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Résumé

Cette étude visait a préciser les phases de maturation des graines
de I'Epinette blanche a partir du taux de germination et du suivi
systématique de 16 acides aminés primaires. Des cénes d'Epinette
blanche ont &té récoltés chaque semaine entre le 18 juillet et le
12 septembre 1989 sur huit arbres de la provenance de Pont-
Rouge. Les acides aminés furent extraits avec de I'eau purifiée et
dérivés selon deux techniques pré-colonne utilisant I'aldéhyde
ortho-phtalique (OPA) et le chloroformate de fluorénylméthyle
(FMOC-CI). Le dosage a été effectué au moyen d'un chromato-
graphe en phase liquide a haute performance (HPLC) muni d'un
détecteur a fluorescence. Les résultats des tests de germination
indiquent que les graines ont atteint leur maturité durant la semaine
du 22 aoiit avec un taux moyen de germination de 74 %. L'étude
des courbes obtenues a partir du suivi des acides aminés a permis
de faire ressortir cinq profils distincts dont deux peuvent servir
d'indicateur physiologique de maturité. L'alanine, la glycine et
I'asparagine sont les acides aminés qui permettent le mieux de
prédire la maturité des graines.

Mots-clés : épinette blanche, Picea glauca, cones, graines, maturité,
maturation, acides aminés, dérivation pré-colonne,
HPLC en phase inversée, indicateur physiologique de
maturitée.

Abstract

This study aimed at determining the maturation steps of white spruce
seedlings from the germination rate and the systematic follow-up of
16 free amino acids. Every week, between July 18 and September
12 1989, white spruce cones were collected on eight trees of the
Pont-Rouge progeny. The amino acids were extracted with purified
water and were derivatised according to two pre-column techniques
using o-phtahalaldehyde (OPA) and fluorenylmethyl chloroformate
(FMOC-CI). The amino acid analysis was performed by reversed
phase HPLC fitted with a fluorescent detector. The germination rate
shows that the seeds reached their maturity during the week of
August 22 with an average germination rate of 74 %. The study of
the curve obtained by following up the free amino acids emphasized
five distinct profiles, two of which can serve as physiological maturity
indicators. Alanine, glycine, and asparagine are the most suitable
amino acids to predict the maturity of white spruce seedlings.

Keys words : White spruce, Picea glauca, cone, amino acid,

pre-column derivatisation, maturation, reversed
phase HPLC, physiological maturity indicator.
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Introduction

La maturité des graines de |'épinette blanche [Picea glauca
(Moench.) Voss.] représente une phase importante du
développement de cette semence. En effet, certains auteurs
ont identifié que la période de temps s'écoulant entre la
maturité et celle de la dissémination des graines chez cette
espéce dépasse rarement deux semaines (StieLL 1981,
SmiTH 1983, MeRcieR et LancLois 1992). Certains travaux
ont permis d'établir, au cours de la maturation des graines,
la progression des lipides totaux (Repiske et NiCHOLSON
1965), des glucides (Repiske 1961, 1969, JENSEN etal. 1967,
MenRcier 1991a), de 'acide abscissique libre et total ainsi
que des nucléotides adényliques (Mercier 1991). Ces
graines, comme celles de la plupart des espéces résineu-
ses, sont de type lipidique, c'est-a-dire que la principale
source de réserves nutritives s'y trouve sous la forme
d'acides gras (Mirov 1944, PuLLIAINEN et LUUNEN 1984). Les
protéines (JoHnsoN et al. 1987, GriFForD 1988, Misna et
GREEN 1990) représentent une seconde réserve nutritive
dans les graines de toute sorte.

Les protéines sont des polyméres composeés d'acides ami-
nés. Ces polyméres sont complexes et, conséquemment, il
est difficile d'identifier et de quantifier un grand nombre de
ces molécules a la fois selon des techniques simples et peu
colteuses. Le suivi des acides aminés qui composent ces
protéines est donc plus facile a réaliser. Ce suivi permet
d'acquérir une information intéressante sur la progression
des protéines qui constituent une partie des réserves nutri-
tives contenues dans le gamétophyte et dans I'embryon
(BewLEY et BLack, 1978). L'accumulation en quantité ade-
quate de ces réserves nutritives lors de la maturation assure
une conservation optimale de la graine ainsi qu'un bon taux
de germination en pépiniére (Mercier 1991a). Conse-
quemment, cette étude visait a caractériser la maturation
des graines de I'épinette 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 préciser les
phases de développement identifiées par Mercien (1991a).

Matériel et méthodes

Récolte et préparation des graines

Le matériel utilisé était le méme que celui employé par
MeRrcien (1991a). Un total de 100 cones par arbres a été
récolté 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’ O.). De ce nombre, 75 cdnes par arbre
ont servi aux analyses physiologiques. Dés leur récolte, ces
cones étaient immergés dans l'azote liquide (-196 °C) puis
lyophilisés & -65 °C afin de bloquer les processus physiolo-
giques en cours et permettre 'extraction et le désailage des
semences a froid. Les graines nettoyées ont été conservées
sous vide au congélateur & -30 °C. Les 25 autres cones par
arbre par récolte ont servi a déterminer le taux de germina-
tion de chaque lot.

Les graines destinées aux tests de germination ont été
extraites des cones aprés 10 semaines d'entreposage dans
un séchoir a I'air libre et séchées durant 8 heures a 53 °C.
L'extraction des graines s'est faite par un brassage mécani-
que des cOnes dans des sacs de papier. Le désailage a été
obtenu par le frottement mécanique des graines entre elles
dans un sac de coton. Le nettoyage final a été réalisé au
moyen d'une souffleuse a graines (Seedblower) dont la
vélocité était constante pour tous les lots de semences.

Tests de germination

Le pourcentage de germination, utilisé pour mesurer ['état
de maturité, a été réalisé selon les recommandations de
I'Intemational Seed Testing Association (1985). Les tests
étaient menés a l'intérieur de plats de germination avec un
substral humide (Kimpak) supporté par une grille sous
laquelle une petite quantité d'eau ozonisée était maintenue.
Quatre groupes de 100 graines de chaque lot étaient placés
dans les plats aprés une stratification de trois semaines a
4°C. Les plats de germination ont été placés dans un
germoir (Conviron G-30) avec une alternance de 16 heures
de lumiére a 30 °C et de 8 heures d'obscurité 4 20 °C durant
21 jours. Les graines étaient considérées comme germées
lorsque les cotylédons apparaissaient.

Analyse des acides aminés

Les acides aminés sont extraits de I'échantillon de semences
par broyage et macération dans I'eau (ASTM catégorie 1) a
50 °C au moyen d'un homogénéisateur de type Polytron.
L'extrait est ensuite centrifuge, filtré et concentre.

La dérivation, I'identification et le dosage des acides aminés
sont effectués a I'aide d'un chromatographe liquide a haute
performance (HPLC) équipé d'un détecteur a fluorescence.
Deux réactifs sont utilisés pour la dérivation, I'aldéhyde
ortho-phtalique (OPA) pour les acides aminés primaires et
le chloroformate de fluorénylméthyle (FMOC-C) pour les
acides aminés secondaires (c.-a-d. proline et hydroxy-
proline). Les produits sont séparés sur une colonne C-18
Aminoquant de 200 x 2,1 mm. La phase mobile est consti-
tuée de deux solvants, I'acétate de sodium et un mélange
acétate de sodium-acétonitrile-méthanol en mode gradiant.

Il est important de pondérer la concentration des acides
aminés par le nombre de graines afin de réduire I'erreur
expérimentale engendrée par les dimensions variables des
graines selon les individus (MeRrcieR et al. 1991). Ainsi, les
résultats des analyses sont exprimés selon I'équation
suivante :

nmol 1
X

—g X graine = (nmol/g).graine '

De plus, les résultats exposés dans les figures représentent
la moyenne et son écart-type pour les hult arbres d'une
méme date de récolte.
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Une interférence a été remarquée a basse concentration
uniquement. En effet, 'arginine et un co-extractible présen-
taient un doublet sur le chromatogramme. Dans ce cas, la
concentration a été évaluée par la mesure de la hauteur du
pic plutdt que de la surface sous la courbe. La limite de
détection de la méthode est de 100 nmol/g, sauf pour la
cystine, ol il est de 1000 nmol/g (MAMARBACHI et CARMICHAEL
1992).

Résultats

Période de maturité

Le taux de germination augmente graduellement pour attein-
dre la valeur maximale de 74 % dans la semaine du 22 aodit
(figure 1). Ce pourcentage diminue progressivement jusqu’a
43 % a la fin de I'étude. En conséquence, on considére que
les graines de I'épinette blanche sont parvenues a maturité
au cours de la semaine du 22 ao(t. A cette période, les
embryons occupaient 90 % de la longueur de la cavité
embryonnaire (Mercier 1991a). Les cones se sont ouverts
a peine quelques jours aprés que les graines eurent atteint
leur maturité.
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Suivi des acides aminés

L’identification et le dosage de 22 acides aminés libres dans
les semences ont été réalisés avec un coefficient de varia-
tion sur la reproductibilité inférieur a 14 %, a I'exception de
la tyrosine (35 %), de la lysine (31 %) et de la proline (22 %).
Etant donné la faible reproductibilité obtenue avec ces trois
derniers acides aminés, leur dynamique n'a pas étudiée. Par
ailleurs, I'acide 2-aminobutyrique, la cystine et I'hydroxy-
proline n'ont présenté que des concentrations sous forme
de traces dans les graines.

L'acide aminé dominant au début du suivi est la glutamine
qui représente alors prés de 50 % de I'ensemble des com-
posés azotés. Par la suite, I'arginine prend le premier ran
avec des concentrations supérieures a 100(nmol/g).graine”’,
ce qui représente 36 % du total des acides aminés libres a
la maturité des graines. A ce stade de développement, la
glycine, I'alanine, l'asparagine, I'acide glutamique et la
sérine représentent plus de 48 % du contenu en acides
aminés libres. Les résultats sont présentés sous forme de
graphiques (figures 2 a 6) et d'un tableau en annexe.
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Figure 1. Taux de germination des graines de I'épinette blanche en fonction de la date de récolte des cones.
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Figure 2. Progression de l'histidine, de la méthionine, de la thréonine et de la glycine dans les graines de |'épinette blanche au cours de la maturation.
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Figure 3. Progression de I'alanine, de I'asparagine, de la glutamine et de I'acide glutamique dans les graines de I'épinette blanche au cours de la maturation.
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Figure 4. Progression de la phénylalanine, de I'isoleucine, de I'acide aspartique et de la valine dans les graines de I'épinette blanche au cours de la maturation.
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Figure 5. Progression de la leucine, de la sérine, du thryptophane et de l'arginine dans les semences de I'épinette blanche au cours de la maturation.
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L'histidine, la méthionine, la thréonine, la glycine et I'alanine
présentent des courbes voisines (figures 2 et 3a). Les
concentrations de ces acides aminés sont optimales dés la
premiére semaine de I'étude, soit le 18 juillet. Par la suite,
les concentrations diminuent rapidement jusqu’au moment
de la maturité, ol elles augmentent légérement pour ensuite
redescendre et se stabiliser a des niveaux trés faibles.

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

L'asparagine, la glutamine et I'acide glutamique présentent
des dynamiques différentes. L‘asparaglne a une concentra-
tion de 20 (nmol/! grame le 18 juillet, augmentant a
40 (nmol/g) graine ' le 15 ao(t pour ensuite redescendre a
son niveau initial (figure 3b). La glutamine a une concentra-
tion égale ou supérieure a 230 (nmoV/g).graine™ du 18 juillet
au 1er ao0t; a partir de ce moment, la concemration diminue
pour atteindre le seuil de 10 (nmol/g)-graine’ au 29 aoit
(figure 3c). L'acide glmamlque a une concentration initiale
de 30 (nmoVg)-graine™' qui demeure stable jusqu'au 8 aout
A partir de 1, le contenu diminue a 12 (nmol/g)-graine™ a
maturité, puis se stabilise (figure 3d).

Le suivi des acides aminés libres totaux indique une diminu-
tion graduelle de ces derniers au cours de la maturation
(figure 6). En effet ces valeurs passent de
791 (nmol/g).graine™ au début de I'étude pour arriver a
142,9 (nmol/g).graine™ a la fin. La teneur en acides aminés
libres totaux & la maturité est de 212,6 (nmol/g)-graine™".

Discussion

Période de maturité

La progression du taux de germination des graines est
couramment utilisée pour indiquer I'état de maturité de cel-
les-ci (STiELL 1981, SMiTH 1983, MERCIER et LangLois 1992).
Cet indicateur montre que les graines de I'épinette blanche
de la station de Pont-Rouge sont parvenues a maturité au
cours de la semaine du 22 ao(t puisque durant les semaines
subséquentes, le taux de germination décroit. Cette diminu-
tion de la germination s'observe fréquemment (MORISSETTE
et GReNIER 1987, Mercier 1992) et certains chercheurs
attribuent ce phénoméne a une dormance profonde des
graines (KoLoTELO 1993).
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Figure 6. Progression des acides aminés libres totaux dans les graines de I'épinette blanche au cours de la maturation.
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Teneur en acides aminés

La présente étude porte sur le suivi des acides animés
contenus dans l'ensemble des graines. En fait, aucune
distinction entre les organes de la semence n'a été réalisée
dans cette étude. Toutefois, SagHI et CITHAREL (1979) ont
démontré, avec des graines de Pinus canariensis, que les
compositions globales des protéines de I'embryon et du
mégagamétophyte sont trés voisines, de sorte qu'il est
raisonnable de croire que les valeurs obtenues sont répar-
ties uniformément entre 'embryon et le mégagamétophyte.

L'arginine constitue un acide aminé important (plus du tiers
a la maturité) au cours de la maturation des graines de
I'épinette blanche. On a déja observé, durant I'imbibition qui
se produit lors de la germination des graines, que I'azote
soluble total diminue et que les acides aminés présentent
une teneur élevée en arginine libre (ScHuLze 1896 cité dans
RamaIAH et al. 1971; SaaHi et CITHAREL 1979). Les protéines
de la graine contiennent une concentration importante de ce
constituant, qui est libéré par hydrolyse au moment de la
germination (MoTHeEs 1929). Bien que cet acide aminé
puisse étre utilisé de diverses maniéres dans le métabolisme
azoté des végétaux, il est le plus souvent impliqué dans le
cycle de Krebs (SacH et CitHAREL 1979). L'utilisation de
I'arginine au cours de la germination est en relation avec la
synthése que I'on a observée au cours de la maturation dans
les graines de I'épinette blanche.

Le métabolisme de I'arginine dans les graines est intime-
ment lié a celui de la glutamine et de I'asparagine (BioDwELL
1979). Ainsi, il n’est pas surprenant de constater la présence
massive de ces deux derniers composés dans les graines.
Inversement, la faible teneur en tryptophane, précurseur
direct de I'AlA (BioweLL 1979), suggére la quasi-absence de
cette hormone dans la graine durant la maturation.

Suivi des acides aminés au cours de la maturation

Les résultats mettent en évidence une biosynthése progres-
sive de la plupart des acides aminés étudiés au cours de la
maturation. Dans les premiéres semaines de I'étude, c'est-
a-dire du 18 juillet au 1°" ao(t, la glutamine est I'acide aminé
dominant (prés de la moitié du contenu azoté). Cette période
est visiblement liée a la fin de I'embryogenése (MERCIER
1991a). En ce sens, MuRRAY (1984) estime que la glutamine
représente 52,4 % (p/p) du sac embryonnaire, ce qui expli-
que nos résultats et va dans le sens de I'hypothése émise
par Mercier (1991a). Par la suite, cette biosynthése appa-
rait plus évidente avec I'arginine qui devient I'acide aminé
dominant au cours de la maturation des graines.

L'analyse des courbes obtenues & partir du suivi des 16
acides aminés fait ressortir cing profils distincts. Parmi ces
profils, deux pourraient servir a prédire la maturité des
graines. Le premier profil est celui du groupe comprenant la
glycine, 'alanine, I'histidine, la méthionine et lathréonine. Le
contenu de ces acides aminés augmente en effet de fagon
marquante a la maturité bien que seuls les deux premiers
composés présentent des variations suffisamment impor-
tantes pour permettre une détermination sans équivoque de

la maturité. Par ailleurs, le second profil est celui de I'aspa-
ragine qui montre une progression croissante jusqu'a une
semaine avant la maturité.

L’ensemble des résultats met en évidence une hydrolyse
progressive de toutes les protéines au cours du développe-
ment des graines de I'Epinette blanche, probablement au
profit des lipides (Mercier 1991b). Toutefois, I'importance
quantitative de I'arginine, de I'acide glutamique et de 'acide
aspartique se retrouve chez plusieurs autres espéces d'épi-
nette et de pin (SacHi et CITHAREL 1979).
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Annexe

Résultats du suivi des 16 acides aminés en fonction du taux de germination des graines d’épinette blanche

Date de récolte
Acides aminés

(nmol/g). graine”’ 18/07/89 25/07/89 01/08/89 08/08/89 15/08/89 22/08/89 29/08/89 05/09/89 12/09/89
Taux de germination 19,1+ 23 353+ 5,0 343+ 29 32,4+ 38 506+ 10,1 740+ 102 556+ 7,7 51,0+ 31 454+ 8,2
Histidine 162+ 6,2 143+ 28 11,8+ 3,6 29+ 15 30+ 23 57+ 2.2 36+ 09 2,0+ 1,9 22+ 14
Méthionine 7,7+ 4,8 31+ 1,6 2,7+ 22 N.D. N.D. 5,6+ 3,1 32+ 29 N.D. N.D.
Thréonine 252+ 99 5122 7,1% 38 52+ 15 7,3+ 33 10,6 + 5,1 72+ 28 50+ 50 26+ 15
Glycine 255+ 9,3 7125 5,917 6,4+ 23 11,1+ 4,0 157+ 7,3 123+ 4,6 59+ 33 38+ 24
Alanine 472+ 170 268+ 85 242+ 97 22,5+ 9,1 30,3+ 6,7 37,7+ 11,1 265+ 11,7 151+ 10,3 11,4+ 6,5
Asparagine 208+ 72 16,9+ 5,1 202+ 6,2 332+ 149 409+ 185 293+83 20,1+ 56 168+ 99 205+ 7,7
= Glutamine 2322+ 9372 98,0+ 57,12 44,7+ 90,2 93,1+ 194 426+ 172 41,7+ 26,7 192+ 6,4 12,4+ 5,9 14,1 + 8,7
Acide glutamique 288+ 142 326+ 93 290+ 8,2 31,3+ 7,5 18,3% 5,5 10,8+ 3,1 11,9+ 4,1 12,0 3.7 94+ 33
Phénylalanine 233+ 9,3 56+ 2,1 57+ 36 40+ 11 43+ 15 62+ 27 382 11 57t 17 25+ 09
Isoleucine 29,0+ 12,0 74+ 23 6,7+ 4,1 50+ 1,2 58+ 23 8,0+ 3,5 50+ 1,6 28+ 25 37+ 14
Acide aspartique 340+ 112 140+ 31 13,6+ 4,3 99+ 24 70+ 14 7,7+ 28 52+ 14 42+ 23 6,7+ 1,2
Valine 368+ 145 120+ 37 11,6+ 6,5 92+ 23 11,3+ 46 12,6+ 5,8 7.7+ 2,6 65+ 4.2 48+ 21
Leucine 437+ 168 100+ 3,4 92+ 43 6,7+ 1,7 82+ 27 124+ 5.2 82+ 27 4,7+ 41 47+ 20
Sérine 462+ 176 222+ 7,0 20,5+ 8,1 20,3+ 5,5 17,2+ 6,4 174+ 6,3 11,3+ 3,1 11,1+ 6,2 70+ 31
Tryptophane 9,0+ 3,1 57+ 1,6 36+ 21 34+ 08 24+ 24 27+ 1.5 23+ 1,1 31+£20 25+ 09
Arginine 1665+ 830 1169+ 83,0 1158+ 50,6 123,0+ 56,7 111,1+ 39,2 94,7+ 151 770+ 236 76,7+ 41,8 47,0 + 2,7

Total des acides
aminés libres 791,1+ 3298 6121+ 152,8 5234 + 218,6397,5 + 149,3320,8 + 118,0 318,8 + 109,8 2126+ 88,1 180,7 + 104,81 42,9+ 55,8
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