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Maturation des graines de l'Épinette blanche à partir du suivi systématique 
de 16 acides amines libres 
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Ce@ Btude visait à pr4cFser los phases de maturation des graines 
do I'Epinette blanche A partir du taux de germination et du suivi 
syçthmatique de 16 acides amines primaires. Des ~ n e s  dlEpinette 
blanche ont Btb rêoolt6s chaque semaine entre le 18 juillet et le 
12 septembre 1989 sur huit arbres de la provenance de Pont- 
Rouge. Les acides amines furent extraits avec de l'eau purifibe et 
dbnvbs selon deux techniques pr8-colonne utilisant I'aldbhyde 
orho-phtalique (OPA) et la chloroformate de fluorbnylrn~thyle 
(FMOC-Co. Le dosage a Btb effectub au moyen d'un chramato- 
graphe en phase liquide à haute performance (HPLC) muni d'un 
dbtecteur a fluorescence. Les rbsulhts des tests de germination 
indiquent que k s  graines ont aZteint leur mahirit8 durant la semaine 
du 22 aoSt avec un taux moyen de germination de 74 $6. L'Btude 
des c w r h s  obtenues à parlir du suivi des acides amines a permis 
de faire ressortir cinq profils distincts dont deux pewent servir 
d'indicateur physiologique de maturit&. L'alanine, la glycine et 
l'asparagine sont les acides amines qui permettent le mieux de 
prédire la maturite des graines. 

fhisshrdyaimedat delennining the maturation steps of whiiespruce 
seedings fmm the pminafion raie and the systemak foliow-up of 
16 free amina acids. Ewy week, beiween July ?& and Septamber 
12 7989, white spruce cones were coltected on eight trees of the 
Pont- Rouge prageny. Tha amino acids were extracled with puri6ed 
waterend wera deri~tised amrding fo two pw-mlumn techniques 
using oghtahalaldehyde ( O P 4  and ffuor~nylmefhyl chioroforna ta 
(FMOC-CI). The amino acid analpis was perfomed by reversed 
phasa HPLC Mied wifh a fluorescent detecm The gemination rate 
siwws mat the se?& reached their maturify during the week of 
Aügusi22 W h  an average germination rate of 74 56. The study of 
the curve obtained by following up the free amino acids emphasizgd 
five dlsti'nctpro mes. hm of whkh can Sem as phpioIogEcalrnatu~iy 
indcaiors. Alanine, glyc'ne, and asparagine are the most suifable 
amino acids to predict the matilniy of white s p m e  seedhgs. 
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La maturité des graines de l'épinette blanche IPicea glauca 
(Moench.} Voss.] représente une phase importante du 
développement de cette semence. En effet, certains auteurs 
ont identifié que la péride de temps s'écoulant entre la 
maturité et celle de la dissémination des graines chez cette 
espèce dépasse rarement deux semaines (STIELL 1981, 
SMITH 1983, MERCL€ R et LANGLOIS 1992). Certains travaux 
ont permis d'établir, au cours de la maturation des graines, 
la progression des lipides totaux (REDISKE et NICHOLSON 
1 9653, des glucides (REDISKE 1961,1969, JENSEN etal. 1 967, 
MERCIER 1991 a), de l'acide abscissique libre et total ainsi 
que des nucléotides adényliques (MERCIER 1 991 ). Ces 
graines, comme celles de la plupart des esphces résineu- 
ses, sont de type lipidique, c'est-&dire que la principale 
source de résemes nutritives s'y trouve sous Fa forme 
d'acides gras (MIROV 11944, PULLIAINEN et LJUNEN 1984). Les 
protéines (JOHNSON et al. 1987, GRIFFORD 1988, MISRA et 
GREEN 1990) reprksentent une seconde réserve nutritive 
dans les graines de toute sorte. 

Leç protéines sont des polymères composés d'acides ami- 
nés. Ces polymères sont complexes et, conséquemment, il 
est difficile d'identifier et de quantifier un grand nombre de 
ces molkules a la fo;s selon des techniques simples et peu 
coûteuses. Le suivi des acides aminés qui composent ces 
protéines est donc plus facile a réaliser. Ce suivi permet 
d'acquérir une information ~nteressante sur la progression 
des protéines qui constituent une partie des réserves nutri- 
tives contenues dans le gamétophyte et dans l'embryon 
(REWCEY et BLACK, 1978). t'accumulation en quantité ade- 
quate deces réserves nutritives lors de la maturation assure 
une conservation optimale de la graine ainsi qu'un bon taux 
de germination en pépinikre (MERCIER 1991a). Consé- 
quemment, cette étude visait A caractériser la maturation 
des gralnes de I'épineite blanche a partir du suivi systéma- 
tique de 16 acides aminés primaires qui sera rattaché au 
suivi de la germination. De plus, elle a permis de preciser les 
phases de dbveloppement identifiées par MERC~ER (1 991 a). 

Récdte et préparation des graines 

Le matériel utilisé était le même que celui employé par 
MERCIER (1 991 a). Un total de 100 cones par arbres a et& 
récoke chaque semaine entre le 18 juillet et le 12 septembre 
1989 sur huit arbres de la provenance de Pont-Rouge 
(46' 45' N.; 71' 42' 0.). De ce nombre, 75 cônes par arbre 
ont servi aux anabses physiologiques. Dès leur rkcolte, ces 
cbnes étaient immergés dans l'azote liquide (-196 OC) puis 
iyophilisés A -65 O C  afin de blqlier les prmessus physiolo- 
giques en cours et permettre l'extraction et le désailage des 
semences h froid. Les graines nettoyées ont été conservées 
sous vide au congélateur a -30 OC. Les 25 autres cônes par 
arbre par récolte ont servi a deterrnlner le taux de gerrnlna- 
tion de chaque lot. 

Les graines destinées aux tests de germination ont été 
extraites des cônes après 10 semaines dkntreposage dans 
un séchoir a l'air Fibre et séchées durant 8 heures A 53 OC. 
L'extraction des graines s'est faite par un brassage mécani- 
que des cônes dans des sacs de papler. Le désailage a été 
obtenu par le frottement mécanique des graines entre elles 
dans un sac de coton. Le nettoyage final a été réalise au 
moyen d'une souffleuse à graines (Seedblower) dont la 
vklmité étatt constante polrr tous les lots de semences. 

Tests de germination 

Le pourcentage de germination, uti1is.é pour mesurer l'état 
de maturité, a été réalisé selon les recornrnandatlons de 
1' Entemational Seed Testing Association (1 985). Les t ests 
etaient menés l'intérieur de plats de germination avec un 
substrat humide (Kirnpak) supporte par une grille sous 
laquelle une petite quantrte dkau ozonisée &tait maintenue, 
Quatre groupes de 100 graines de chaque lot étaient placés 
dans les plats aprés une strarification de trois semaines a 
4%. Ces plats de germination ont été places dans un 
germoir (Convimn G-3Q avec une alternance de 16 heures 
de lumiere à 30 O C  et de 8 heures d'abscuriîé a 20% durant 
21 jours. Les gratnes étaient considerkes comme germées 
lorsque les cotylédons apparaissaient. 

Analyse des acides aminés 

Les acides aminéç sont extraits de l'échantillon de semences 
par broyage et macération dans l'eau (ASTMcatégorie 1) a 
50 OC au mqen d'un homogénéisateur de type PoSfmn. 
L'extrait est ensuite centrifugé, filtre et concentré. 

La dérivation, l'identification et le dosage des acides aminés 
sont effectués a l'aide d'un chromatographe liquide a haute 
performance (HPLC) équipé d'un detmeur A fruorescence. 
Deux réactifs sont utilisés pour la dérivation, l'aldéhyde 
ortho-phtalique (OPA) pair les acides amines primaires et 
le chloroformate de fluorénylméthyle (FMOC-CI) pour les 
acides aminés secondaires (c.-à-d. proline et hydroxy- 
proline). Les produits sont séparés sur une colonne C-I8 
Arnimquanf de 200 x 2,1 mm. La phase mob%e eçt consti- 
Zuee de deux solvants, l'acétate de sodium et un mélange 
acétate de sodium-aeetonitrile-méthanol en mode gradiant. 

II est important de pondérer la concentration des acides 
aminés par le nombre de graines afin de rkdulre l'erreur 
expérimentale engendrée par les dimensions variables des 
graines seion les individus (MERCIER etal. 1991). Ainsi, les 
resuitats des analyses sont exprimés selon I'Bquation 
suivante : 

nmol x - 1 Y (nmoVg).graine -' 
g graine 

De plus, les rksuitats exposés dans les figures représentent 
la moyenne et son écart-type pour les huA arbres d'une 
mêmi date de récolte. 
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L'histidine, la méthionine, la thréonine, la glycine et l'alanine Le suivi des acides aminés libres totaux indique une diminu- 
présentent des courbes voisines (figures 2 et 3a). Les tion graduelle de ces dernierç au cours de la maturation 
concentrations de ces acides aminés sont optimales dès la (figure 6). En effet, ces valeurs passent de 
première semaine de l'étude, soit le 18 juillet. Par la suite, 791 (nrno~~).~raine'' au début de l'étude pour arriver a 
les concentrations diminuent rapidement jusqu'au moment 142,9 (nrno~g).graine-' a la fin. La teneur en acides aminés 
de la matufité, oii alles augmentent Ieg&remeni pour ensuite libres totaux a la maturité est de 21 2,6 (nmo~~).graine-'. 
redescendre et se stabiliser à des niveaux trés faibles. 

La phénylalanine, I'isoleucine, l'acide aspartique, la valine, 
la leuclne, la sérine, la tryptophane et I'arginine montrent des 
graphiques aux courbes similaires (figure 4 et 5). Leurs 
concentrations sait a leur plus haut niveau le 18 juillet. Puis, 
durant la première ou la deuxième semaine, leurs concen- 
trations chutent radicalement pour demeurer stables tout au 
long de l'étude. 

L'asparagine, la glutamine et l'acide glutamique présentent 
des dynamiques différentes. Lasparagine a une concentra- 
tion de 20 (nmo~~)~raine-' le 18 juillet. augmentant à 
40 (nmoVg).graine- le 15 aoGt pour ensuite redescendre à 
son niveau initial (figure 3b). La glutamine a une concentra- 
tion égale ou supérieure A 230 (nmoI/g).graine" du ? 8 juillet 
au ter août; a partir de ce moment, la concentration d~rninue 
pour atteindre le seuil de 10 (nrn~ll~).~raine'' au 29 aoüt 
(figure 3 4 .  C'acide glutamique a une concentration initiale 
Ge 30 (nrno~~).~ralne-' qui demeure stable jusqu'au 8 août. 
A partir de là, le contenu diminue a 12 (nrno~~).graine-' 
maturité, puis se stabilise (figure 3d). 

Période de maturité 

La progression du taux de germination des graines est 
couramment utilisée pour indiquer l'état de maturité de cel- 
les-ci (STIELL 1981, SMITH 1983, MERCIER et IANGLOIS 1 992). 
Cet indicateur montte que les graines de l'épinette blanche 
de la station de Pont-Rouge sont parvenues A maturité au 
cours de la semaine du 22 aout puisque durant les semaines 
subséquentes, le taux de germination décroît. Cette diminu- 
tion de la germination s'observe frkquemment (MORISSETTE 
et GRENIER 1987, MERCIER 1992) et certains chercheurs 
attribuent ce phénomène a une dormance profonde des 
graines (KOLQTELO 1993). 
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Figure 6. Progression des acides amines libres totaux dans les graines de l'épinette blanche au cours de la maturation. 
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