée par la Dionexcutée a partir de la gamme étalon,
QSdt est la quantité de I'adénylate dans le stahetaBtdl et Std2 sont les valeurs données
par la Dionex pour les deux standards encadrantdsure. Un calcul est effectué pour
déterminer la quantité des différents adénylatégsfuexprimée en nmol’yS. La teneur

en eau des différentes poudres, des organes dradesents est obtenue par pesée avant et
apres passage a I'étuve a 96°C pendant 48 h.
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Figure 36 : Chromatogramme du standard (A) et cratogramme de I'extrait de pois Baccara champ aprés
18 h d’'imbibition (B).

4.2.5 Dosage des sucres

Les différents lots de graines ont été mis a geiselm la méme procédure que les
cinétiques de germination & 20°C et a 5°C. A 20&Cprélevement des graines a été
réalisée a 0, 3, 6, 12, 18, 24 h alors qu’aux lsafesapératures le nombre de prélevements
est plus important pour pouvoir comparer au mémgse en heures et en degrés-jours.
Les prélevements a 5°C ont été effectués a 0,,6,8,24, 48, 62, 83 h, permettant d’avoir
pour les deux températures des temps thermiqudasaéents de 0, 3, 5, 11, 16, 21 DJ.
Apres le temps d'imbibition désiré, 21 graines peahacun des lots sont rapidement
disséquées, le tégument est enlevé, I'axe embryenrest délicatement séparé des
cotylédons et chaque compartiment est plongé datiaztee liquide. Les tubes contenant
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soit les axes soit les cotylédons sont placés dangyophilisateur (Heto PowerDry
LL3000, Thermo Electron Corporation) pendant 60Apres lyophilisation, le matériel
végeétal est pulvérisé au broyeur a billes (2 mivaate frequence 30 mouvements/sec). Des
guantités précises de poudre sont mesurées (1@3Joor les axes embryonnaires, 20 mg
pour les cotylédons), avec trois répétitions poaréghantillon donné. L'extraction des
sucres se fait en présence de 1mL de méthanol 8t du standard interne (mélizitose
40 pL a 4 g.[Y) pendant 15 min au bain-marie & 76°C. Aprés sécaagmeed-vac (40°C,
environ 2h) le culot est repris avec de I'eau Milbuis centrifugé 5 min a 14 000 rpm, a
4°C. Le surnageant est conservé a -20°C jusquialyse.

L'analyse se fait grace a I'HPLC Dionex CarboPad p&rmettant la séparation des
monosaccharides et des oligosaccharides par chwvgraghie d’échange d’anions a pH
élevé, couplé a une détection électrochimique puldD). La quantité de sucre X
(saccharose, raffinose, ...) de I'’échantillon (QB)adculée en se basant sur I'aire du pic
de I'échantillon (APE, Fig. 37) et la correspondanentre l'aire des deux pics des
standards encadrant I'échantillon (APS, Fig. 37aefoncentration connue en mgte la
solution standard (QS).

QE = APE * QS/APS

Cette quantité est corrigée par I'écart possibteeda valeur théorique du standard interne
(QTSI) et la quantité calculée de ce standard neté@QCSi) pour I'’échantillon. Ensuite la

valeur est exprimée en g de matiére séche (MS) pbtenir la teneur en sucre de

I’échantillon (TXE).

TXE= (QTSI/QCSi) * (QE/MS).

Pour pouvoir additionner les différents sucresagefun bilan carboné, la conversion
des teneurs en sucres en unités mole de carbageréaisée. Pour chaque type de sucre
X:

X= (TXE/PM)* NC

Avec X la teneur en mole de carbone pour un typsudee donné, TXE la teneur en sucre
par g.g"MS, PM le poids moléculaire du sucre donné et N@olmbre de molécule de
carbone dans le sucre donné.

Pour explorer plus finement les évolutions desédéfits sucres, des calculs ont été
réalisés pour estimer les teneurs en saccharagdasttose incorporés dans les RFO dans
les graines seches et dans les graines imbibéel @4£20°C et 83 h a 5°C). Pour le
saccharose, le calcul se fait a partir d'une molsatzharose présente dans une mole de
raffinose, stachyose ou verbascose. Pour le gakctane mole est présente dans le
raffinose, deux moles dans le stachyose et troigsndéns le verbascose. La différence
entre la teneur calculée en saccharose piégé daHO de la graine séche et celle de la
graine avant germination (24 h pour I'imbibitior2&°C et 83 h pour I'imbibition a 5°C)
permet d’obtenir la teneur de saccharose libérélgaRFO au cours de l'imbibition. A
cette valeur est ajoutée la teneur en sacchar@semirdans la graine séche, permettant
ainsi d’estimer le pool théorigue de saccharosatdaagermination. De ce pool théorique
est retranché le saccharose présent dans les granebées, permettant de calculer
I'utilisation de ce saccharose.
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Figure 37 : Chromatogramme du standard des sud@®{ chromatogramme d'un extrait d'axes de graines

Le

seches de pois Baccara (B).

4.2.6 Analyses Statistiques

calcul des vitesses de dégradation des sucréete aéalisé sous Excel. La
comparaison des pentes est effectuée apres védficale I'égalité des variances
résiduelles des deux lots en calculant dans un ipretemps la variance résiduelle

commune (Couty et al. 1990) :

6’ = (n-2) Sr+ (n-2)S%/(n+n"-4)
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avec n : le nombre de points pour le lotl %tl& variance résiduelle du lot1

et n’: le nombre de points pour le lot2 et:3a variance résiduelle du lot2.

puis la valeur T calculée, a comparer avec la valgts de la table de Student, si T> t0.05
la différence des pentes est significative.

T = (a-a")/oV ((1/(n*var)+(1/(n"*var’)

Avec a et a’ les pentes des lots 1 et 2 respecéuém
o la racine carrée de la variance commune
var et var’ la variance de la teneur en sucre tludd2 respectivement.

Les analyses statistiques ont été réalisées avegitéel R, & une date donnée, aprés
vérification de la distribution normale des donnéesrsque les données n’étaient pas
distribuées selon une loi normale, les donnéesetinicomparées a l'aide du test non —
paramétrique de Kruskal-Wallis.

4.3 Respiration mitochondriale

Au cours de la germination, I'imbibition des grasnest progressive, les cellules les
plus externes retrouvent rapidement une activitgs ajue celle qui sont plus a l'intérieur
subissent un décalage dans leur reprise d'activivér s’affranchir de cette imbibition
irréguliere, et donc de la reprise hétérogene dialmoésme des cellules, des mesures de
respiration ont été réalisées sur des fragmentsgrdénes calibrés qui s’imbibent
rapidement et de facon plus homogéne. Afin de mieaxprendre les phénomenes se
déroulant au sein de la graine, des mesures deraggpiseront réalisées sur les axes
embryonnaires. De maniére a tenir compte de latéédlune imbibition plus rapide de
certains génotypes nous avons également suivsfaration sur la graine entiére au cours
de I'imbibition.

4.3.1 Respiration des fragments
4.3.1.1 Imbibition des fragments

L'augmentation de la teneur en eau des fragmentsréss importante pendant les
premiéres minutes d’'imbibition (Fig. 38). La teneareau passe de 12% environ a 30% en
10 minutes. Baccara est un peu plus lent que leg datres géenotypes dans les cing
premiéres minutes. Au-dela de 20 minutes, aucuifiéreice significative n'a été trouvée
entre les génotypes et en fonction des différenitesses de dessiccation. A 40 minutes
d’'imbibition les fragments sont a environ 42% deete en eau et la comparaison de la
respiration peut ainsi s'affranchir de I'état deyératation de la graine.
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Figure 38 : Evolution de la teneur en eau (en % ME$ fragments en fonction du temps d'imbibition.

B = Baccara, C = Champagne T = Térése ; En hagaache comparaison des trois génotypes ; en haut a
droite Baccara ; en bas a gauche Térese et en ltheite Champagne avec les trois modalités de
dessiccation : Ch = dessiccation au champ, Na ssibesition a 30°C et a une humidité relative de 75%,
= dessiccation & 30°C et a une humidité relativiélieure a 10%.

4.3.1.2 Reprise de la respiration des fragments au cours démbibition

La respiration des fragments augmente de facoigpeahent linéaire avec le temps
d’'imbibition pour les trois génotypes ayant subdkssiccation au champ. La pente de la
droite exprimant la vitesse de consommation d®Térese est la plus élevée (0,738 nmol
0,.min2.g*MS), celle de Champagne a une valeur interméd{@i&81 nmol G.min.g
'MS) et Baccara a la pente la plus faible avec (0r586! G.min“.g*MS), cependant ces
différences ne sont pas significatives. Pour unenen@urée d’imbibition le génotype
Baccara présente une respiration significativenpdung faible sauf a 60 minutes. A 120
minutes, c’est le génotype Térese qui présentéuafprte respiration. La dessiccation en
conditions artificielles (Na et Si) accélere foramh la vitesse de respiration des lots
quelque soit le génotype ou la durée d’'imbibitibig( 39, Fig. 40). C’est avec la vitesse de
dessiccation intermédiaire (Na) pour Térése et Qlagme que l'on a les vitesses de
respiration les plus élevées (+40%). Cela suggérendune vitesse de dessiccation
modérée, correspondant a un état de stress moel@dine une augmentation de la
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respiration, mais au-dela d'un optimum de stimaolatila respiration décroitrait avec
'augmentation de l'intensité du stress (Fig. 40).
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Figure 39: Evolution de la consommation en oxygdeefragments en fonction du temps d’imbibitior. B
Baccara, C = Champagne T= Térése ; En haut a gawcmaparaison des trois génotypes ; en haut a droite
Baccara ; en bas a gauche Térése et en bas a debisanpagne avec les trois modalités de dessiccatitin
= dessiccation au champ, Na = dessiccation a 30°& @ne humidité relative de 75%, Si = dessiccation
30°C et & une humidité relative inférieure & 10%.
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4.3.1.3 Influence de la température sur la respiration degragments

La respiration totale augmente fortement avec aptgature et atteint & 35°C une
valeur d’environ 170 nmol £min.g*MS pour Baccara et Champagne et de 260 nmol
0,.min".g*MS pour Térése (Fig. 41). Les seules différenceenlées se manifestent a 5
et 15°C, ou Champagne, apres dessiccation au cheammpe respiration totale plus forte
(respectivement +80% et +40%) par rapport aux g@est de printemps. A 20°C,
température optimale de germination, il n’y a awcdifférence entre les trois génotypes,
la respiration est d’environ 100 nmob.®in*.g*MS. Au-dela de 20°C, Térése a tendance
a avoir une respiration totale forte mais la défése n’est pas significative car I'écart type
est tres important. En tenant compte des lots séahéiciellement, Baccara présente
globalement une respiration plus faible a 25 etC3par rapport aux autres génotypes
(respectivement +14% et +36%).
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Figure 41: Evolution de l'intensité respiratoire slragments en fonction du temps d’imbibition

B = Baccara, C = Champagne T = Térése ; En hagaache comparaison des trois génotypes ; en haut &
droite Baccara ; en bas a gauche Térese et en lsheite Champagne avec les trois modalités de sgeha
Ch = dessiccation au champ, Na = dessiccation &3€°a une humidité relative de 75%, Si = dessiocat
a 30°C et & une humidité relative inférieure a 10%.
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Les vitesses de dessiccation contrélées, plus eapipi'au champ, accélerent la
respiration quelque soit le génotype considéréadarhpérature sauf chez Champagne ou a
5°C, une diminution de la respiration est observ&ste stimulation de la respiration est
plus forte aux températures élevées, elle est déo+& 25°C et +37% a 35°C. Cette
accélération de la respiration se manifeste aussivaau de la capacité de la voie COX,
voie produisant de I'ATP. A partir de 15°C, la cejp@ de la respiration de la voie AOX de
Champagne est toujours significativement supérieupelle des deux autres génotypes.
Les vitesses de dessiccation ont un effet sur $pination par la voie AOX a des
températures au-dela de 20°C, elle stimule cetspinaion chez les génotypes de
printemps (Fig. 42).
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Figure 42: Capacité respiratoire de la voie AOX

Les diagrammes d’Arrhénius confirment la grandeacidp de respiration aux basses
températures pour Champagne, sans forte diminetimre 15 et 5°C. Baccara ne présente
pas de rupture de pente, la respiration diminue &véempérature de fagon réguliere (Fig.
43). Pour Champagne et Térese, la vitesse de paatsn change lorsque la température
diminue en dessous de 15°C. Champagne a la pluslgreapacité a maintenir une
respiration malgré les basses températures. Uasseitde dessiccation rapide supprime la
rupture de pente chez Champagne et Térése, cetygén@erdent leur capacité a limiter
la chute de la respiration a basses températurel GexTerese vitesse de dessiccation
rapide, Fig. 43). L'énergie d'activation de la reapon est basse pour Champagne et
Baccara (respectivement 37,0 KJihett 39,3 KImot), alors quelle est plus élevée pour
Térése (68,7 KIJmd). Ces énergies d'activation sont modifiées parvigsse de
dessiccation pour Champagne et Térese, pour Champag a une augmentation (47,8
KJImorl?) alors que chez Térése c’est une diminution die @tergie d’activation qui est
observée (44,8 KImo).
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Figure 43: Diagramme d'Arrhénius

La respiration a été mesurée a deux températur€&g625°C), et en particulier a
basse température pour mieux comprendre l'insiatlades cultures dans des conditions
difficiles. Cependant l'activité métabolique étéige a la température, la respiration & 5°C
est faible et elle est comprise entre 33 et 60 rat®}).min™.g*MS. Afin de mieux cerner
I'effet des basses températures, I'imbibition a atéssi réalisée a basse température.
Quelque soit le génotype ou la modalité de desstda respiration totale est plus élevée
(+35%) quand l'imbibition a lieu a 23°C par rapparb°C (Fig. 44). Limbibition a basse
température limite la respiration méme lorsque fiegments sont placés dans des
conditions optimales de respiration (25°C). Cettdibition en conditions sub-optimales
modifie durablement le métabolisme puisque la raipn mitochondriale semble affectée.
La dessiccation en conditions artificielles entraine augmentation de la respiration totale
d’environ 47% par rapport au séchage au champ, fi@ngation est observée chez chaque
génotype et pour les deux températures d’imbibitibleffet génotype est présent,
Champagne a une respiration plus importante (+2f%)celle de Baccara. L'imbibition a
5°C diminue aussi la respiration par la voie CO¥iewroductrice d’ATP. Comme pour la
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respiration totale, les vitesses de dessiccatienéék stimulent la respiration. Par contre
aucune différence significative n'a été trouvéereemes différents génotypes. Quant a la
respiration par la voie AOX, elle nest pas affecggnificativement par la température
d’'imbibition, ni par la vitesse de dessiccationt pantre elle est plus importante (+55%)
chez Champagne par rapport aux génotypes de ppstem
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Pour la respiration a 5°C, I'imbibition & 23°C faise la respiration totale (Fig. 45),
la respiration par la voie COX et la voie AOX papport a une imbibition a 5°C. Cette
stimulation de la respiration totale et par la v8®X est accentuée par I'application de
vitesses de dessiccation rapide. Au contraire desses de dessiccation rapides limitent la
respiration de la voie AOX (-66%) a 5°C quand l'ilvibon se fait a 23°C. Champagne a
une respiration alternative plus importante quegksotypes de pois de printemps, + 40%
par rapport a Baccara et +63% par rapport a Térese.
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4.3.2 Respiration des axes

La respiration des axes est environ six fois phugartante que celle des fragments.
Comme pour les fragments, l'augmentation de lass#ede dessiccation stimule la
respiration (Fig. 46) La respiration totale est glaportante chez les axes embryonnaires
de Champagne par rapport a Baccara lorsque lesiegradnt subi une vitesse de
dessiccation rapide. Quand la respiration par lea @DX est considérée, il n'y a plus de
différence entre génotype mais la stimulation dehad§e est significative. Pour la
respiration AOX, comme pour les fragments, Champagane respiration plus forte et les
dessiccations rapides abaissent cette respirdtign46).
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Figure 46: Influence des génotypes et des vitedsekessiccation sur I'intensité respiratoire degsx
embryonnaires. B = Baccara, C = Champagne T = Térdss trois modalités de séchage : Ch =
dessiccation au champ, Na = dessiccation a 30°€ wie humidité relative de 75%, Si = dessiccation a
30°C et & une humidité relative inférieure & 10%.

4.3.3 Respiration des graines entieres

Afin de mesurer en continu I'évolution de la quenti’'oxygéne au cours du temps,
les graines sont enfermées dans un petit flaconesant de lI'eau pour permettre
I'imbibition. Lors de cette imbibition, I'évolutiomle la teneur en eau est similaire entre
Champagne et Térése, par contre Baccara présentetard important dés le début de
I'imbibition. La quantité d’oxygene dans le flacearie en fonction du volume laissé libre
par les graines; Champagne ayant des graines phitespde volume d’air est plus
important : de 10,6 mL contre 9 mL pour Baccara.suévi de la consommation ¢¢O
montre deux phases caractérisées par des pentesstammation de I'oxygene différentes
(Fig. 47). Lors de la premiere phase, la grainernence a s’'imbiber et la consommation
en oxygene est constante mais relativement fatsisuite, en début de deuxieme phase, la
vitesse de la consommation en oxygene s’accélateweent constante au cours du temps
tant que la quantité d’oxygene n’est pas limitar@ette vitesse de consommation de
I'oxygene reflete la respiration des graines etevan fonction du génotype. Parmi les trois
génotypes étudiés, Champagne a une respiratioréfguée (49 nmol©min.g*MS) par
rapport aux génotypes de printemps (respectived@net 18 nmol@min™.g*MS pour
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Térese et Baccara) (Fig. 48). De méme, en consid&raonsommation maximale (Vmax,
Tableau 5), Champagne présente une vitesse maxieatmnsommation de I'oxygene
toujours plus élevée que celle des pois de prinsenmuiépendamment de la vitesse de
dessiccation. Comme pour les fragments, des vikedsedessiccation rapides entrainent
une augmentation de la respiration des grainegresti(Fig. 48), de la vitesse maximale
qui se produit plus précocement au cours de l'imibito (-5 h pour les génotypes de
printemps, -3 h pour Champagne ; Tableau 5). Leutdlu moment de la rupture de pente
par la détermination de Il'accélération maximalenpar d’avoir un indicateur de la
précocité de la mise en place de la deuxieme phedae respiration caractérisée ci-dessus.
Pour les graines des génotypes de printemps (Baetdrérése) dont la dessiccation s’est
déroulée au champ, le moment de la rupture de psitde 3,3 h, pour Champagne ce
temps est plus court, il est de 2 h (Tableau 5% besses de dessiccation trés rapides (lots
Si) entrainent un déclenchement plus précoce de pbase. Ces modifications du moment
de démarrage de cette phase de respiration élesa¥rajent-elles a rapprocher de
I'imbibition plus rapide pour les lots Si? Cependa&n mettant les teneurs en eau
correspondantes, la rupture de pente ne semblégpesidre d’'une valeur de teneur en eau
(Tableau 5). Champagne présente une accélératioa ldaconsommation d’oxygene
beaucoup plus élevée que les génotypes de print@rabeau 5).
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Tableau 5: Vitesse maximale (Pente2) et accélératiaximale de la consommation en oxygene par les
différents génotypes Estimation du moment de dégarde la phase de respiration rapide.

h Vmax TE h Accélération max TE
(umol Og*MS hY) (%MF) (LMOlOg*MS h?) (%MF)
BCh 11,50 -1,03 40,16 3,33 -0,73 20,55
BNa 11,67 -1,78 48,81 6,67 -0,29 37,42
BSi 6,67 -2,01 50,58 3,17 -0,44 42,48
CCh 13,00 -3,08 58,63 2,00 -9,35 33,54
CNa 11,33 -3,51 55,40 1,33 -1,69 17,38
CSi 9,83 -4,03 57,57 1,33 -5,88 35,68
TCh 10,00 -2,50 57,47 3,33 -0,37 44,00
TNa 10,67 -2,19 52,39 4,83 -0,28 38,67
TSi 4,83 -2,72 52,16 0,83 -2,70 33,77

4.3.4 Stimulation de la respiration et réponses au stress

Le test de détérioration contrblée entraine unéepae I'aptitude a la conservation
des graines sous un effet cumulatif de 11 joursaateh température (Partiel). Ces
conditions tres pénalisantes, auront-t-elles lesmaseconséquences que celles des vitesses
de dessiccation en augmentant la respiration ganpremiers jours de cette détérioration
contrélée ?

Apres détérioration, la respiration diminue sigrafivement des le troisieme jour de
détérioration (Fig. 49) et c’est la capacité deimsion de la voie COX qui est touchée et
non la capacité de respiration par la voie AOXIlaSstimulation de la respiration par la
détérioration contrblée existe, elle se situeraétnd le troisieme jour de DC. Champagne
ne se distingue pas des autres génotypes, maiseTarene respiration plus élevée que
Baccara. Leffet stimulateur des vitesses de deaBan ne se retrouve pas en cours de
détérioration.
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4.3.5 Altérations ou mécanismes de réparation

Laugmentation de la respiration refléte-t-elle wmauvais fonctionnement des
mitochondries ou est-elle liee a la mise en placenécanismes de réparation ? Dans cette
étude, quatre éléments sont pris en compte pourréappder d'éventuels
dysfonctionnements mitochondriaux : les poten@alidles mitochondries en présence d’un
agent découplant, le FCCP ; l'intégrité de la mambrexterne de la mitochondrie ; le
contrdle respiratoire (RC) indicateur de l'activilé phosphorylation ; et la présence de
protéines de protection au cours de la dessiccation

L'utilisation de FCCP, agent découplant de la nedfn, permet en annihilant le
gradient de protons, de supprimer son controleaddtésse de transfert d’électrons vers
'oxygene. Le transfert des électrons et la consation d’oxygene sont alors a leur
maximum, permettant d’exprimer la capacité totaléadehaine de transfert d'électrons des
mitochondries. En effet, le FCCP rend la membraiteamondriale interne perméable aux
protons, détruisant ainsi le gradient de prototebhdence du gradient de protons empéche
la formation d’ATP et la vitesse de transfert ddsctons, donc la consommation
d’oxygéne, n'est plus limitée par le gradient detpns et atteint sa valeur maximale. Les
résultats obtenus sur la respiration en présencéCQieP sont toujours supérieurs aux
valeurs de la respiration sans FCCP, montrant qns tbus les cas, le gradient de proton
est limitant (Fig. 50). Le séchage en conditionstiédées augmente les potentialités de
respiration chez chacun des génotypes. Cependaatm@agne présente une respiration
significativement supérieure aux autres génotyhesrespiration par la voie COX est
stimulée par la présence du FCCP et par les vidtedsalessiccation intermédiaires (Na).
Champagne a une respiration plus faible que lex detres génotypes. Le FCCP ne
semble pas affecter la respiration par la voie’A®X, ce qui semble logique car cette
voie n'est pas phosphorylante. L'effet des vitesses dessiccation se retrouve sur
I'abaissement de cette respiration et tout paigoeinent sur Champagne qui présente
naturellement une forte respiration AOX. Les pdtdités de respiration des difféerents
génotypes ne sont pas réduites par I'applicationitdeses de dessiccation rapides.
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Figure 50: Effet du FCCP sur la consommation engéxye des fragments en fonction des génotypes et des
modalités de dessiccation

Afin de vérifier le bon fonctionnement des mitochoaes des lots ayant subi
différentes modalités de dessiccation, des mitochesmddu génotype Baccara ont éte
isolées apreés 22 h d'imbibition. Lintégrité desmimanes extérieures des mitochondries
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des trois lots testés est élevée et les vitesseesiaccation rapides n’affectent pas cette
intégrité apres 22 h d’imbibition (Tableau 6). D&me aucune différence significative
dans le contréle respiratoire (RC) n'a été trougéels que soient les substrats testes,
succinate, NADH and malate/glutamate (Fig. 51).cbatrole respiratoire (RC) reflete la
capacité des mitochondries a phosphoryler I'ADPintégrité et la capacité de
phosphorylation des mitochondries isolées justentalagermination de Baccara ne sont

pas affectées par les conditions de dessiccation.

Tableau 6: Intégrité de la membrane externe deitacghondrie de graines de Baccara.

Integrité (%) Ch Na Si
Répétition 1 94,4 +3,3 853 +2,1 99,7 +0,7
Répétition 2 97,4 +2,4 95,0 +1,1 97,0 £0,8

3 OcChONaMmSi

o5 | i Figure 51: Le contrble respiratoire des
' mitochondries du génotype Baccara évalué en

) utilisant trois substrats différents (Succinate,[NA
= ot Malate/Glutamate) en fonction des trois modalités d
dessiccation (Ch= Champ, Na, Si).
15

Succinate NADH Mal/glu

Un comportement distinctif des mitochondries eatdumulation de protéines de
stress pouvant étre impliquées dans la tolérant® dessiccation comme la protéine
LEAm. L'application de vitesses de dessiccationdapiempéche-t-elle la bonne mise en
place de ces systémes de protections ou dégrdlde-tes systemes ? Le profil
d’expression de la protéine LEAmM a été étudié pestarn blot. Les résultats montrent que
la protéine est déja exprimée au stade FRG, siadeélout de la phase de dessiccation (Fig.
52). Cette expression reste inchangée pendant koulerée de dessiccation et ne dépend
pas des vitesses de dessiccation.

A
TE (9H,0.g'MS) 1,22 089 082 0,56
% 55 47 42 36
BNa m..,' R B o E— FRG BNa BSi BCh B
B TE 55% Récolte (14%)
TE (g.H,0gMS) 1,22 09 089 043
% 55 48 47 30
o —
BSi B e s av—
£

Figure 52 : Expression de la protéine LEAm chegrkane de pois Baccara (western blot) A/ au cowrdal
dessiccation a différentes vitesses (BCh, BNa Bf BSComparaison FRG et fin de dessiccation.

Les résultats de respiration en présence de FGBglité de la membrane externe
de la mitochondrie, le contréle respiratoire etrise en place de systémes de protection
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comme la LEAm avant la phase de dessiccation né yas dans le sens d'un
dysfonctionnement mitochondrial. La consommationspélevée d’oxygene est plutét a
relier a une demande énergétique plus importantdieenavec la mise en place de
mécanismes de réparation.

Par rapport aux génotypes de printemps, Champagnerésente pas un potentiel
respiration par la voie COX plus éleveé, sur lesgireents ou les axes embryonnaires,

diminution de la capacité de respiration se déroulandes températures favorables
(25°C). La respiration sur graine entiere est lesutat de I'expression de la vitesse
d’'imbibition et de la capacité a consommer l'oxygéet reflete mieux la situation au
champ. Cette consommation en oxygene peut étre gEe@n deux phases caractérisges
par des vitesses différentes, et le moment du dédgerde la deuxieme phase sempble
indépendant de la teneur en eau. Le stress provpquée vieillissement n’entraine pas
une stimulation de la respiration observée aprésstjours, par contre le vieillissemept
des graines provoque une diminution de la respratiLes résultats de respiration ¢n
présence de FCCP, l'intégrité de la membrane exteteda mitochondrie, le contrdl
respiratoire et la mise en place de systemes degtioh avant la phase de dessiccat|on
comme la protéine LEAmM sont des éléments en fadaur bon fonctionnement
mitochondrial. La consommation plus élevée d’oxgg&erait plutbt a relier a un
demande énergétique plus importante et non a urvaimfonctionnement mitochondrial

4.4  Adénylates

4.4.1 Composition initiale

Au stade graine seche, Champagne ne se distinguéegapois de printemps par sa
teneur en adénylates totaux. Chez les trois géaspyfadénylate majoritaire est lAMP
(62-85%) (Fig. 53). Cependant, Champagne est pthe que les pois de printemps en
ADP (x1,5) et en ATP (x4,3). L'application de vises de dessiccation rapides entraine une
augmentation de la teneur en adénylates totaux JAXPAMP, en ADP et en ATP. Cette
augmentation est plus importante chez Champagiérese par rapport a Baccara (Fig.
53), elle est de l'ordre de trois fois pour les AXP AMP, et les valeurs doublent
pratiguement pour les ADP et ATP. Dans les axesdéix génotypes étudiés (Baccara et
Champagne) ont la méme teneur en adénylates tafantrairement a la graine entiére,
'adénylate majoritaire est 'ADP dans les axes desx génotypes. Champagne possede
plus d’ADP (+14%) et moins d’AMP (x3 moins) et d’RT(x4,7 moins) que Baccara (Fig.
54). Des vitesses de dessiccation rapide entraineat augmentation des teneurs en
adénylates totaux (+46% pour B et +113% pour CeretADP (+68%) chez les deux
génotypes et une tres forte augmentation d’AMP (x8jjuement chez Champagne (Fig.
54).
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4.4.2 Evolution des adénylates et production d’ATP dangjlaine

entiere au cours de la germination

Les dosages d'adénylates sur les graines de Baofendiées au champ en 2009
permettent de suivre I'évolution de ces adénylaiesout particulierement celle de la
teneur en ATP au cours de I'imbibition (Fig. 55a premiére modification observée est la
diminution rapide de la teneur en AMP dans les rguptemieres heures, qui se stabilise
ensuite autour d’une valeur moyenne de 47 nniM$. LAMP semble jouer un role
important au tout début de I'imbibition. En parddle”’ADP a une teneur constante jusqu’a
8 h d'imbibition puis augmente jusqu’a 16 h et tabtise a des teneurs en moyenne de
121 nmol.g'MS. Laugmentation de la teneur en ATP est perbéptiés 4 h d'imbibition
et augmente trés fortement jusqu’'a 14 h puis detieur fluctue autour d’une valeur de
296 nmol.g'MS jusqu’a 26 h d’'imbibition, moment & partir dufpeut se produire la
sortie de la radicule.
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La comparaison des trois génotypes montre quenlauteen ATP augmente plus
rapidement a 6 h pour Champagne et Térése par rtappBaccara (Fig. 56). Cette
augmentation est trés forte entre 6 et 12 h d’iftibib pour Champagne et Baccara.
Aucune différence significative n’a été trouvéerer@hampagne et Baccara. Cependant, il
faut préciser que la teneur ne reflete & un instanhé que le bilan entre la production et
I'utilisation d’ATP. Lapplication d'une vitesse delessiccation rapide entraine une
augmentation de la teneur en ATP dans les 12 presieeures d’'imbibition chez les trois
génotypes, a 18 h les écarts avec la dessiccatiochamp s’estompent et méme pour
Térese les teneurs du lot avec dessiccation augbant plus élevées.
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Figure 56: Evolution de I'ATP de la graine entieng cours de l'imbibition.

4.4.3 Cinétique de production d’ATP dans I'axe embryonnaiau

cours de la germination

Au niveau des axes, apres trois heures d’'imbihities teneurs en ATP augmentent
jusqu’a 18 h (Fig. 57). Cette augmentation est physortante chez Champagne (x 2 fois a
18h) que chez Baccara. Une vitesse de dessicaatiaste augmente fortement la teneur en
ATP dans les axes de Baccara quelque soit le téfmpbibition. Pour Champagne, cette
stimulation des teneurs en ATP n’est visible quesdas six premiéeres heures, a 24 h les

teneurs sont identiques.
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En exprimant le temps dimbibition en degrés-jodapplication de basses
températures n’induit pas une diminution de la tere ATP dans I'axe embryonnaire de
Baccara. Au contraire, a 21 DJ (24 h a 20°C et 88 B°C), les teneurs sont plus
importantes a 5°C (Fig. 58). Le comportement den@fegne est différent, & 21 DJ la
teneur a 5°C est plus basse qu'a 20°C. Cependangnientation des teneurs en ATP a
5°C est plus importante chez Champagne par ragpBdccara mais arrive a une valeur
similaire pour les deux génotypes a 21 DJ. Lesstoemme les vitesses de dessiccation
ou les basses températures induisent une teneurimpatante d’ATP juste avant la

période de sortie de la radicule.
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4.4.4 Evolution de la charge énergétique des adénylates CAE

La charge énergétique en adénylates (AEC = ATR-ADP / AMP + ADP + ATP)
est un bon indicateur du statut énergétique dellale et donc de la reprise de I'activité
cellulaire. Au cours de la germination, 'AEC augredans la graine entiere de Baccara
jusqu’a 14 h puis se stabilise a environ 0,77 jisstm sortie de la radicule (Fig. 59). La
reprise de l'activité de la graine de Baccara estcdeffective aprés 14 h d'imbibition a
20°C. Des 6 h d’'imbibition, Champagne a une AEG garte que Baccara (+16%), cette
différence se maintient a 12 h et s’estompe a 1Brfe vitesse de dessiccation rapide
stimule 'augmentation de 'AEC au début de l'imibiln pour Champagne (+23%) et
jusqu’a 12 heures pour Baccara (respectivement +dt1$45% a 6 et 12 h) (Fig. 60). De
plus, cette vitesse de dessiccation abaisse cham@igne 'AEC de la graine séche de
0,28 a 0,14 donc l'augmentation de I'AEC au coues ldmbibition des graines de
Champagne ayant subi une dessiccation rapide agiadt plus rapide (Fig. 60).
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Figure 60: Evolution de I'AEC des graines entiéa@scours de la germination en fonction des génctygte
des modalités de dessiccation.

Au stade graine séche, I'axe embryonnaire a une &&Q,47, valeur plus élevée par
rapport a celle de la graine entiére qui est d8 Pdur Baccara et 0,28 pour Champagne.
Cette valeur plus élevée est a relier a la temmaportante en ADP dans I'axe embryonnaire
des deux génotypes par rapport a la graine enfMrés trois heures d’'imbibition LAEC
augmente dans les axes embryonnaires (Fig. 61}e Gefgmentation est forte chez
Champagne et atteint a 12 heures le maximum de 804, que Baccara atteint ce niveau
apres 24 heures d’'imbibition. Comme pour les gsaemieres, I'application d’une vitesse
de dessiccation rapide abaisse 'AEC des axes dealae seche de Champagne mais ne
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modifie pas celle de Baccara. Une vitesse de dmdiia rapide stimule 'augmentation de
I'AEC pour Baccara mais pas pour Champagne. Lesesagempératures appliguées au
cours de l'imbibition, entrainent une Iégére augragoh de 'AEC de I'ordre de 7% a 16
DJ (Fig. 62). L'application de basses températaesours de la germination lorsque le
temps est exprimé en temps thermique n’entrainedpaslentissement dans la reprise de
I'activité cellulaire.
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Figure 62: Evolution de I'AEC des axes embryonrsa@e cours de la germination aux basses tempémture
4.4.5 Métabolisme énergétique et anhydrobiose

4.4.5.1 AMP forme de stockage des adénylates

Les graines, en tant qu'organismes anhydrobiotel aaipacité de se déshydrater et
de se maintenir en vie dans un état métaboliguesgent pendant des périodes tres
longues. A la fin de la dessiccation, la chargerg#t@ue est basse (0,12-0,35 pour les
différents génotypes de pois) et les teneurs en &TRDP sont faibles. Par contre, les
teneurs en AMP sont plus élevées dans la graineeg@S) que dans la graine imbibée
(Fig. 63). LAMP est I'adénylate de réserve préférel dans la graine seche de pois et ne
dépend pas du génotype (Fig. 64). L'évolution dEnglates aprés hydratation des graines
de Baccara pendant 18 h puis séchage rapide &eleeur en eau initiale, confirme ce réle
de stockage des adénylates sous forme d’AMP damsiae séche (Fig. 65). Au cours du
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séchage, la teneur en ATP diminue fortement aloeslgs teneurs en AMP, faibles a 18 h
d’'imbibition, augmentent. Le séchage a 12% de teamleau ne permet pas de revenir au
niveau initial des adénylates. Cette pré-germinagiomodifié le stock des adénylates, avec
des quantités plus importantes en AMP, ADP et AfRlonc aussi une charge énergétique
en adénylate et un rapport ATP/ADP plus élevésteCatcumulation d’AMP se retrouve
chez les graines seches de différents génotypemidede différentes espéces (Fig. 66),
ainsi que dans les cystes déshydratés de la arefemia franciscana organisme
anhydrobiote (Fig. 66).
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4.4.5.2 AMP indispensable a I'amorce de la production d’ATP

Lors de la réhydratation, la reprise des activitéflulaires est dépendante du
redémarrage du métabolisme énergétique. Afin deespius finement ce redémarrage, les
fragments de graines, qui s'imbibent rapidement, &orouveau utilisés. A la température
optimale de 20°C, on constate une augmentatiodeagti considérable de la teneur en ATP
qui atteint en une heure des valeurs de l'ordr@Xe nmol.gMS (Fig. 67) qui sont
équivalentes a celles obtenues aprés 12 h dindmb{@09 nmol.gMS) des graines
entieres (Fig. 55). Ceci confirme bien que la mastton du métabolisme énergétique est
tres rapide a I'échelle des tissus hydratés. Laurean ADP augmente progressivement
pendant la premiere heure pour se stabiliser @&iQ. L'AMP, qui est abondant dans la
graine seche, voit sa teneur augmenter pendantl3epremiéres minutes, avant de
décroitre continuellement (Fig. 67). Lorsque lilmibon est réalisée a 0°C, une
température pour laquelle le métabolisme est exdnéemt ralenti, on observe la méme
augmentation transitoire d'’AMP en début d'imbibititandis que les teneurs en ADP et en
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ATP ne changent pas au cours des 90 minutes ditohbil§Fig. 67). Ceci confirme bien
gue les augmentations des pools d'ATP et d'ADP°& 30nt bien dues a des événements
métaboliques. D'autre part, on peut en conclurel’qugmentation transitoire de la teneur
en AMP des extraits en début d'imbibition, qui mtent de facon similaire & 20°C ou a
0°C, n'est pas due a des mécanismes enzymatigaesphatot & un phénomene lié a une
meilleure extractibilité de I'AMP du matériel hytkapar rapport a du matériel sec.
L'évolution des différents adénylates dans les fraigis dépend donc de I'hydratation et du
fonctionnement des systémes enzymatiques, et sekats confirment ceux trouvés sur les
graines entieres. LAMP contribuerait a la formaticapide d’ATP disponible pour le
fonctionnement cellulaire des graines au coursiaibition.
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Figure 67 : Evolution des adénylates au cours dope a 20°C et 0°C.
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Figure 68: Reconstitution du pool d’adénylates. Alénylate kinase; Oxphos = phosphorylation oxydati

Une simulation de I'évolution des pools d’AMP eATP lors de la reprise du
métabolisme a été réalisée, avec des quantitésasamds de 1000 AMP et 1 ATP au départ
(Fig. 68). L'adénylate kinase (AK) catalysant lacton initiale permet de produire deux
molécules d’ATP grace a la phosphorylation oxydati@®s deux molécules d’ATP
produites peuvent étre utilisées par I'AK pour caotivdeux autres AMP en ADP, qui sont
de nouveau convertis en ATP par la phosphorylategdative. Dans la simulation
proposée, la séguence continue, avec a chaquee"cyal mise a disposition d'un ATP
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supplémentaire qui vient régénérer le pool celtalaDans ce modele arbitraire, on
constate qu'en quelques cycles enzymatiques, labinamon AK-phosphorylation
oxydative permet de convertir les réserves dAMRER Il est donc vraisemblable que la
forte quantité d’AMP stockée dans la graine comstiune réserve qui permet de
reconstituer tres rapidement les pools d'adény&ieours de I'imbibition de la graine.

4.4.5.3 Modeéle de la régulation du métabolisme au cours da
dessiccation — réhydratation

A l'état hydraté, de l'oxygene est consommé et hogphorylation oxydative
mitochondriale permet la production d’ATP qui eshsommé par le métabolisme (Fig.
69). La charge énergétique est élevée (0,75)elemuts en AMP sont faibles et I'ADP est
utilisé dans la phosphorylation oxydative pour tanfation d’ATP. L'adénylate kinase
mitochondriale ne joue alors que son réle d'équitie des pools d'adénylates dans I'espace
intermembranaire (Igamberdiev et Kleczkowski 2006).
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Figure 69 : Role de I'adénylate kinase (AK) et @g@hosphorylation oxydative mitochondriale dans la
régulation du métabolisme en lien avec I'anhydrsbio

Au cours de la dessiccation de la graine, la ditmnude la teneur en eau finit par
provoquer l'arrét des systemes tres complexes, eotanphosphorylation oxydative. Le
métabolisme est moins actif mais des systéemes atiymes encore actifs continuent a
utiliser de I'ATP, et donc la teneur en ADP a temtkaa augmenter. Cette consommation de
'ATP par le métabolisme et la présence en grang@ntfé d’ADP non utilisé par la
phosphorylation oxydative bloquée, entraine un aBghent de [I'équilibre du
fonctionnement de I'AK qui utilise 2 ADP afin deopduire 1 ATP, et 1 AMP.
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L'accumulation de 'AMP, en fin de dessiccationsulte donc de l'activité de I'AK qui ne
cesse de produire de I'ATP pour les besoins dersdigseréactions métaboliques qui le
consomment, avec a chaque réaction de I'AK, l'actation d'une nouvelle molécule
d'AMP. A I'état sec, la phosphorylation oxydativééachondriale, I'activité de I'adénylate
kinase et le métabolisme ont cessé leur activitMP, bien que ne possédant pas de
liaison phosphoanhydre, constitue alors la résénergétique dans la graine séche. Au
début de I'imbibition, I'hydratation des tissus pet la reprise d'activité de l'adénylate
kinase, et des que possible de la phosphorylatigmative. Avec les fortes quantités
d’AMP et des traces d’ATP, la combinaison AK-phosptation oxydative évoquée
précédemment (Fig. 68) va catalyser la régénéralésnpools d'adénylates, permettant de
restaurer une charge énergétique normale (Fig. 70).

Pour appuyer ce modele, différentes expériencesetentréalisées. D’'une part, la
réponse des mitochondries isolées de pois a ditferajouts d'AMP a été observée
montrant la coopération des deux enzymes impligdées la phosphorylation de TAMP
(Fig. 70). Les mitochondries oxydant le succinlgyremier ajout d’AMP ne stimule que
tres lentement, dans un premier temps, la consoimman oxygene. Cette stimulation
apparait tardivement car elle implique la mobil@atde stocks d’ATP mitochondrial, pour
permettre la production d'ADP dans l'espace interbranaire, qui est alors importé pour
étre phosphorylé, ce qui se traduit par lI'accét@made la consommation d:(stade 3).
Lorsque tout 'ADP est phosphorylé (et donc I'AMBiérement consommeé), la respiration
se ralentit et passe au stade 4. Un second aj@Ri’'stimule alors immédiatement la
consommation en oxygene, car cette fois I'ATP pitqghécédemment est disponible pour
que I'AK le convertisse immédiatement en ADP, asecélération de la respiration au
stade 3. Une telle accélération est impossiblerésepce d’un inhibiteur de I'adénylate
kinase (Ap5A : BP-di(adénosine-5') pentaphosphate).
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Figure 70 : Réponse des mitochondries isolées deRBuaccara 2009 aux apports d’AMP et réle de
I'adénylate kinase. Les chiffres en regard de é&ér correspondent aux vitesses de consommatiopgdng
en mol Q.min*.mg protéin&.

Les mitochondries de graines, a linstar des mdndhes de pommes de terre
(Roberts et al. 1997), sont donc parfaitement cagalutiliser 'AMP pour produire de
I'ATP. Dans le modéle proposé, les mitochondriessda graine sont donc parfaitement
capables de régénérer les pools d'adénylatesiagart stock cellulaire important d'AMP
et de traces d'ATP. Nous avons justement obsem@ s mitochondries isolées de graines
de pois aprés 22 h d'imbibition, maintenaient desks importants d'adénylates (AMP =
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23 nmol.g-1protéines, ADP = 107 nmol.g-1 protéinds? = 208 nmol.g-1 protéines), ceci
en dépit de la méthode d'isolement des organiteslupe environ 5 h. Il est donc tres
vraisemblable que malgré les faibles teneurs enrA€Burées dans les graines seches, des
pools mitochondriaux (ou autres) demeurent, et Bogement suffisant pour relancer la
régénération par le systéme AK-phosphorylation akye.

D’autre part, nous avons cherché a visualiser le d& I'AK in vitro, dans des
situations mimant les phénomenes décrits lors disnydratation-réhydratation dans le
modele proposé (Fig. 69). Dans une premiere experje’adénylate kinase est mise en
présence de concentrations des trois adénylatés;de a étre proche de I'équilibre, dans
un milieu réactionnel avec une forte concentratierglucose (Fig. 71). Les prélevements
réalisés au cours des 10 premiéres minutes pemheltevérifier la stabilité du systéme.
Apres 10 minutes, de I'hexokinase est ajoutéegeqtraine une consommation d’ATP pour
la phosphorylation du glucose en glucose-6-phosphett une libération d’ADP.
L'accumulation d'ADP déplace I'équilibre de I'AKi dpascule vers la production d'ATP et
d'AMP. L'ATP étant systématiquement utilisé parxdtiénase, on observe effectivement
une tres forte accumulation d'AMP. Dans ce systartig@ciel, I'activité de I'hnexokinase
simule la consommation de I'ATP par le métabolisshenontre bien le déplacement de
I'équilibre de l'adénylate kinase vers la productiodilATP et par conséquent vers
I'accumulation d’AMP, phénoméne observé au courladishydratation.
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Figure 71 : Activité de I'AK mimant I'accumulati@alAMP pendant la déshydratation.

Dans une seconde expérience, une forte quantitél’At une trace d'ATP sont
mises en présence avec de I'AK et de la pyruvataski (Fig. 72). Aprées 10 min
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d'incubation, on constate que le systeme est stible étant incapable d'utiliser le stock
d'AMP en absence de systeme régénérant I'ADP enlAdjBut du substrat de la pyruvate
kinase, le phosphoénolpyruvate, entraine la fownatd’ATP en lien avec la dé-
phosphorylation du phosphoénolpyruvate en pyruv@stte production d’ATP alimente
ainsi I'AK qui peut alors fonctionner dans le sefes la production d'ADP. Aprés 30
minutes, le stock I’AMP a fortement diminué alorsuge quantité importante d’ADP
s’est accumulée (Fig. 72). Dans cet autre systatifecial, la production d'ATP par une
enzyme qui mime la phosphorylation oxydative perafégctivement de simuler l'activité
du systeme AK-phosphorylation oxydative pour régénkes pools d'adénylates a partir de
I'AMP lors de la réhydratation des graines
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Figure 72 : Activité de I'’AK mimant I'utilisationudstock d’AMP pour la production d’ADP lors de la
réhydratation.

Une vitesse de dessiccation rapide entraine la grés en plus grande quantité
d’adénylates dans la graine seche. Cependant, totgpe Champagne n’est pas plus
riche en adénylates que les pois de printemps. Daus les cas, I'adénylate majoritaife
de la graine séche est 'AMP. Cet AMP est la fodrestockage des adénylates cheZz les
organismes anhydrobiotes et semble indispensaldlandorce de la production d’ATH
grace au fonctionnement de I'AK. Au cours de lionioon, TAEC augmente ainsi que |a
production d’ATP, cette augmentation est trés fotEns I'axe embryonnaire. Cette
production d’ATP est stimulée par une vitesse desideation rapide et n’est pas ralentie
par des basses températures lorsque les résulbbatisexprimés en temps thermique. L'AK
et la phosphorylation oxydative jouent un réle impot dans la régulation di
métabolisme énergétique en lien avec I'anhydrobiose

U
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45 Glucides

Les graines de pois possédent comme réserves iguesd de I'amidon et des
carbohydrates solubles sous forme de saccharod®lgjosaccharides de la famille du
raffinose (RFO). La dégradation de 'amidon n’a g&& étudiée car elle se produit plus
tardivement, aprés I'émergence racinaire. Par epidr dégradation des RFO se déroule
pendant la phase de germination et peut étre peatignt compléte avant la sortie de la
radicule.

4.5.1 Composition initiale en sucres solubles

Les dosages de sucres solubles totaux indiquentvalesirs similaires chez les
différents génotypes, dans les cotylédons (84 ™g3) et dans les axes (186 mguS).
Cependant, la répartition est différente selong@sotypes d’hiver et de printemps. Chez
les pois de printemps, le stachyose est l'oligdsacde prédominant alors que chez
Champagne l'oligosaccharide majoritaire est le ascbse dans les cotylédons, et en égale
teneur avec le stachyose pour les axes (Fig. 7@&sDes cotylédons, Champagne a des
teneurs supérieures en saccharose (+ 18% /B e¥Bet en verbascose (+ 42% /T et +
76% /B), alors gqu'’il a des teneurs inférieures afimrose (3 fois moins /T et 4 fois moins
/B), en stachyose (2,3 fois moins /T et 2,5 foismadB) et en RFO totaux par rapport a
Baccara (B) et Terése (T). Les axes sont toujouss piches quelque soit le sucre
considéré par rapport aux cotylédons : 2,3 fois pesirsucres totaux (Fig. 73). Comme
pour les cotylédons, Champagne est plus riche graseose (+ 35% /T et + 148% /B) et
plus pauvre en raffinose (-54% /B et -27% /T) eckyose (-14%/B et -27%/T) que les
génotypes de printemps. Pour les teneurs en sasghat RFO, les axes de Champagne
ont des valeurs intermédiaires entre les deux gpestde printemps. Que ce soit au
niveau des cotylédons ou des axes, les grainesise@mportent trés peu de fructose et de
glucose et les teneurs trouvées sont inférieu@®a mg.g'MS. Aucun autre sucre n'est
détectable sur les spectres observés.

Une vitesse de dessiccation rapide augmente lauttegre stachyose (+18%) et
abaisse la teneur en verbascose (-23%) dans lgkdms et dans les axes des deux
génotypes sans modifier le total des RFO ni lauera sucres totaux (Fig. 73). Leffet sur
le saccharose, dans les cotylédons et dans les esevariable selon le génotype, il
augmente chez Champagne et diminue chez Baccara.
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Figure 73: Composition initiale en sucres soluldies graines de différents génotypes de pois.
A cotylédons ; B Axes.
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4.5.2 Evolution des RFO au cours de la germination

La mobilisation des différents oligosaccharidessdas cotylédons est trés faible et
elle est similaire pour les trois génotypes, lemportements different par I'état initial
(Fig. 74). Les plus grands changements portenfasdiminution du verbascose, les pentes
sont de l'ordre de 0,35 mg'yIS.h™. Le raffinose et le stachyose diminue trés lentgme
(respectivement 0,09 et 0,02 mgMS.hY). Aprés 24 h d'imbibition, il reste encore dans
les cotylédons 90% des RFO chez Baccara et Champagnpourcentage un peu plus

faible pour Térese (73%).
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Au niveau des axes, contrairement aux cotylédors, tdneur des trois
oligosaccharides diminue chez les trois génotypesoars de I'imbibition (Fig. 75). Pour
Champagne, I'oligosaccharide le plus fortement is#best le verbascose alors que pour
les pois de printemps c’est le stachyose. De mhez Champagne, la mobilisation du
stachyose est forte (2,05 mg\S.h?), elle est comparable & la mobilisation de cet
oligosaccharide par le génotype Térése (1,84 ™hyh') et supérieure & celle du
génotype Baccara (1,09 mgdS.h?). La mobilisation du raffinose est identique chex
trois génotypes et elle est en moyenne de 0,83 Hpdit. Aprés 24 h d'imbibition, les
teneurs des différents oligosaccharides chez Chgimepsont trés faibles alors que chez les
génotypes de printemps il reste encore beaucowgtagbyose, tout particulierement chez
Baccara (28 mg:iMS dans les cotylédons et 56 myMS dans les axes).

Une vitesse de dessiccation rapide ne modifie pas nlobilisation des
oligosaccharides dans les cotylédons, mais ralamtiguement la mobilisation du
verbascose dans les axes chez Champagne (Fig. 76).

Les basses températures ralentissent la mobilisdesndifférents oligosaccharides
exprimée par heure pour les trois oligosacchaed@®ur les trois génotypes. Par contre, si
I'échelle de temps prend en compte la températarexprimant la vitesse en temps
thermique, la mobilisation des oligosaccharidestnjfgas modifiée dans les cotylédons.
Dans les axes, seule la mobilisation du stachybse €hampagne est ralentie par les
basses températures (Fig. 76).

Baccara BSi

60

—O—raffinose 5C
—O— raffinose 5C

—O— stachyose 5C
—@— verbascose 5C
—O—raffinose 20C
—O— stachyose 20C
—&— verbascose 20C

Teneur - Axes (mg.g "*MS)

25

Temps de germination (DJ)

Teneur - Axes (mg.g ‘1MS)

—O— stachyose 5T
—8— verbascose 5C
—{—raffinose 20C
—— stachyose 20C
—&— verbascose 20C

0 5 10 15 20

Temps de germination (DJ)

25

Champagne

—O— raffinose 5T
—O— stachyose 5C
—@— verbascose 5C
—x— raffinose 20C
—— stachyose 20T
—&— verbascose 20C

Teneur - Axes (mg.g ‘1MS)

0 5 10 15 20 25

Temps de germination (DJ)

Teneur - Axes (mg.g "*MS)

Time (DJ)

Csi

—O—raffinose 5C
—O— stachyose 5T
—@— verbascose 5C
—— raffinose 20C
—O0— stachyose 20C
—— verbascose 20C
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4.5.3 Evolution des RFO totaux et du saccharose au courdale
germination

L'observation de la disparition de RFO totaux cong& que globalement, la
mobilisation des RFO est relativement faible dasscotylédons. La dégradation des RFO
est quasi inexistante chez Champagne (0,1 TWSgh?) alors qu’elle est pratiquement six
a sept fois plus importante chez Baccara (0,55 M¢Syh') et Térése (0,7 mgiyS.h).
Cependant, aprés 24 h d'imbibition, il reste enadaes les cotylédons 90% des RFO chez
Baccara et Champagne, un pourcentage un peu phie faour Térese (73%). Cette
disparition de RFO est concomitante avec une augtientde la teneur en saccharose.
Cette augmentation en saccharose dans les cotyléd@ss pas significativement
différente entre les trois génotypes et est de B4j'MS.h'. Bien que la teneur en
saccharose soit plus élevée apres 24 h d’imbibigonor le génotype d’hiver, Champagne,
cette teneur s’explique par des teneurs plus é&edées la graine seche et non par la
mobilisation des RFO.
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Figure 77: Evolution des RFO et saccharose dans
les axes embryonnaires au cours de la germination
du pois a 20°C.
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Au contraire, la vitesse de mobilisation des RF@sdies axes est beaucoup plus
rapide par rapport aux cotylédons, 52 fois chezn@fzgne, et de I'ordre de 5 fois pour
Baccara et Térese (Fig. 77). Champagne mobiligerapidement les RFO (5,19 mg.g
'MS.h? alors que la vitesse est moins rapide pour T&e8d mg.gMS.h?) et la vitesse
la plus lente est observée pour Baccara (2,38 ivSgh'). Aprés 24 h d’imbibition, il ne
reste plus beaucoup de RFO dans I'axe de Champkfealors que 34% reste chez
Térese et 72% chez Baccara. Bien que la dégradaésrRFO soit trés importante chez
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Champagne, cela ne se traduit pas par une vitéaseuchulation de saccharose plus
élevée que celles des génotypes de printemps TFig.Ceci est confirmé par la faible
corrélation obtenue entre la teneur en RFO totduba ¢eneur en saccharose (Fig. 78).
Aucun autre sucre soluble n’est accumulé, les tsnenl glucose et fructose sont souvent
trés faibles et sont inférieures & 2 mgMS pour le glucose et 3 mg®IS pour le
fructose. La dégradation des RFO ne conduit paseaaacumulation de galactose. En fait,
la teneur en saccharose est le reflet de la dégpadies RFO mais aussi de son utilisation
dans le métabolisme. L'utilisation de saccharosed@wutres sucres solubles simples
semble étre plus importante chez Champagne paontagyx deux autres génotypes. Entre
18 et 24 h dimbibition, 'amorce d’'une diminutiotle la teneur en saccharose chez
Champagne et Baccara est observee (Fig. 77) indiquee demande métabolique accrue,
les valeurs des monosaccharides étant toujourbasses.
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La vitesse de dessiccation des graines ne modielgvitesse de mobilisation des

RFO, ni la vitesse d’accumulation du saccharose tiscotylédons des deux génotypes,
ni dans les axes embryonnaires de Baccara (Fig. P8) contre, dans les axes
embryonnaires du génotype Champagne, une vitessgeskgccation rapide ralentit la
mobilisation des RFO (-31%) et I'accumulation decterose (3 fois moins). Apres 24 h
d’'imbibition, les axes des graines de Champagnatasabi une vitesse de dessiccation
rapide ont une teneur en RFO plus importante glliesagui ont subi une dessiccation lente
au champ.
Exprimé en degré jour, les cinétiques de mobilisaties RFO totaux et de I'accumulation
du saccharose sont tres proches aux deux tempEgatumiquement aprés 24 h
d’'imbibition, les basses températures retardenmhddilisation des RFO totaux dans les
axes de Champagne (Fig. 79).
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Figure 79 : Evolution des RFO et du saccharose dessixes au cours du temps exprimé en degré-jour.

4.5.4 Utilisation des sucres

La dégradation des RFO ne conduit pas uniqueméat@mulation de saccharose
(cf. paragraphe précédent) mais des composés ideusette dégradation peuvent
contribuer a la germination, en particulier, lapiestion, le maintien des structures en
place, les biosyntheéses et la croissance de lauladil utilisation de ces composés issus
de la dégradation des RFO et exprimée en mole ®ma, est estimée par la différence
entre la dégradation des sucres solubles totalxcetimulation du saccharose. Au niveau
des axes embryonnaires, le comportement des g@asotgrie énormément. Champagne,
qguelle que soit la modalité de dessiccation ouwctewitions de germination, mobilise de
plus grandes quantités de sucres solubles nomédsstil'accumulation de saccharose (Fig.
80). Les valeurs négatives obtenues chez Champaggneraient provenir d’une
mobilisation de I'amidon plus précoce dans les lédigns. Une vitesse de dessiccation
rapide augmente l'utilisation des sucres solublesdes cotylédons. Chez Champagne les
basses températures ralentissent I'utilisationsdeses solubles sans doute en lien avec le
retard de dégradation des RFO aprés 24 h dimbibigt une teneur en saccharose
légerement supérieure.

93



MS)
|_|

O Axes
m Cot

Utilisation des sucres (mmol C.g -~
N
T

i -

BCh5 BCh20 BSI5 BSi20 CCh5 CCh20 CsSi5 CSi20 TCh 20
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dessiccation et de germination.

A cause de la faible mobilisation des sucres setidans les cotylédons, le rapport
Sucres solubles dans les cotylédons /Sucres selulaas les axes, n’est pas un bon
indicateur de I'importance du transfert de carbohtel solubles des cotylédons vers les
axes. En effet les faibles valeurs obtenues pouaggort ne correspondent pas a un flux
important vers les axes mais a cette absence ddlisatbn des sucres dans les
cotylédons. De méme la faible augmentation de qegpad n’est pas due a un
ralentissement du transfert mais a une forte atibs des sucres dans les axes.

Lhydrolyse enzymatique des RFO libére une a tmoigles de galactose selon
I'oligosaccharide considéré et une mole de sacekarbe saccharose contribue-t-il aux
besoins cellulaires ou n’est —il qu’'un moyen delsage des glucides pour la croissance de
la plantule aprés la germination? L'effet cumuldalelus forte libération de saccharose et
une valeur plus élevée en saccharose dans la gsaéiciee permet a Champagne de
posséder un pool de saccharose plus important [gogermination par rapport aux
génotypes de printemps (Tableau 7).

Tableau 7 : Estimation de la contribution du saausa aux besoins des cellules de I'axe embryonnaire

Libération  pool théorique Pool mesuré de saccharose tilisation

saccharose saccharose a Oh apres imbibition Saccharose

des RFO  (mg.g'Ms) (mg.g'MS) (mg.g'MS)

(mg.g'MS)
BCh 20C 21,6 67,4 61,3 6,1
BCh 5C 30,3 76,1 63,8 12,3
BSi 20C 38,1 68,9 56,1 12,8
BSi 5C 38,7 69,5 48,0 21,5
CCh 20C 66,7 100,7 45,4 55,3
CCh5C 52,8 86,7 56,3 30,4
CSi 20C 53,8 94,9 48,6 46,3
CsSisC 42,4 83,5 42,7 40,8
TCh 20C 53,7 83,7 55,1 28,6
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Champagne est le génotype qui utilise le plus dehgaose pour les besoins des cellules,
au moins deux fois plus que les génotypes de pnipse méme lorsque les graines ont subi
une vitesse de dessiccation rapide. Le froid rdleatte utilisation chez Champagne mais
celle—ci reste a un niveau comparable a celle dissdeoprintemps a 20°C. Le saccharose
peut étre utilisé et n'est pas qu’'un moyen de stpekhe comportement de Baccara et de
Champagne est difféerent. Chez Baccara, une vitedssalessiccation rapide ou une
germination au froid va entrainer une utilisatioluspimportante de saccharose (x 2)
(Tableau 7). La combinaison des deux facteurs antgmencore plus cette utilisation (x
3,5). Pour Champagne, c’est l'inverse, plus les reamtes sont fortes et moins de
saccharose est utilisé.

Aucune accumulation de galactose n’a été mise atelee, ce qui suggere que le
galactose est mobilisé pour le métabolisme dedmgr Cependant, il n’est pas exclu que
ce galactose puisse étre utilisé pour la synthesadcharose accumulé dans la graine. Un
élément de réponse peut étre donné en calculaitisbtibn du saccharose par deux voies
différentes. La premiére considére que tout leajatze libéré par I'hydrolyse des RFO est
utilisé, c’est a dire aucune molécule de galactaseserait impliquée dans la synthése de
saccharose. L'estimation de l'utilisation du sacoka serait la différence entre I'utilisation
totale des sucres solubles et la valeur de ladilwér du galactose par les RFO. La
deuxieme voie consiste a calculer l'utilisation daccharose par différence entre les
valeurs de saccharose libre et piégé dans les RIFD &t & germination (24 h pour 20°C et
83 h pour 5°C). Lorsque la valeur obtenue par éamper calcul est inférieure a la valeur
obtenue par la deuxiéme voie, une synthése de aasehvia le galactose est possible.
Champagne contrairement a Térése ne semble paserulé galactose libéré pour la
synthése de saccharose (Tableau 8). Les vitesselesdéccation rapides et les basses
températures favorisent la possibilité de la miseréserve du galactose sous forme de
saccharose.

Tableau 8 : Mise en évidence de la possibilitéyddt®se de saccharose via le galactose.

Traitements Libération de Total sucre Utilisation Utilisation Calcull -
galactose utilisé saccharose saccharose Calcul2
(mmolC.g'MS) (mmolC.g'MS) Calcull Calcul2 (mmolC.g'MS)
(mmolC.g'MS) (mmolC.g*MS)

BCh 20C 0,604 0,854 0,250 0,212 0,037
BCh 5C 0,878 0,752 -0,127 0,431 -0,557
BSi 20C 1,223 0,813 -0,410 0,447 -0,857
BSi 5C 1,221 1,441 0,219 0,755 -0,535
CCh 20C 2,480 4,548 2,068 1,939 0,129
CCh5sC 1,979 2,361 0,382 1,067 -0,685
CSi 20C 1,847 3,179 1,332 1,623 -0,291
CSi5C 1,441 2,924 1,483 1,431 0,052
TCh 20C 1,869 1,988 0,120 1,004 -0,884
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Les résultats montrent que le compartiment le pklse et le plus impliqué dans l¢s
premiéres phases de mobilisation des sucres salubkt lI'axe embryonnaire. Les
différences entre Champagne et les pois de prirdem@ns la composition initiale d¢s
axes, portent sur l'oligosaccharide majoritairee herbascose pour Champagne ef le
stachyose pour les pois de printemps. Bien qué&dées oligosaccharides des axes soignt
mobilisés au cours de I'imbibition par les troisngdypes, Champagne se distingue pay la
disparition presque totale des RFO apres 24 h dinilon alors qu'il reste plus du tier
des RFO chez les pois de printemps. Cette forgadieon des RFO chez Champagne|ne
se traduit pas par une accumulation de sacchardse plevée que celle des pois |de
printemps. La mobilisation des RFO et I'accumulatidu saccharose dans les axes
embryonnaires de graines ayant subi des vitessededsiccation élevées sont ralenties.
Les basses températures en ralentissant le mésabe)i retardent la mobilisation des
RFO, cependant si cette cinétique est expriméesmpd thermique ce n'est qu'a 24 h
d’'imbibition que le ralentissement est observé ddas axes embryonnaires (e
Champagne. Le bilan carboné permet de mettre ategge que Champagne mobilise|de
plus grandes teneurs en sucres solubles non desditiaccumulation de saccharose dgnc
utilisés par le métabolisme.

4.6 Relations entre les différents aspects de la repasdu

métabolisme

4.6.1 Contribution de la respiration a la production desIR.

Si la voie COX est majoritaire, la consommation axygene pourrait refléter la
production d’ATP. Une relation linéaire a été tréaventre la teneur en ATP et la
consommation en oxygene au cours de I'imbibitios ftagments de graines de Baccara
ou a celle des graines entieres (GE) de Bacca@hampagne a 20°C (Fig. 81). La
consommation en oxygene conduit bien a la prodactidA\TP et non a une fuite des
électrons pour les graines qui ont subi une destsetrapide au cours de leur formation.
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Figure 81 : Relation entre teneur en ATP et consation en Q
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Les dosages d’ATP donnent la teneur en ATP a un enondonné dans le
déroulement de la germination de la graine, mdig e@leur résulte de la différence entre
la quantité produite et la quantité utilisée pamétabolisme. Pour avoir une idée de la
quantité produite d’ATP au cours de I'imbibition,euastimation peut étre faite a partir du
suivi de la respiration de la graine entiére ausale I'imbibition. Ce suivi permet d’avoir
d’une part, la consommation cumulée d’'oxygene paraine aprés une période de 6 ou de
12 h d'imbibition. Cette consommation en oxygeneitpétre utilisée pour calculer le
nombre d’ATP produits, en sachant qu'un atome djy@e permet théoriquement la
synthese de trois ATP (Raymond et al. 1985). D&aptart, le dosage de I'ATP donne le
stock en ATP a un temps précis 6 ou 12 h au seila dgaine. La différence entre la
production d’ATP et le stock permet d'estimer lendurs en ATP utilisées par le
métabolisme apres un temps donné dimbibition. eCettilisation reflete mieux les
potentialités des différents génotypes. Il estragsant de voir que moins de 0,5% de I'ATP
formé est présent dans la graine. Apres 6 h d’intibini Champagne a consommé 7 fois
plus d’ATP que Baccara et 1,7 fois plus que Té(Ege 82). Apres 12 h d’imbibition, bien
que les différences soient moins marquées, le exfasst des génotypes est identique.
L'application d’'une vitesse de dessiccation ramtmule la production et ['utilisation de
I'ATP par le métabolisme (Fig. 82).
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Figure 82: Utilisation de I'ATP formé depuis le délde I'imbibition.

La vérification de la justesse des valeurs absokre&TP calculées a partir de la
consommation en oxygene est difficile a faire daoise étude. En effet, la teneur en ATP
ne peut étre calculée que par rapport a une vitss®nsommation d’oxygene, cela pose
la question de quel pas de temps prendre poumigaer au dosage d’ATP. En prenant la
consommation d’oxygene des fragments de graineadeda, en une minute comme pas
de temps, une surestimation de la concentratidkl®de 1,5 a été trouvée par rapport a la
valeur mesureée.

4.6.2 Contribution de la mobilisation des sucres a la rasion.

Une mobilisation rapide des sucres devrait stimlderespiration en apportant des
substrats pour la chaine respiratoire. La cormatbtenue avec urf faible de 0,29,
indique que la respiration des graines entieredépend pas de la teneur en RFO donc de
la dégradation des RFO (Fig. 83).
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La respiration des fragments a 20°C et 5°C peut é&dliée a la vitesse de
mobilisation des sucres solubles totaux avec ae 10,64 (Fig. 84). Méme si la relation est
meilleure, ce résultat indique que la vitesse deilisabion des sucres est importante mais
d’autres facteurs jouent sur la vitesse de consdiomde I'oxygene.

4.6.3 Contribution de la mobilisation des sucres a la pradion
d’ATP.

La relation entre la teneur en ATP et RFO est m#i# dans le cas du génotype
Baccara (> 0,8) (Fig. 85). Pour Champagne, malgré une foégradation des RFO, ces
sucres ne semblent pas étre tous utilisés powulaiture d’énergie mais une partie, plus
importante par rapport a celle de Baccara, doiisaux biosyntheses. Pour une méme
teneur en RFO, la teneur en ATP est plus importansgue la germination se déroule aux
basses températures et encore plus importante desesitesses de dessiccation rapides
appliguées au moment de la formation de la grdda@s certaines conditions, ici dans les
deux cas plus difficiles, la priorité semble étrenm®e a la fourniture d’énergie au
détriment d’autres utilisations comme le montre aceumulation moins importante de
saccharose lors de I'imbibition pour les grainesCiimmpagne ayant subi une vitesse de
dessiccation rapide.
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Figure 85 : Corrélations entre la teneur en ATReeteneur en RFO en fonction des génotypes, des
conditions de températures de germination et desses de dessiccation appliquées au moment de la
formation de la graine.

4.7  Vitesse de germination et reprise du métabolisme

Un des objectifs principaux de cette étude estotepcendre la plus grande rapidité
de germination de Champagne des basses températlioggimum peut-elle s’expliquer
par une reprise du métabolisme plus rapide ? @it les meilleurs indicateurs d’'une
germination rapide ?

Particulierement au cours de la germination, lasoammation d’oxygene par la
graine est un processus primordial. La vitesseadmigation (a 20°C) peut étre reliée a la
respiration des fragments & 20°C aprés 40 min dhitibh (** = 0,83), indiquant que plus
la respiration des fragments sera forte et plugiames de ce lot auront tendance a germer
vite (Fig. 86). Cependant pour des respirationsefprl’écart au niveau des vitesses de
germination est élevé. La mesure sur un nombreédetgpes plus important permettrait
d’affiner cette relation. La relation avec la reapion des graines entiéres apres 6 h
d’'imbibition (¥ = 0,72) n’apporte pas plus de précision (peu datpeont disponibles)
tout en sachant que la méthode est plus lente.
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La respiration mitochondriale permet une producgtiitace d’ATP. Cependant les
modalités de sa reprise en début d'imbibition nmenptent pas de faire un lien avec la
vitesse de germination. Malgré I'importance du ktdtAMP et du réle de 'AK dans la
reprise du métabolisme, les teneurs en adénylatagxt et en AMP dans la graine seches
ne sont pas des marqueurs de la vitesse de geioninah effet, aucune corrélation n’a éte
trouvée entre les deux. Bien qu'une dessiccatipid@aentraine une augmentation des
adénylates dans la graine seche, la formation d&dies 12 h d’'imbibition dans les axes
embryonnaires est un meilleur indicateur de la geation (Fig. 87). La bonne reprise du
métabolisme énergétique, qui permet des biosyrghes@on les potentialités de la graine
séche, reflete mieux la vitesse de germinationteQeflation ne peut étre confirmée par
I'étude de la formation d’ATP par la graine enti@les 16 génotypes étudiés car les
mesures effectuées a 18 h sont trop tardives.

y = 2E-05x + 0,0039
R?=0,828

0,03 r

0,02 r

001 f Figure 87 : Relation entre teneur en ATP a 12h

Vitesse de germination (1/T50%, h)

- d’'imbibition.
0,00
0 500 1000 1500
Teneur en ATP des Axes a 12h d'imbibition
(nmol.g '1MS)

Un des réles le plus souvent cité pour les RFO dansibliographie, est qu’ils
constituent une source d’énergie rapidement malblésau cours de la germination. Nous
avons montré que le compartiment de la graineus phpliqué dans la mobilisation des
sucres solubles au cours de la germination est kambryonnaire. Aussi, des relations ont
été recherchées entre la vitesse de germinatidaseteneurs ou la mobilisation des sucres
au niveau de l'axe embryonnaire. La vitesse de mation est liée a la teneur en
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verbascose dans I'axe de la graine séche (;81), au temps de perte des 50% de REO (r
= 0,77) et a la mobilisation des sucres solubleautotautre que lI'accumulation de
saccharose {= 0,82) mais pas a I'accumulation en saccharose Baxe (f = 0.02) (Fig.
88). Le saccharose stocké dans I'axe ne joue paSlemans la germination au sens strict
mais pourra étre utilisé pour la croissance dedatple.
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4.8 Discussion

Des l'imbibition et la réhydratation des celluléactivité respiratoire, caractérisée
par la consommation en oxygene, reprend tres raq@de Cette activité respiratoire est
attribuée a l'activité des mitochondries (Benantaal€2003). Les valeurs mesurées sur les
trois génotypes étudiés sont comprises entre 80 amol Q.g*MS.min™ pour les graines
entiéres, et 600 nmol.mitg*MS pour les axes, valeurs en accord avec celleséas
dans la bibliographie sur le pois (Raymond et 8851 Walters et al. 2001). Au cours de la
germination, dans les axes et les fragments deagala capacité de la voie COX est tres
majoritaire (78-91% pour B et T ; 62-68% pour Cjiquant une forte implication de la
graine et en particulier des axes dans la produci&TP mais aussi une forte utilisation
de cet ATP pour les nouvelles synthéses. La vitdesgoissance de la plante est fortement
dépendante de la vitesse de respiration et decdleffé du couplage a la phosphorylation
donc de l'activité de la voie COX (Hansen et al. 20Florez-Sarasa et al. 2007).
Cependant, l'activitt de [I'AOX est souvent plusbl&ai dans les tissus non
photosynthétiques par rapport aux tissus chlordigimg (Moore et al. 2002). Dans la
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feuille, elle est proche de 50% chez le pois (AzB@to et al. 1983) et 40% chez
Arabidopsis (Florez-Sarasa et al. 2007). Les lots germent rapidement ont une
respiration totale élevée au niveau des fragmentdesugraines entieres. Cependant, nos
résultats montrent que Champagne ne présente pasapacité respiratoire plus élevée par
la voie COX des fragments et des axes, par ragporideux autres génotypes. Par contre,
la capacité de la voie AOX est plus importante dibampagne expliquant la respiration
totale plus importante.

La vitesse de germination plus rapide de Champagrait-elle liée a la capacité plus
élevée de la voie AOX de ce génotype? Le fait ¢prezyme oxydase alternative ne soit
pas liée a la force protonique permet une adaptdiexible et rapide de [l'efficacité
respiratoire de la mitochondrie garantissant laikté de la charge énergétique et donc de
la vitesse de croissance sous une certaine gammaridéion de I'environnement (Moore
et al. 2002, Fung et al. 2004, Fiorani et al. 20@#nlerberghe et al. 2009). Lors de la
reprise du métabolisme, outre une demande élevA&Rrune demande métabolique forte
en squelettes carbonés existe pour de nouvelldhésgs comme celle des acides aminés
ou acides nucléiques. Lorsque la voie COX est éatou limitée par la disponibilité en
adénylates, le fonctionnement de 'AOX permet laticwité des flux de carbone du cycle
TCA (Moore et al. 2002, Clifton et al. 2006) eévitdhihterruption des synthéses par
manque de production de squelettes carbonés. Beljitilisation des squelettes carbonés
pour les biosyntheses consomme de I'ATP, ce qunpele maintien de la respiration de la
COX a un niveau élevé (Clifton et al. 2006). Unraytoint important est que la chaine de
transfert des électrons produit des ROS. La quad&tROS formée peut étre diminuée par
le fonctionnement de la voie AOX (Purvis 1997, Mmoet al. 2002, Robson et
Vanlerberghe 2002, Fiorani et al. 2005, Wang et2@ll1) puisque I'AOX utilise les
électrons et 'oxygene pour la formation d’eau. @A aurait donc un effet tampon sur les
fluctuations de la respiration pouvant perturberdétruire la coordination métabolique et
conduire a un stress oxydatif (Rasmusson et aBR@ks auteurs soulignent I'importance
de la présence d’'une surcapacité de 'AOX pouéddisation de ces changements rapides.
Champagne, en ayant une plus grande capacité pieates) par la voie AOX, pourrait
mieux réguler le transfert des électrons et auaaitfinal, une production plus importante
d’ATP et de squelettes carbonés.

La respiration des graines entiéres est le résdkat’expression de la vitesse
d’'imbibition et de la capacité a consommer I'oxygerelle reflete mieux les processus se
déroulant dans les graines au champ. Cependatiliséition des fragments de graine est
un bon outil pour étudier la respiration et appaolds informations différentes par rapport a
la respiration des mitochondries isolées car Idkiles sont entieres et la respiration
integre bien les apports de carbohydrates. De neusbs études ont utilisé la
fragmentation de différents organes pour I'étudeadeespiration : des cubes de betterave
de 1-2 mm (Klotz et al. 2008), des disques folmidorge, de blé, de pois (Kumar et al.
2007), des fragments de feuilles et des apex dees¢Hu et al. 2006), des segments de
feuilles de 1mm d’épaisseur (Azcon-Bieto et al. 39&es derniers ont montré que la
respiration de segments de feuilles était similaiaelle mesurée dans les feuilles intactes
et ces auteurs ont considéré que les effets blessuir la respiration des tranches étaient
négligeables. Toutefois, si I'accélération et I'mgé@néisation de I'imbibition ne font pas
de doute, il serait intéressant de vérifier qu'awrs de la reprise de l'activité des
fragments, le déroulement des autres processusisniique a celui de la graine entiére.
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La consommation de l'oxygéne par la voie COX esupb®e a [Iactivité
phosphorylante permettant la production d’ATP grad¢@TPase. La production d’ATP est
bien corrélée a la consommation en oxygéne, qusoitegour les fragments ou la graine
entiere, plus la consommation en oxygene est &rptus la production en ATP est élevée.
Cependant, aucune différence significative de prtidn d’ATP en faveur de Champagne
n'est observée dans la graine entiére. Par cdréstimation de la quantité d’ATP formés
au cours de la germination, montre une productios phportante pour Champagne. La
teneur au moment de la mesure ne représente ded® SATP total formé. La vitesse du
turnover de I'ATP est trés rapide, la demi-vie 8P dans les cellules végétale est de
quelques secondes ; les concentrations cellulagstent faibles alors que de grandes
quantités d’ATP sont formées (Pradet et RaymondB18fnsen et al. 2002Au niveau
des axes embryonnaires, la teneur en ATP estupEsisure chez Champagne par rapport a
Baccara en particulier a 12 h d'imbibition. Ces xd@&éments vont dans le sens d’'une
meilleure capacité de production d’ATP chez Champggar rapport a Baccara. La vitesse
de germination est bien corrélée a la productidkTE' des axes aprés 12 h d’'imbibition et
non a une teneur en adénylate ou en AMP au débla dermination. Dans les axes
embryonnaires, l'augmentation de I'ATP est pluscpo® et plus importante chez
Champagne par rapport a Baccara. Cette augment@dé®reneurs en ATP débute aussi
tres t6t chez I'embryon de blé apres 6 h d'imbanit{Grass et Burris 1995). Parallelement,
la charge énergétique en adénylate (AEC) est emtissentre 2 et 14 h d'imbibition et
atteint une valeur de 0,75-0,8 pour les grainegms Cette valeur identiqgue a celle
trouvée pour le pois cv. Kalife par Al-Ani, est msiélevée que pour d’autres graines plus
proches de 0,90 comme le soja, la laitue, le taainge mais (Al-Ani et al. 1985).

Le fonctionnement de la chaine respiratoire et danproduction d’ATP peut étre
modulée pas l'apport en substrat provenant du cy€@, lui-méme alimenté par la
glycolyse. Une forte mobilisation des RFO dansri@ng de pois pourrait permettre une
meilleure alimentation de la voie COX et contribaeune plus forte production d’énergie.
Plus la teneur en RFO est faible et plus la tereesurATP est forte pour Baccara et
Champagne, cependant pour Champagne la corrékesiomoins bonne. Au cours de la
germination, les sucres solubles jouent un rélpgrdérant car 'amidon est dégradé plus
tardivement (Dirk et al. 1999). La teneur en RFQieva@n fonction des especes. Les
graines de pois présentent des teneurs importante®-O de I'ordre de 5,3-6,4% dans les
cotylédons des trois génotypes étudiés, ces valans proches de celles obtenues sur
graines entieres de pois (cv Esla 5,2%: Vidal-Maleeet al. 2002 ; cv Little Marvel 6,3%:
Kuo et al. 1988). De nombreuses études ont momieédiminution graduelle des RFO au
cours de la germination et une disparition apr&sj@irs (Vidal-Valverde et al. 2002) ; ils
constituent une source d’énergie importante rap&mmobilisable (Downie et Bewley al.
2000, Blochl et al. 2007, Zalewski et al. 2010)emBique le réle des RFO soit beaucoup
discuté en particulier chez le soja (Dierking ey&ii 2009), ils sont indispensables dans
les 42 premieres heures de la germination pouoite (Blochl et al. 2007). Cependant, une
forte teneur en RFO dans la graine séche, n'esupdson indicateur d’'une germination
rapide. Dans notre étude, la quantité de sucreslesl totaux ou de RFO dans la graine
séche n’explique pas la vitesse de germinationnalpisle de Champagne.

La relation verbascose - vitesse de germinatiomyvike dans notre étude, est
intéressante pour certaines légumineuses qui passéd verbascose dans leur graine
comme le pois, le haricot mungagna sinensiou la féeve (Kuo et al. 1988) mais son
utilisation sera vite limitée pour d’autres légueuses (soja, haricot, arachide) ou d’autres
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plantes comme le tournesol, les poacées et lesopbdiacées qui ne possedent pas de
verbascose (Kuo et al. 1988). De plus, comme cléezsE et Baccara, le verbascose n’est
pas toujours la forme prédominante des RFO chgwie La prédominance de certains
RFO dépend de la variété: le verbascose est najerithez Esla (Vidal-Valverde et al.
2002), la lignée RRRbRb (Lahuta et al. 2007), les pwlé Progress (Monerri et al. 1986)
alors que le stachyose est prédominant chez lepgmtéger cv Little Marvel (Kuo et al.
1988), le pois lisse cv Alaska (Monerri et al. 198@ster et al. 1988) mais aussi de la
taille des graines (Tableau 1, Ekvall et al. 20@B@pendant aucune information n’est
disponible sur la vitesse de germination car daasboup d'articles, la teneur en RFO est
mesurée en relation avec la qualité nutritionnééle graines ou pour étudier I'acquisition
de la tolérance a la dessiccation. Le verbascosst peut-étre pas I'élément important
mais il serait plutdét le reflet d’'un déroulement reat de la derniere phase de
développement. La teneur en raffinose trouvée demsotylédons des trois génotypes
étudiés est faible (< a 1,3%) et elle est prochedlle trouvée dans la bibliographie (0,1-
2%) (Monerri et al. 1986, Kuo et al. 1988, Corbunest al. 2000, Vidal-Valverde et al.
2002, Ekvall et al. 2006, Lahuta et al. 2007). Faueneur en stachyose, les valeurs sont
supérieures et comprises pour les trois génotypediés entre 1,5 et 3%, valeurs
supérieures a celle trouvée par Corbineau (20082 &accara mais comparables a celle
d’autres auteurs (Monerri et al. 1986, Kuo et 8Bg, Vidal-Valverde et al. 2002, Ekvall et
al. 2006).

Nos résultats sur la forte mobilisation des RFOsdass axes et la faible évolution
des sucres solubles dans les cotylédons indiquenactivité métabolique importante dans
les axes dés les premiéres heures d’'imbibitionsuiggerent aussi un réle primordial de
'axe dans la mobilisation des sucres solubles aursc des premieres phases de
germination, alors que les cotylédons auraientolm plus tardif. Cette activité accrue des
axes et la faible mobilisation des RFO dans leglédbns ont été observées chez le pois
(Lahuta et al. 2007) mais aussi chez le Soja (Kual.e1988) alors que chez le haricot
mungo (Kuo et al. 1988), le réle des cotylédonsphst précoce avec une diminution de
plus de 50% du verbascose et du stachyose darzgl lpeemiéres heures de germination
(Kuo et al. 1988). Le comportement de Champagne #&edégradation pratiqguement
complete des RFO dans les axes au cours des 24epgenheures de germination
ressemble au comportement du cultivar Alaska étpdiél’équipe de Koster (Koster et
Leopold 1988). Par contre chez les pois de pringgrBaccara et Térese, la mobilisation
des RFO apres 24 h d’'imbibition n’est pas compé&teparticulier pour le stachyose. La
variabilité de la vitesse de mobilisation des REQetrouve chez différents génotypes de
pois (1 jour pour le cv. Alaska, Koster et Leop@leB8; 6 jours pour le cv. Esla Vidal-
Valverde et al. 2002) et chez différentes légumiasyd jours pour le haricot et la lentille,
Vidal-Valverde et al. 2002, 1 jour pour le soja @ter et Leopold 1988) ou plus d'un jour
pour le soja (Guimaraes et al. 2001; Modi et ald20Cependant, ce temps est a relativiser
par rapport au temps nécessaire a la sortie dedlaule. En effet, nous avons trouvé une
corrélation entre la vitesse de germination eetafds nécessaire a la mobilisation de 50%
de la teneur en RFO contenus dans la graine seche.

Au cours de la germination la teneur en sacchamageente dans les axes des trois
génotypes étudiés, mais I'ampleur de l'accumulatd® saccharose ne reflete pas
I'importance de la dégradation des RFO en pargculhez Champagne. Cette dégradation
des RFO ne se fait pas au profit de I'accumulatdrexoses tel que le glucose ou le
fructose qui restent présents en trés faible qguéar(é & 3 mg.gMS) aprés 24 h
d’'imbibition. Ces valeurs obtenues dans notre ésaie en accord avec celles publiées sur
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les graines entiéres de pois (Vidal-Valverde e@02) ou sur les axes embryonnaires de
pois (Monerri et al. 1986, Ekvall et al. 2006) $es axes de haricot mungo (Kuo et al.
1988) ; ou sur les axes de soja (Kuo et al. 198&]iMt al. 2002) mais inférieures a celles
publiées sur les axes de pois et soja (d’envirom@0g*MS aprés 24 h d'imbibition;
Koster et Leopold 1988). Cependant, aucune indicatur le moment de la sortie de la
radicule n'est donnée, mais le déroulement de tenigation se fait a 25°C contre 20°C
dans notre étude et celle de Monerri et al. (19BGrkerdge et Dietrich (1996) suggérent
gue la non accumulation de sucres réducteurs sgiguhit par leur mobilisation rapide
dans la croissance de I'embryon. Nos résultats mphtue I'accumulation de saccharose
n'est pas un bon indicateur de la vitesse de getiomau pois mais que la différence
entre la mobilisation des sucres solubles totadaetumulation de saccharose donne une
meilleure indication de la vitesse de germinatican.dégradation des RFO est plus rapide
que l'utilisation du saccharose. L'accumulationsdiccharose semblerait étre un moyen de
stocker de maniére transitoire et simple des syooes le métabolisme de I'axe. Cette
augmentation temporaire du saccharose a été séaligar Bialecka et Kepczynski (2007).
Aprés 18 h d'imbibition, une diminution de la teneem saccharose est observée chez
Baccara et Champagne récoltés au champ. Cettee lshessaccharose s’amorce aussi a 18
h chez le pois et le soja (Koster et Leopold 19B8)tble plus précoce des hexoses dans la
germination du pois par rapport au saccharose metéré : en présence de l'inhibiteur de
la galactosidase responsable de la dégradatiorREEs I'apport exogéne de galactose
permet de lever I'inhibition de germination alonseql’ajout de saccharose ne compense
que trés partiellement cette inhibition (Bl6chl at 2007). De méme, la présence de
saccharose endogéne ne permet pas de palier itinhilde la galactosidase (Blochl et al.
2007). Cependant, I'apport de galactose en l'aleséed’inhibiteur de la galactosidase ne
stimule pas la vitesse de germination mais entraime augmentation de la teneur en
saccharose (Blochl et al. 2007). Outre la consitut’'une réserve de sucre, ce stockage
sous forme de saccharose permettrait aussi de enaimtes teneurs en monosaccharides
endogenes faibles au cours de la germination. B, éles monosaccharides pourraient
avoir une action directe sur la germination ou angon sur les voies de signalisation
(Dekkers et al. 2004). Ces auteurs ont montré gugetmination dArabidopsisthaliana

est fortement retardée par un apport exogene desgudn autre élément allant dans le
sens de I'hypothese du stockage sous forme de @asehpendant la germination est que
I'accumulation de ces monosaccharides se fait ge&la sortie de la radicule (Modi et al.
2002, Vidal-Valverde et al. 2002).

Le role des RFO dans la germination est controveémaéduction de l'activité des
enzymes de dégradation des RFO, certaines galdasesi, par 'emploi d’'un inhibiteur (1-
deoxygalactonojirimycine = FGJ) (pois Blochl et 2007) ou par l'action d’'un méthyl
ester de l'acide jasmonique (lupin, Zalewski et28l10) retarde la germination. Chez le
soja, Dierking conclut que les RFO ne sont palace énergétique essentielle au cours
de la germination (Dierking et Bilyeu 2009). Cepanig I'utilisation du FGJ ne fait que
retarder la germination de pois, au-dela de 66 hgdamination a lieu, grace a la
mobilisation des autres réserves (Blochl et al. 200¢ réle des RFO porterait plus sur la
capacité a libérer des sucres capables d'étresadildans le métabolisme mais d’autres
sucres pourraient jouer ce role. Cette similaréé bles entre différentsgalactosides a
été suggéree chez différentes especes au couasna@tuiration et du stockage des graines
(Vicia, Lahuta et al. 2005, Sarrasin ; Horbowiczabt 1998) et chez le soja d’autres
galactosides, des cyclitatgalactosides, sont présents (Obendorf et al. 2@@Brours de
la germination du soja, d’autres composés comme\ekitols et en particulier le pinitol
augmentent (Modi et al. 2002) alors que chez ls f@igalactopinitol n'a pas été détecté
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dans les graines (Frias et al. 2003), et les ©fslitD-chiro-inositol et D-pinitol sont
absents chez le pois (Lahuta et Dzik 2011).

Une vitesse de dessiccation rapide entraine desfpités différentes au niveau de
la graine. Une des conséquences de cette vitesdesdication rapide est 'augmentation
de la respiration des axes de Champagne, des fragraedes graines entiéres des trois
génotypes étudiés. Lintensité de la respirationrgot étre un indicateur de la qualité
physiologique des graines. Des fragments de graiedbes de pois présentent une vitesse
de consommation de I'oxygéne plus rapide que leot@ému que des graines primées
(Morohashi et Bewley 1980, Benamar et al. 2003% Msultats apportent plus d’éléments
en faveur d’une demande énergétique plus importantteainant une augmentation de la
consommation d’oxygene, que d’'un dysfonctionnengest mitochondries. Les teneurs en
ATP au début de I'imbibition des graines ayant sui® vitesse de dessiccation rapide sont
plus importantes par rapport aux graines ayant éch@ champ. L'augmentation de la
respiration est bien corrélée a une teneur en ALR plevée. De plus, le contrble
respiratoire montre que les mitochondries fonctionmm®rrectement et que lintégrité des
membranes n’est pas affectée aprés 22 h dimbihitimoment disolement des
mitochondries. Cette information a 22 h ne reflgias forcément l'état et le
fonctionnement des mitochondries en début d’imimbit Un isolement plus précoce
donnerait plus d’'informations, mais les méthodextiaction actuelles ne permettent pas
d’isoler correctement les mitochondries a partirndatériel peu hydraté (D. Macherel,
communication personnelle). Cependant, la respiraties fragments des génotypes
étudiés, en présence de FCCP, montre bien quedkegt de protons est limitant pour la
circulation des électrons dans la chaine respmatoé qui indique une absence de fuites
d’électrons et une capacité maximale non attei@ette demande énergétique accrue
s’expliquerait par la mise en place de mécanisneeséfaration. La dessiccation rapide
entraine des dégats membranaires se traduisaningaperte de lintégrité membranaire
des lots étudiés. Les composants cellulaires coteserganites ou ’ADN de la graine
subissent des stress considérables au cours dageephis de la réhydratation (Nonogaki
et al. 2010), au cours du stockage (Rajjou et Dgbad008). Au cours de I'imbibition, la
synthese d’enzymes et de composés contribue enit@ramux réparations des dégats
engendrés (Nonogaki et al. 2010). De nombreuseke®tsur le priming laissent supposer
que l'activité respiratoire est un élément indisgaie dans le processus de réparation
(McDonald 2000).

Nos résultats suggerent que des conditions comesevdesses de dessiccation
élevées entrainent un stress modéré et la miselaee ple mécanismes de réparation
permet d’obtenir des facultés germinatives éleveakyré les dégats observés. Cependant
si la vitesse de dessiccation est trés rapide ES8gtimulation de la respiration peut étre
moins importante par rapport a une vitesse de ctzd®n plus modérée des lots Na. Lors
de I'application de conditions trés stressantesmaerta détérioration contrélée, les dégats
engendrés sont trés importants, les mécanismespdeation ne se mettent pas en place et
la stimulation de la respiration n’est pas visilda, contraire la respiration est plus faible
par rapport au témoin. De méme, la faculté gernvieale ces lots chute. Chez le soja,
apres détérioration des graines, de faibles consdions d’'oxygéne ont été observées et
attribuées a une perte de l'intégrité de la voieXxG@mable et Obendorf 1986, Ferguson
et al. 1990). Les résultats obtenus par Benamal. g2003) montrent une respiration
relativement faible pour les graines primées ourémrations ont déja eu lieu et une
respiration des graines vieillies, supérieure anoié. Ces graines vieillies semblent se
comporter comme les lots de graines ayant subivitasse de dessiccation rapide et non
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comme les lots ayant subi une détérioration codrblLa différence entre les deux
traitements, vieillissement et détérioration coléed est que le vieillissement accéléré se
fait avec une humidité relative de 75% alors quesda détérioration controlée la teneur
en eau des graines est maintenue a 16%. La prédemzeforte hygrométrie au cours du
vieillissement pourrait permettre aux graines iie=l d’amorcer certains mécanismes de
réparation se manifestant par une forte respirati@is insuffisants pour obtenir un
pourcentage de germination éleve.

Une vitesse de dessiccation rapide modifie la compnsinitiale des graines en
augmentant les teneurs en adénylates totaux. Cagermtame la teneur initiale n’est pas
corrélée a la vitesse de germination, I'impact eéeltangement est faible. Les résultats sur
I’évolution des ATP confirment que les vitessesddssiccation n’induisent pas une plus
faible teneur en ATP. La seconde modification &dtdissement des teneurs en verbascose
dans les axes et les cotylédons de Champagne d@anlinsa synthese. Cependant ce
séchage rapide ne modifie pas assez cette terigaleien verbascose ou en RFO totaux
pour observer une modification significative deJitesse de germination. De méme,
malgré des retards dans la mobilisation des RF@eolutilisation du saccharose de I'axe
de Champagne observés par rapport a un séchageamp ccette utilisation reste plus
élevée que celles des pois de printemps ayantedessiccation au champ.

La meilleure tolérance au froid de Champagne adesjaune plante pourrait se
retrouver dans les tout premiers stades de dévetmgme au moment de la germination.
La respiration est affectée par les basses tempésaet diminue fortement entre 5-15°C.
Cependant Champagne a une respiration totale pipsriante que celle des pois de
printemps. Contrairement a ce qui était attendite @igmentation de la consommation en
oxygene ne provient pas d’'un meilleur fonctionnendmnta voie phosphorylante, la voie
COX mais d’'une augmentation de la capacité de I'A@»ec sa plus grande capacité de
respiration par la voie AOX, Champagne serait aagdtpour germer aux basses
températures. Des travaux sur des plantes trang&amettent en évidence que l'altération
de 'AOX n’a pas de conséquences dramatiques lerses conditions de cultures sont
optimales car la respiration par la voie AOX essdaa(Lei et al. 2010) mais affecte
fortement la plante en conditions de stress (Fioearal. 2005, Amirsadeghi et al. 2007,
Van Aken et al. 2009, Vanlerberghe et al. 2009)e ldngmentation de la capacité de la
voie AOX pour difféerentes espéces a été observéeoaditions difficiles comme en
altitude, avec une stimulation de 70% chez le iisnar et al. 2007) ou en conditions de
basses températures (Gonzalez-Meler et al. 1998undi et al. 2008, Lei et al. 2010).
Dans la bibliographie plusieurs études ont montré angmentation de la voie AOX
(Vanlerberghe et Mcintosh 1992, Gonzalez-Melen.et 299, Fiorani et al. 2005, Hu et al.
2006, Mizuno et al. 2008, Lei et al. 2010), enipatttie a une augmentation de la teneur en
protéine AOX apres acclimatation au froid, cependaatte augmentation de la protéine
n'a pas été observée chez le soja (Gonzalez-Mdlanl.e1999). Dans notre étude,
I'application du froid sur les fragments de graiees comparativement tres court, ce temps
correspond soit au temps de stabilisation de laconsation d’'oxygéne a 5°C dans la
cellule de mesure ou soit a une imbibition a 5°@daat 40 min et rend improbable le
processus de nouvelle synthése d’AOX. Les diagrasmafirrhénius obtenus confirment
la plus grande capacité de respiration de Champagrebasses températures avec une
rupture de pente a 15°C, indiquant une différermesd'activité métabolique. Cette rupture
de pente se situe a 12,5°C pour les axes embryesndé soja apres 48 h d’imbibition
(Duke et al. 1977) et a 25°C pour les feuilles deidot mungo (Gonzalez-Meler et al.
1999). La rupture de pente que nous avons obsestéseaucoup moins brutale que celle
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relevée chez le soja qui est une plante tropicate drés sensible aux basses températures.
Lorsque l'imbibition se fait aux basses températur®s résultats montrent une réduction
de la respiration totale a 25°C et 5°C. Ces bamsmapératures au cours de I'imbibition
retarderaient le déroulement de la synthése etitivité de protéines impliquées dans la
réparation des structures ou dans la mobilisatesnsiicres. Lapplication d’une vitesse de
dessiccation rapide entraine un abaissement daplacité de la voie AOX dans les axes
des trois génotypes donc les graines sont moins bienées pour faire face a des
conditions d’imbibition stressantes comme a bassapérature. Une imbibition des
fragments aux basses températures entraine uneutiam de la capacité de respiration se
déroulant a des températures favorables (25°C). draines détériorées pendant le
stockage deviennent plus sensibles aux stress peladgermination et peuvent perdre leur
capacité a germer (Rajjou et Debeaujon 2008). Lassds températures retardent
'augmentation des teneurs en ATP et la mobilisatitas sucres, en agissant sur le
ralentissement des activités enzymatiques. En, efféexpression du temps d’imbibition
se fait en temps thermique, les teneurs en ATRonemas plus basses a 5°C et la charge
énergétiqgue en adénylates ainsi que la mobilisalésnsucres évolue de la méme maniére.
La production d’ATP aux basses températures aaiépudiée. Cette forte teneur en ATP
peut refléter une sensibilité plus forte au froicupdutilisation d’ATP par rapport a la
production. Cependant, une longue durée de congmrvde litchi au froid (30 jours)
entraine une baisse des teneurs en ATP et ADPestaugmentation des AMP dans les
fruits (Liu et al. 2011). Ceci va plutét dans lensal’'une utilisation plus forte d’ATP par
rapport & sa production. La limitation de I'activitnétabolique par abaissement de la
température n’induit pas de changement de la vA8lE@ qui reste élevée, amenant Pradet
et Raymond (1983) a conclure a une réduction dngédi des voies de synthese et
d'utilisation de I'ATP.

Les graines comme d'autres organismes anhydrobiotésla capacité de se
déshydrater et de se réhydrater aprés un tempsradervation plus ou moins long. La
régulation du métabolisme énergétique au coursadiessiccation réhydratation est mal
connue. Dans les graines séches, la charge émgrgést basse, elle est de I'ordre de 0,12
- 0,35 chez le pois pouvant varier en fonction énajype et de la teneur en eau. Ces
faibles valeurs se retrouvent chez d’autres espg&degour les axes de blé (Grass et Burris
1995), 0,14 - 0,24 pour le tournesol (Corbineaale®002, Kibinza et al. 2006,). Cette
faible charge énergétique est en lien avec desitetasses en ATP, en ADP et des teneurs
élevées en AMP. La graine ne stocke pas d’énemgis ®rme d’ATP mais accumule de
I’AMP. Ce constat de I'accumulation de 'AMP estngéal, nous I'avons trouvé chez tous
les génotypes de pois et chez les difféerentes espisstées et méme chez les cystes
anhydrobiotes d'une micro-crevetfiatemia Les exemples trouvés dans la bibliographie
confirment cette richesse en AMP dans les grainesrganismes déshydratés, blé (Grass
et Burris 1995), tournesol (Kibinza et al. 20063v@atte marine (Glasheen et Hand 1988).
Cette accumulation d’AMP dans la graine en courdaddéshydratation, résulterait de
I'arrét de la production d’ATP par la phosphorydati oxydative, de la continuité de
I'activité du métabolisme méme s'il est réduit etl'detivité de I'AK. In vivo, de 'AK a
été localisée a la surface externe de la membrnateene des mitochondries du pois
(Zancani et al. 2001). En regardant I'évolution teseurs en adénylates dans différentes
publications, cette évolution particuliere des adktes s'observe avec des conditions
autres que conduisant a la déshydratation des gramags toujours avec des conditions
stressantes, limitant la production d’ATP. Cett@létion particuliere des adénylates se
retrouve lors d'un transfert des extrémités deneside mais excisées, de l'air vers des
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conditions d’anoxie (Saglio et al. 1980) ou lordaleonservation de fruit de litchi pendant
une longue période au froid (Liu et al. 2011) oweap/2 h d’incubation de graines de
tournesols a 45°C (Corbineau et al. 2002). Le aé&phent de I'équilibre de I'AK par
différentes conditions, a été déja souligné parcZanet al. (2001) avec au cours des
biosyntheses ou de transport, les niveaux d’ADPmamgent, par contre, avec des
conditions d’anoxie l'utilisation de I'ADP est fert Cependant, ces chercheurs pensaient
que cet équilibre pouvait étre influencé par I'atéi de I'apyrase, enzyme localisé sur la
surface de la membrane externe des mitochondripsretettant I'nydrolyse de I'ATP en
AMP. Nos résultats montrent que cette enzyme rpast nécessaire pour provoquer le
déplacement de I'équilibre de I'AK en faveur deptaduction d’AMP lorsqu’une certaine
activité métaboligue se maintient.

Au moment de la réhydratation, cet AMP accumulégeisence de traces d’ATP va
permettre d’amorcer par I'AK la production d’ADRjlstrat utilisé par I'ATPase de la
chaine respiratoire permettant la phosphorylatiogdatve, lorsque I'hydratation sera
suffisante. La stimulation de la consommation deygéne par les mitochondries de pois
de Baccara apres I'ajout d’AMP, le déplacement élguilibre de I'AK vers la production
d’ADP dans un systeme mimétique, et la simulati@otique de la reconstitution du pool
d’adénylates sont des éléments en faveur de ce lendgerégulation du métabolisme
energétique en lien avec I'anhydrobiose. Cette aungation de la teneur en ATP est aussi
observée lors du retour a des conditions plus &btes de température 25°C pour le litchi
(Liu et al. 2011) ou pour les graines de tournéSokrbineau et al. 2002). Lors des mesures
d’adénylates des axes embryonnaires de pois, nauns drouvé des valeurs plus élevés en
ADP par rapport au teneur en AMP qui serait dudgsiteneurs en eau plus élevéees. En
effet, a des teneurs en eau trés basses (4%MHAgnesrs en AMP des axes de tournesols
sont les plus élevées; ensuite avec I'élévatiotadeneur en eau (12%MF) les teneurs en
ADP tendent a dépasser les teneurs en AMP (Kikehzaa 2006).
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5. Discussion géenérale
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L'objectif de ce travail était d'identifier et di@erer les mécanismes des évenements
précoces permettant une vitesse de germinatiodeajss pois protéagineux en conditions
optimales ou en conditions sub-optimales telles Egwgosition au froid. Les basses
températures peuvent se rencontrer au moment das gei sont susceptibles d’étre de
plus en plus précoces afin d’'éviter les stresamiwres et hydriques de fin de cycle. Les
semis peuvent ainsi intervenir plus tét pour les gl printemps, et a I'automne pour les
pois d'hiver. Les conditions régnant lors de lamfation des graines influent sur leur
qualité physiologique. En particulier, une desdioctarapide de la graine a la fin de son
développement pourrait modifier ses potentialitésoenpromettre le bon déroulement de
la germination ou I'aptitude a la conservation.

Le premier élément associé a une germination rapgleen lien avec la vitesse
d'imbibition des graines (Fig. 89). Dés la réhydtan des cellules, l'activité
mitochondriale permet une activité respiratoireséée Les graines entiéres de Champagne
présentent une respiration plus importante que gesnes des pois de printemps.
Cependant, cette différence, entre les génotygest plus visible avec les axes ou les
fragments qui ont une méme teneur en eau. La ed&pirplus forte, observée sur les
graines entiéres, est a relier aux vitesses d'iitibibplus rapide de Champagne. Pour une
méme teneur en eau, les capacités de respiratiddadeara, Térése et Champagne sont
proches : de 100-120 nmol.rig*MS pour les fragments de graines et d’environ 600
nmol.min*.g*MS pour les axes. Les graines ayant subi une eitdsslessiccation élevée,
présentent une imbibition plus rapide au début alegérmination qui entraine une
augmentation de la respiration. Cependant unesétds dessiccation rapide peut induire
des ruptures de membranes mais le pois est uneecspé résiste bien aux dégats
d’'imbibition par rapport a d’autres légumineusesnome le haricot et le soja (Duke et
Kakefuda 1981). Par contre d’autres traitements,ncenes basses températures, retardent
I'imbibition mais la respiration est plus élevéeszhes fragments de Champagne que ceux
des pois de printemps. Cet effet imbibition seowte au niveau des axes, lorsque elle se
déroule a 20°C, au sein de la graine, les axeshden@agne s’'imbibent plus vite au début
de l'imbibition (6-12 h) par rapport aux pois denpemps, se traduisant par une plus forte
teneur en ATP.

La deuxiéme étape est la réactivation de la phogfdimm oxydative au niveau de la
chaine respiratoire (Fig. 89). Attuci et al. (1991diquent que le principal mécanisme de
régénération de I'ATP dans les graines, apres irmbibiest la phosphorylation oxydative.
L'AK semble jouer un rdle important en convertissBAMP stocké dans les graines en
ADP pour réamorcer la production d’ATP par I'ATPade la voie COX. La quantité
d’AMP ou celle des adénylates totaux de la gragahe ne sont cependant pas reliées a la
vitesse de germination. L'activité de I'AK est isdensable a la reprise de la respiration
mais ne parait pas étre un point de régulationgdoar moduler la vitesse de germination.
Nos résultats montrent que la voie COX est majogitat puisqu’elle est phosphorylante,
elle contribue effectivement a l'approvisionnem@&mé¢rgétique des graines. En effet, plus
la consommation en oxygene est élevée et plusuteen ATP est forte. En intégrant les
valeurs de vitesse de consommation d'oxygéne messardifférents temps, il est possible
d'estimer la quantité totale d’'oxygene utilisé paune période donnée. Pour les graines
entiéres cela nous a permis de calculer la quattitde d’ATP formée pour un temps
déterminé au cours de I'imbibition. Champagne stirdjue des génotypes de printemps
par sa forte production et utilisation d'ATP, suttaprés 12 h d’'imbibition. En effet, Pradet
et Raymond (1983) soulignent qu’avec une faibleoetstante quantité d’ATP, la cellule est
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capable de satisfaire sa demande énergétique.nearteen ATP n’est peut-étre pas le
meilleur critere pour estimer la vitesse de gertidgmamais une corrélation entre la teneur
en ATP des axes a 12 h d'imbibition et la vitessgelenination a été obtenue. Cependant,
Meyer et al. (2009) soulignent gu'une productioficate d’ATP par la respiration est
cruciale pour une germination rapide. Par ailleurssuivi fin de la production d’ATP des
graines de Baccara a été réalisé au cours de fairgdion. Une forte augmentation de la
teneur en ATP a lieu entre 6 h et 14 h dimbibitiddette relation ATP-vitesse de
germination pourrait étre affinée en utilisant leesse de production d’ATP, donnée par la
pente entre 6 et 14 h correspondant au début deaplall serait intéressant de vérifier
pour les 13 autres génotypes si la vitesse de gation rapide est liée au temps de
latence, a la vitesse de production d’ATP et ayptepour atteindre le plateau.

La troisieme étape de régulation de la vitesseedaigation serait la régulation de la
phosphorylation oxydative par la demande en ATR.(BB). En effet, la voie COX est
régulée par le gradient de protons qui est religapport ATP/ADP (Noctor et al. 2007). Le
systéme de contrdle le plus fort de la respiraersitue au sein méme de la chaine de
transport des électrons au niveau de la mitocher{tjamberdiev et Kleczkowski 2006).
Avec l'imbibition, le métabolisme devient actif ¢é& demande en énergie est forte.
L'utilisation de 'ATP dans les graines entieres @ss élevée chez Champagne par rapport
aux pois de printemps Baccara et Térése. De méeseyitesses de dessiccation élevées
entrainent une augmentation de la respiration d&grfents pour une méme teneur en eau,
donc cette respiration est indépendante de lasétedmbibition. Cependant, cela ne se
traduit pas par une accélération de la germinatamncette augmentation de la respiration
serait provoquée par une forte utilisation d’ATPupdes réparations des différentes
structures comme les systemes membranaires toyrékes vitesses de dessiccation
rapides et mis en évidence dans les mesures deictonid. Cette augmentation de la
respiration ne semble pas étre le reflet d’'un maufeanctionnement des mitochondries et
elle se traduit par une teneur en ATP plus fortelé@out de I'imbibition. En cas de stress
important comme induit par la détérioration corég)lcette augmentation de la respiration
n'est pas visible et les réparations ne se fergiast conduisant a une diminution du
nombre de plantules normales. Cette altératioradgefmination est observée au cours de
la détérioration contrélée du tournesol et elledéstitant plus forte que la teneur en eau de
la graine est élevée (Kibinza et al. 2006). De plascomparaison des graines de Térese
ayant subi une dessiccation rapide en conditiongr@ées par rapport a celles récoltées au
champ montre une utilisation pratiquement similaieel’ ATP et une perte d’environ 40%
de plantules normales. Ces résultats suggerentegugystemes de réparation sont moins
efficaces pour le lot de graines de Térese aydntdes vitesses de dessiccation rapides.
Par ailleurs, en intégrant les lots des différa@sotypes, des lots ayant subi des vitesses
de dessiccation différentes et des germinationsbasses températures une corrélation a
été trouvée entre la consommation en oxygene dgsénts et la vitesse de germination
des lots. Cependant, cette corrélation peut étverifee par I'impact fort des basses
températures sur la respiration mais aussi papéichsur d’autres réactions enzymatiques.
L'autre relation trouvée entre respiration et \8eegle germination concerne les graines
entieres, mais elle intégre les vitesses d’'imhmhitqui affectent aussi la respiration. La
respiration et la production d’ATP reflétent pluselactivité cellulaire mais ne sont pas des
indicateurs fins d’une vitesse de germination. Gstien accord avec les conclusions de
différents auteurs sur le tournesol montrant gA&C et les niveaux d’ATP n’étaient pas
de bons indicateurs de la capacité a germer (Ceahiet al. 2002, Kibinza et al. 2006).
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Un autre élément de régulation de la vitesse dmigation est la disponibilité en
sucres solubles pour alimenter la respiration atrio des squelettes carbonés pour les
biosyntheses en lien avec la germination (Fig. 83ns notre étude, il est difficile de
distinguer la part des sucres solubles utilisédgahnaine respiratoire de celle utilisée pour
les biosynthéses sur toute la durée de la germmmaRour Klotz et al. (2008), le statut
énergétique de la cellule régulerait la respirajan le contréle du flux de carbone au
niveau de la glycolyse et de la vitesse d’entréeatbone dans le cycle TCA. Au niveau
de la respiration, l'autre différence entre les grgénotypes étudiés est une capacité
respiratoire de la voie AOX toujours plus imporapour Champagne. La respiration aux
basses températures et les diagrammes d’Arrhéromsremt que Champagne est capable
de maintenir une respiration totale plus élevée laasses températures par rapport aux
pois de printemps. Cette augmentation de la ragpirast en lien avec une augmentation
de la capacité de la voie AOX. Cette voie AOX paiirjouer un réle important dans la
stabilité du systéme avec le maintien d’'une pradocélevée d’ATP au niveau de la voie
COX et le maintien des syntheses grace a la dibpibdides squelettes carbonées (Moore
et al. 2002, Fung et al. 2004, Fiorani et al. 20@mlerberghe et al. 2009). De plus,
laugmentation de I'activité AOX est corrélée ali@egmentation des niveaux de pyruvate
intracellulaire (Dinakar et al. 2010). La mobiliset des sucres solubles se fait
principalement dans les axes embryonnaires pogetmination. De facon plus globale,
I'utilisation des sucres est trés nettement supégiechez Champagne par rapport aux
génotypes de printemps. La vitesse de germinatisngdgines est corrélée a l'utilisation
des sucres solubles totaux des axes embryonnb@ggsucres solubles sont indispensables
pour une bonne germination, pour le pois ce sostRI€O. Pour le soja, les RFO ne sont
pas indispensables a la germination (Dierking &telBi 2009) cependant, d’'autres sucres
solubles pourraient étre utilisés comme deamlactosides, autre que les RFO chez le soja
(Obendorf et al. 2008) ou le planteose, autre tadgtsaccharose, chez la tomate et
I'impatiens (Gurusinghe et Bradford 2001). Lorsdaelemande énergétique est forte, le
fait d’avoir la forme prédominante des RFO sousnirde verbascose pourrait étre un
avantage car la dégradation du verbascose condaicalibération de trois galactoses pour
un saccharose. Le galactose pouvant étre épiménsglucose et étre utilisé dans le
métabolisme (Buckeridge et Dietrich 1996), limitdimtervention de I'invertase pour
I'hydrolyse du saccharose. En effet, 'accumulatioe saccharose n’est pas un bon
indicateur de la vitesse de germination et ref@terplus la régulation des
monosaccharides. La mobilisation du saccharosaiseléis tardivement au niveau de la
germination, un peu avant la sortie de la radiculee vitesse de dessiccation induit des
modifications dans la graine seche mais ne mogiie les teneurs en RFO totaux, ces
modifications ne permettent pas de mettre en évaldas différences de germination.

Un autre élément a prendre en compte est I'agtituth conservation (Fig. 89). Des
modifications de la graine aprés une vitesse dsictzdion rapide n’ont que peu d’'impacts
lorsque les graines sont mises a germer rapidenmeais peuvent avoir de graves
conséquences apres un stockage. Cette perte detéapgermer aprés stockage a été mise
en évidence avec les graines vertes de soja (Rieobe Padua et al. 2007). Aprés un
certain temps, la graine semble ne plus avoir pmc# d’augmenter sa respiration pour
fournir I'énergie nécessaire pour les réparatidpses trois jours de détérioration contrdlée
a 40°C, aucune stimulation de la respiration n&aaiservée. La détérioration controlée
engendrerait un stress trop fort et les grainesaeveraient dans la phase d’épuisement
proposée par Kranner et al. (2010). Les teneuradgmylates sont plus fortes apres
I'application d’'une vitesse de dessiccation rapideaprés une pré-germination et séchage
priming mais ne semblent pas étre des élémentsebmb d’expliquer une durée de vie

113



plus courte. Par contre lI'augmentation des poaldédylates lors du traitement de pré-
germination et séchage pourrait contribuer a lairdition du temps de latence et a
'augmentation de la vitesse de germination dem@gaqui caractérise de tels traitements
de "priming" au niveau industriel.
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Figure 89 : Schéma global indiquant les points éigulation en lien avec la vitesse de germination.

Le froid n'’empéche pas la production d’ATP maiserndit la mobilisation du
stachyose dans les axes embryonnaire de Champagmeitesses de dessiccation rapides
entrainent des répartitions différentes au seinRI&S et diminuent I'utilisation des sucres.
Toutefois, les deux types de traitement affectend [a germination exprimée en temps
thermique (DJ). Cependant, le cumul d’'une vitesseddssiccation rapide lors de la
formation des graines et la germination aux bass@gératures augmentent les risques
d’'une germination plus difficile surtout si des iges doivent étre stockées. Nous avons
montré qu’environ 10% des graines des pois degirips n’étaient plus capable de germer
lors du cumul de ces deux traitements.
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Conclusion et perspectives

Notre étude a permis d'une part de comparer le cotament de différents
génotypes de pois protéagineux en fonction dedanse de la germination a différentes
températures. D’autre part, nous avons dégagétdpsseimportantes au tout déebut de la
germination, en particulier sur la reprise du méliasme énergétique et nous avons mesuré
I'impact des vitesses de dessiccation sur les piatiés de la graine et I'impact des basses
températures sur la germination.

Champagne présente une germination plus rapide Bperara et Térese, a
'optimum ou aux basses températures. Cependatd capidité ne se retrouve pas au
cours de la phase d’élongation conduisant a laeléRaveneau et al. 2011). Est-ce une
adaptation de Champagne pour mieux résister adrften effet, les pois protéagineux sont
plus tolérants au froid, au stade végétatif, lordgseplantes ne sont pas tres développées
et qu'elles sont au stade rosette (Lejeune-Héntuat.e2005, Dumont et al. 2011). A
'optimum, cette rapidité de germination se retropeair la population de génotypes de
pois d’hiver testées. Aux basses températures séfiaration des deux populations n’est
pas significative, cependant, les graines des rdift§ génotypes testés n'ont pas été
produites dans les mémes conditions. Une produciegraines dans une méme région,
avec une récolte manuelle, sur un étage particddida plante, devrait étre envisagée pour
limiter les facteurs de variation comme pour lesstgénotypes étudiés.

La vitesse de germination plus rapide de Champagmlique par une imbibition
plus rapide et par une plus forte utilisation déEPAet des sucres solubles. L'axe
embryonnaire est trés fortement impligué dans lamg®tion. Cette forte activité se
retrouve au niveau de la respiration, de la pradnct’ATP et de la mobilisation des
sucres solubles. La vitesse de germination eséléara I'utilisation des sucres solubles de
'axe embryonnaire et a la formation d’ATP apres L ®@’imbibition. Ces deux facteurs
semblent étre des indicateurs de la reprise dubukgene, et I'utilisation des sucres
semble mieux refléter la reprise des biosynthésdere la vitesse de germination. Il serait
intéressant de confirmer ces relations en intédemnvaleurs d’autres génotypes de pois.
De méme, la cinétique fine de production d’ATP pdBaccara montre une forte
augmentation de la teneur en ATP entre 6 et 14 imbabition, quand est-il pour
Champagne? Retrouve-t-on les mémes cinétiqueslehggnotypes qui ont une vitesse de
germination rapide? Contrairement aux axes, la lisaibn des sucres solubles est faible
dans les cotylédons, alors que la respiration antgrepres I'application d’une vitesse de
dessiccation rapide en fin de développement dedme Au cours de la germination, la
mise en place des réparations se ferait dans lg€dohs, expliquant I'accroissement de la
respiration aprés un stress, mais la forte mohitisades sucres solubles n’a lieu qu’apres
la sortie de la radicule. Quel est le role des REg2kés dans les cotylédons par rapport a
celui de 'amidon, dans la croissance de la pla®ulla réalisation de I'étude sur un temps
plus long, permettra d’appréhender le transfert a@bohydrates des cotylédons vers la
plantule et leur impact sur la croissance.

Le génotype d’hiver, Champagne se démarque pautilisation plus forte de sucres

et d’ATP. Les mesures sur les fragments de grainas ont permis de nous affranchir des
différences d’'imbibition entre les génotypes etvdia plus rapidement des données.
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Cependant, la vitesse de respiration ou des teddirsont des mesures ponctuelles, qui
ne traduisent que faiblement ce qui se passe aauwide la graine pendant la période
d’'imbibition. La mesure de la respiration de laigeaentiere permet d’avoir la quantité
d’oxygéne consommé sur un pas de temps choisie @atsure devra étre adaptée, pour
pouvoir mesurer cette consommation sur toute leo@éravant la sortie de la radicule et
non seulement sur une période de 12 h d’'imbibitloestimation de la quantité d’ATP
produite a partir de la consommation en oxygeneadétre affinée pour étre plus précise.
Si cette estimation est bien reliée a la producttXTP, cela représenterait une mesure
moins colteuse et plus informative sur I'activiggld graine, que des dosages d’ATP. La
vérification de I'existence d’une relation avew/ltesse de germination permettrait d’avoir
un indicateur de la vitesse de germination. De,plune mesure des flux des ATP serait
plus intéressante que des mesures ponctuellegrgtl@erait I'approche de la reprise du
métabolisme énergétique. Par ailleurs, I'étuderdigschondries de Champagne révelerait
peut-étre d’autres différences avec le pois detgmips Baccara, en particulier aux basses
températures. Cependant, malgré toutes ces anti@wa dans I'approche du
fonctionnement de la chaine respiratoire, le p&@nplus crucial et le plus délicat est la
distinction entre la part du métabolisme impliqgdéas les réparations et la part impliquée
dans les biosynthéses. C’est cette derniére qublsehd¢e a la vitesse de germination.
L'utilisation d’inhibiteur de la galactosidase @& chez le lupin réduit I'’hydrolyse des
RFO et retarde la germination (Zalewski et al. 20d®)rrait peut-étre donner quelques
éléments de réponse.

Une autre grande différence entre Champagne qidissde printemps Baccara et
Térese est une capacité de la voie AOX supéricieg te génotype Champagne. Cette
caractéristique est-elle liee a sa grande vitesgerination a des températures optimales
ou inférieures a cet optimum? Létude de cette ctpAOX serait intéressante a realiser
sur les différents génotypes de pois. De mémaydetde mutants, ou de plantes modifiées
au niveau de ce systeme enzymatique permettramidex comprendre son implication.
Par ailleurs, la vérification de I'hypothése d'upeoduction plus faible de ROS chez
Champagne serait a faire, en particulier aux bassegératures.

Les vitesses de dessiccation n’entrainent pas erie ge capacité de germination, ni
de grands bouleversements dans la composition eoolalisation des sucres solubles,
mais induisent une perte de l'intégrité des memlzataine stimulation de la respiration
au moment de la germination. L'explication la pplausible, en fonction des différents
résultats obtenus sur les mitochondries, ainsi syele couplage de la respiration et la
forte production d’ATP, est la mise en place de anémes de réparation. Ceci est difficile
a verifier car ces mécanismes de réparation todicheaucoup de structures ou de
composés cellulaires. Cependant, la mise au poimedméthode d’extraction des
mitochondries dans un matériel peu hydraté peraietitapporter des réponses claires sur
le degré d'intégrité des membranes et du fonctioramd mitochondrial entre les différents
lots étudiés. Le génotype Teérése a été peu étudi@veau métabolique. Cependant ce
génotype est trés affecté par les fortes vitesseleskdccation, car lors du test de la faculté
germinative le nombre de plantules normales dimietiel mériterait une étude plus
approfondie. Outre le fait que ces vitesses deidmg®n modifient peu les potentialités
initiales de la graine pour la germination, ellesnsanifestent cependant par la perte de
I'aptitude a la conservation. Il faut cependantpelpr que des vitesses dessiccation aussi
élevées ne se rencontrent pas sous les condifiomtiques en France. Des modifications
plus prononcées pourraient étre induites par desnahces de température ou des cycles
d’hydratation - réhydratation. En effet, des alterces de températures fortes stimulent la
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formation de RFO chez le lupin (Piotrowicz-Ciesl&006) et plusieurs cycles
d’hydratation - déshydratation de cotylédons des paifectent le fonctionnement
mitochondrial avec une baisse de la respiratioduetontréle respiratoire (Morohashi et
Bewley 1980). De méme, le pois est une espece égiste bien aux vitesses de
dessiccation élevées par rapport au haricot, lapeoamson entre ces deux espéces serait
intéressante. Par ailleurs, que se passe-t-il pg¢reatockage? Quelles sont les quantités
minimales d’AMP pour le redémarrage du métaboligmergétique ? Les graines primées
ne se conservent pas longtemps et pourtant dares étatle elles montrent une teneur plus
élevées en adénylates totaux et en AMP.

Les basses températures ne modifient pas beaueod@rdéulement des premiéres
étapes de la germination. Certes, ces basses tomgdr ralentissent la germination mais
cela semble plus en lien avec la sensibilité detesyes enzymatiques a la température, car
lorsque le temps est exprimé en temps thermigsejiféérences s’estompent. Cependant,
Champagne présente un maintien de la respirati@nbasses températures que I'on ne
rencontre pas chez Baccara ou moins important Téezse. Ce maintien de la respiration
chez Champagne est lié a la capacité de respirdiéofa voie AOX. Les vitesses de
dessiccation rapide suppriment ce maintien dedpiraion aux basses températures pour
Champagne et Térese. Dans cette étude, nous nousesopfus particulierement focalisés
sur les basses températures mais le comportem&tiatapagne aux températures au-dela
de I'optimum est tout a fait intéressant avec celtiigte brutale de la vitesse de germination
et ce comportement mériterait une étude plus appdié.

Outre I'importance de ces résultats pour la comgmsion des meécanismes de
déroulement de la germination et leur transposiiox conditions au champ, ils apportent
une approche complémentaire aux travaux réaliséd’autres thématiques non abordées
dans cette étude comme la recherche de QTL, léqgrogue et I'étude des régulateurs de
croissance. En effet, a 'INRA de Mons, une popalatde lignées recombinantes a été
obtenue & partir des génotypes Térese et Champlagreeherche de QTL de résistance au
froid est en cours (Dumont et al. 2011).
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Sigles et abréviations

AOX : oxydase de la voie alternative

AEC : charge énergétique en adénylate

AK = ADK : adénylate kinase

Cipan : culture intermédiaire piege a nitrate

COX : cytochrome oxydase

CSP 310 : cold shock protein avec un poids moléeutte 310KD.
DGJ : 1-deoxygalactonojirimycin

DJ : degré-jour

FCCP : p-trifluoromethoxy-carbonyl-cyanide-phenylrgzone
FRG : fin du remplissage du grain

GE : graine entiére

GS : graine séche (stade récolte)

H.O; : peroxyde d’hydrogene

HPLC: chromatographie liquide a haute pression

HR : humidité relative

KCN : cyanure de potassium

LEAm : protéine mitochondriale late embryogenebigralant
LEVA : laboratoire d’écophysiologie et agroécolagie

ND2 : déshydrogenase NAD(P)H de type Il

PAC : politique agricole commune

PMG : poids de mille grains

PMS : laboratoire de physiologie moléculaire deaesges
PUMP (Plant Uncoupling Mitochondrial Protein) : f#imes découplantes dans les
mitochondries végétales

QTL : quantitative trait locus

RC : contrble respiratoire

RFO : oligosaccharides de la famille du raffinose

RMN : résonnance magnétique nucléaire

ROS : reactive oxygen species.

SHAM : acide salicyl-hydroxamique

TCA : cycle des acides tricarboxyliques

UCP (Uncoupling Protein) : protéine découplante

UQ : ubiquinone

135



EFFET DES VITESSES DE DESSICCATION DE LA GRAINE ET DES
BASSES TEMPERATURES SUR LA GERMINATION DU POIS
PROTEAGINEUX..

Résumé francais

Des semis précoces permettent d’allonger les cyldesulture du pois protéagineux
et d’éviter les stress hydriques et thermiquesifsgarde qui contribue a la maitrise des
variations de rendement. Les obijectifs de ce tteait 1) d’étudier le comportement de
différents génotypes de pois au cours de la getroman réponse a la température ; 2) de
déterminer limpact des vitesses de dessiccationte@mpérature élevée sur les
caractéristiques des graines, leur germinatioewetdonservation ; 3) d’explorer la reprise
du métabolisme énergétique et la mobilisation desres solubles au cours de la
germination et de déterminer I'impact d’'une vitedsedessiccation rapide aprés la phase
de remplissage et des basses températures peadgermination. Les pois de printemps
Baccara et Térése et le pois d’hiver Champagneepté&st une température de base
identique et trés basse de -1,1°C. Le génotype @agne a une vitesse de germination
plus rapide que les deux autres génotypes, desdtmnpératures jusqu’a I'optimum. Les
vitesses de dessiccation élevées ont peu dimpactlas germination mais affectent
fortement I'aptitude a la conservation des graimessurée apres détérioration controlée.
Cela est associé a une augmentation de la condédtiztduisant des dégats cellulaires, en
particulier au niveau des membranes. La vitesseéélele germination de Champagne
s’explique en partie par une grande vitesse d'’iftibilp permettant une respiration plus
forte. Une corrélation entre la consommation engexy et la production d’ATP a été
trouvée. Champagne présente également une cagadaévoie alternative, une utilisation
d’ATP et de sucres solubles plus élevées que lestgges de printemps, Baccara et
Térése. Lutilisation des sucres solubles des axelkryonnaires, aprés mobilisation des
RFO, est bien corrélée avec la vitesse de gerromabe fortes vitesses de dessiccation
entrainent une augmentation de la respiration guaisa relier a la mise en place de
mécanismes de réparation. Les basses tempéragtiaedent le processus de germination
et de reprise du métabolisme par leur action susystémes enzymatiques, mais lorsque
I'échelle de temps est exprimée en temps thermitpueetard disparait. Cependant, la
respiration du génotype Champagne est moins affqud@ les basses températures. Les
résultats obtenus ont permis de proposer un schglotml résumant les étapes clés
permettant une vitesse de germination rapide ehoaelesur le rdle de 'adénylate kinase
et de la phosphorylation oxydative mitochondriagas la régulation du métabolisme en
lien avec I'anhydrobiose.

Mots clés francais Températures cardinales, respiration, ATP, R&fDhydrobioseRisum
sativum
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EFFECT OF SEED DESICCATION RATE AND LOW TEMPERATURE ON
PEA GERMINATION

Abstract:

Earlier sowings allow to extend pea crop cycle &mavoid later water and heat
stresses, and thus contribute to control yieldalmality. The objectives of this work were 1)
to study the performances of different pea genayg&ing germination in temperature
response; 2) to determine the impact of desiccatade, at high temperature, on seed
characteristics, germination and storage ability; t®@)investigate energy metabolism
resumption and soluble sugar mobilisation duringrgeation, and to determine the impact
of high desiccation rate after seed filling, and kemperature during germination. Spring
pea genotypes, Baccara and Térese, and winterygendafhampagne, had the same very
low base temperature of -1.1°C. From cold untilimpin temperature, Champagne
genotype had a germination rate faster than theotiver genotypes. High desiccation rates
had little impactson germination but strongly aféet seed storage ability, which was
measured after a controlled deterioration. This redated to an increase of conductivity
attributed to cellular damages, in particular ammheane level. The high germination rate
of Champagne genotype was correlated to a highbitndn rate, allowing a faster
respiration. A relationship was found between oxygensumption and ATP production.
Champagne genotype also showed a higher alternaaitvevay capacity, ATP and soluble
sugar use than the spring pea genotypes, Baccatal@rese. Soluble sugar use in
embryonic axes, after RFO mobilisation, was welkelated with germination rate. High
desiccation rate induced an increase of respiratibith could be connected with the
establishment of repair mechanisms. Low temperatdetayed germination process and
metabolism resumption by their action on enzymsygtems but when time was expressed
in thermal-time, the delay disappeared. Nevertlsel€hampagne respiration was less
affected by low temperature. The overall resultglléo a global scheme that summarizes
key mechanisms associated with a high germinatt®, and to a model describing the
role of adenylate kinase and mitochondrial oxidagphosphorylation in the regulation of
metabolism with respect to anhydrobiosis.

Mots clés en anglai€ardinal temperature, respiration, ATP, RFO, anblgiosis,Pisum
sativum.
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