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Résumé

La qualité germinative des semences joue un réle primordial dans l'implantation des cultures. Les
formes actives de I'oxygene a l'origine de réactions d’oxydation et de peroxydation des lipides sont
considérées comme étant responsables du vieillissement des semences oléagineuses, et de la perte de
qualité physiologique. Les travaux ont porté sur le colza d’hiver et le tournesol qui sont les deux
principales espéces oléagineuses cultivées en France. Des mesures physiologiques et biochimiques
effectuées sur des lots de semences de qualité contrastée permettent de proposer la catalase, enzyme,
qui catabolise le peroxyde d’hydrogene, comme indicateur potentiel de I'aptitude a la conservation des
graines de colza. La mesure de I'activité de cet enzyme permettrait de gérer les lots de report devenus
indispensables pour fluidifier les campagnes de colza d'hiver. De plus, dans le cas du tournesol, le
dosage du malondialdéhyde, produit de peroxydation lipidique, permettrait de repérer les lots capables
de tolérer des conditions froides lors de semis précoces ou dans de nouveaux bassins de production au
nord et a I'est du territoire francais.

Mots clés : colza, tournesol, germination, enzymes anti-oxydantes, peroxydation lipidique,
vieillissement, conservation, froid

Abstract: Use of cellular antioxidant enzymes as markers of seed vigour in oil crops.

Seed germination is a crucial developmental stage in plant establishment. So a correct estimation of
seed vigour is a major economic and industrial challenge. For oil seeds, ageing is the major cause of
germination loss and often results from lipid peroxidation. By studying antioxidant enzymes on seed
samples with contrasting quality, the present work showed that measurement of catalase activity, which
is the most efficient enzyme in catabolizing hydrogen peroxide, could be an alternative way of testing
seed quality during seed storage. The results also led to propose malondialdehyde as an indicator of
cold tolerance for sunflower germination.

Keywords: oilseed rape, sunflower, germination, anti-oxidant enzymes, lipid peroxidation, seed
ageing, seed storage, cold stress

Introduction

Sur le marché des semences, la France est le 3¢me exportateur mondial (ISF, 2012) et le 1e" producteur
en Europe. Cest un secteur économique qui, toutes proportions gardées, est dynamique puisqu'il
présente une balance excédentaire a laquelle les oléagineux participent a hauteur de 12% (GNIS,
2012). La France produit 30% du tournesol et 26% du colza a I'échelle européenne (Eurostat, 2012).
Ces deux espéces sont au premier rang des oléagineux produits dans le monde derriére le soja avec
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prés de 62 et 41 millions de tonnes de colza et de tournesol respectivement produits en 2011/12
(USDA, 2012).

Les semences oléagineuses représentent 8% des analyses de qualité de la Station Nationale d’Essais
de Semences (SNES) qui est par ailleurs régulierement sollicitée par des professionnels pour mettre au
point ou développer des outils d’appréciation de la qualité physiologique complémentaires aux essais
de germination standards chez ces espéces. La principale cause de perte de qualité germinative chez
ces espéces est l'oxydation de leurs réserves lipidiques associée au vieillissement des semences
(Corbineau et al., 2002 ; Bailly, 2004 ; Walters et al., 2005). Ces derniéres années, la gestion des lots
de report est devenue un probléme accru chez les semenciers qui, pour pouvoir anticiper la campagne
suivante, notamment en colza d’hiver, sont amenés a stocker des lots d’'une année sur l'autre. En
tournesol, la conservation permet d’éliminer la dormance aprés récolte des lots mais le comportement
face au stockage peut varier d’'une variété a l'autre. C’est pourquoi les professionnels ont besoin d’outils
précis pour analyser la qualité de leurs lots. Des tests de vieillissement artificiel permettent de classer
les lots en fonction de leur aptitude a la conservation (ISTA, 2012) mais ils sont relativement longs a
mettre en ceuvre. La collaboration (Ducournau, 2008) entre le GEVES et le Laboratoire de Physiologie
Cellulaire et Moléculaire des Plantes (UR 5) de I'Université Pierre et Marie Curie (UPMC, Paris) a
permis de montrer que les enzymes de détoxication cellulaire sont de bons indicateurs du vieillissement
des graines de colza comme cela l'avait déja été démontré chez les semences de tournesol (Bailly et
al., 2002). Ces enzymes participent a I'élimination du peroxyde d’hydrogene responsable du
vieillissement cellulaire (Bailly et al., 2008 ; Giorgio et al., 2007).

Chez les végétaux, I'oxygene de lair peut étre a l'origine de la formation de nombreux dérivés
oxygénés, comme les anions superoxydes ou le peroxyde d’hydrogéne (H20), dont les effets sont
souvent néfastes pour le fonctionnement cellulaire. L'accumulation de ces composés trés réactifs, aussi
appelés formes actives de I'oxygéne, peut en effet conduire a la dégradation des lipides, des protéines
et des acides nucléiques. Les plantes disposent toutefois de systeémes d’élimination de ces formes
actives de l'oxygene, qui mettent en jeu des enzymes, comme la catalase (CAT), la superoxyde
dismutase (SOD) ou les enzymes du cycle ascorbate/glutathion, ainsi que des composés antioxydants
comme l'a-tocophérol ou l'acide ascorbique. L’aptitude des plantes a tolérer divers stress résulte
souvent de leur capacité a éliminer les formes actives de I'oxygéne et a éviter un stress oxydatif trop
poussé. Dans le cas des semences, le role des systémes antioxydants a été mis en évidence dans
divers processus physiologiques. Au cours de leur développement sur la plante mére, I'acquisition de la
tolérance a la dessiccation semble mettre en jeu une stimulation du potentiel enzymatique de
détoxication cellulaire (Bailly et al., 2001 ; Leprince et al., 1993). Dans le cas du tournesol, I'activité de
la CAT est corrélée a la mise en place de la vigueur des semences (Bailly et al., 2003). La germination
des semences a réserves lipidiques étant associée a une production de peroxyde d’hydrogene issu de
la B-oxydation des acides gras, il semble qu'une forte activitt de la catalase, qui est I'enzyme
responsable de I'élimination de I'H202, soit nécessaire a la germination et & une croissance rapide des
plantules (Bailly et al., 2001 ; Bewley et Black, 1994). De méme, la sensibilité a des stress thermiques
ou salins a été attribuée a une perte des activités enzymatiques de détoxication chez plusieurs espéces
(Pozmyk et al.,2001 ; Prasad et al., 1994 ; Lei et al., 2005).

Enfin, de nombreux travaux ont proposé les peroxydations lipidiques comme étant I'une des sources
majeures de détérioration des semences au cours de leur conservation (Smith et Berjak, 1995 ; Mc
Donald, 1999). Ainsi, chez le tournesol, la perte de viabilité des semences au cours d’un traitement de
vieillissement s’accompagne d’une augmentation de malondialdéhyde (MDA), produit de dégradation
des lipides de réserve (Bailly et al., 1998, 2002).

Compte tenu de ces connaissances et du contexte de la filiére semences qui tend a avancer les dates
de semis pour la plupart des espéces de grande culture dans une stratégie d'évitement des pics
thermiques ou de stress hydrique pendant le développement des graines ou a conserver des lots pour
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anticiper I'approvisionnement de la campagne suivante, l'objectif du programme a été de développer
des tests rapides et complémentaires aux méthodes existantes d’appréciation de la qualité
physiologique des semences oléagineuses. Les espéces étudiées ont été le colza et le tournesol avec
au moins deux variétés par espéce et toujours plusieurs lots de la méme variété. L'étude a visé a
identifier le r6le des enzymes de détoxication cellulaire dans la tolérance aux basses températures pour
le Tournesol (semis précoce) et dans I'aptitude a la conservation pour le Colza d’hiver (lots de report).

Détoxication cellulaire et tolérance au froid

Douze lots de semences de tournesol produits en 2006 et issus des variétés Melody et Tekny ont été
retenus pour leurs différences de germination a 5°C (Figure 1).

Figure 1. Cinétique de germination
a 5°C des lots de tournesol
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Un test au froid (Bogucki, 2008) réalisé sur ces mémes lots montre une plus grande sensibilité aux
basses températures de la variété Melody avec un effet lot trés important (Figure 2).

Figure 2. Taux de plantules
normales obtenus au cours de tests
standard de germination (FG) ou au
froid (TF).

Taux moyens (x ET) de 4 x 50
akenes semés en sable de
Nemours humidifié & 9% et incubés
7 jours a 25°C pour le test standard
ou humidifi¢ @ 14% et incubés 7
jours @ 5°C puis 7 jours a 25°C.

M (Melody), T (Tekny).
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Les dosages biochimiques ont porté sur trois enzymes de détoxication cellulaire (SOD, GR et CAT),
sur le peroxyde d’hydrogéne et sur le MDA. Une relation entre la germination a 5°C et I'activité de la
catalase mesurée dans les semences séches a été trouvée, largement portée, cependant, par les lots
tres sensibles a cette température basse. Les lots M1 et M2 ayant été exclus, la relation s'atténue
(Figure 3) et est significative (R* = 0,74) uniqguement sur semences imbibées a 5°C en début
d’application du stress thermique (2 jours).
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Figure 3. Mesures d'activité
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Sur semences séches, le meilleur marqueur de I'aptitude ultérieure & germer a 5°C s’est avéré étre le
malondialdéhyde (MDA), indicateur de peroxydation lipidique, avec une corrélation significative sur
'ensemble des lots (Figure 4).
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La catalase, marqueur de vieillissement

Des essais préliminaires ont été menés sur un lot de semences de colza (variété Campala, récolte
2002) soumises a différentes conditions de vieillissement en laboratoire (Florance, 2005) pour altérer la
qualité germinative (Figure 5).

Les premiers résultats de dosages enzymatiques (Florance, 2005) ont montré que la catalase est le
meilleur indicateur des altérations provoquées par ce traitement (Figure 6).

136 Innovations Agronomiques 35 (2014), 133-141



Nouveaux marqueurs de la qualité physiologique des semences oléagineuses

Figure 5. Effet de la détérioration contrélée
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Figure 6. Représentation synthétique des
relations entre mesures physiologiques et
CAT biochimiques.
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En effet, comme la faculté germinative ou la perméabilité des membranes cellulaires mesurée par
conductimétrie, I'activité de la catalase est en relation avec l'intensité du vieillissement des graines
provoqué par la détérioration controlée (Figure 7)

Des essais de conservation ont ensuite été mis en place sur 18 lots issus de 14 variétés différentes (7
lignées et 7 hybrides). La moitié des lots était des lots de report, 'autre moitié a été produite en 2006
dans différentes zones de production. Deux conditions de conservation ont été appliquées, l'une
favorable (10°C et 50% d’humidité relative) et 'autre défavorable (30°C et 75% d’humidité relative) de
maniére a pouvoir observer un vieillissement sur une année de conservation (durée de stockage des
lots de report en usine). Cela a été le cas aussi bien pour les lots de report que pour ceux récoltés dans
I'année (Figure 8).
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Figure 7. Effet de la détérioration
contrélée sur l'activité de la catalase des
graines.
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Figure 8. Evolution de la qualité
physiologique en cours de conservation

Résultats moyens de germination
(losanges) et de conductivité (carrés)
obtenus pour les 18 lots en conditions
favorables de conservation (en bleu) ou
par type d’échantillons (report ou récolte
2006) en conditions défavorables (en
rouge/orange).

Sept lots (4 de I'année et 3 de report) de sensibilité au vieillissement contrastée ont été retenus parmi
les dix-huit pour des dosages biochimiques (Figure 9) effectués pendant 6 mois de conservation.
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Lorsque les conditions de conservation sont bonnes, les activités enzymatiques sont stables au cours
du stockage comme la germination ou la sortie des électrolytes mesurée par conductimétrie. A 30°C et
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75% d’humidité relative, les activités de la glutathion réductase et de la catalase diminuent des 2 mois
de conservation, mais de fagon plus marquée pour la catalase.

L’activité de cette derniere aprés deux mois de stockage est prédictive de la qualité germinative
obtenue aprés six mois de conservation (Figure10).

60 Figure 10. Corrélation entre
activité de la catalase en
début de stockage et
qualitt germinative aprés

Dosage CAT aprées 2 mois a 30°C six mois de conservation.
y =-10.314x + 102.08

R?=0.8928 Résultats  moyens de
faculté germinative
(pourcentage de plantules
normales) aprés 6 mois de
conservation en conditions

0 : : . . — défavorables
4 5 6 7 8 9 10

(

Faculté germinative aprés conservation

Activité spécifique catalase (nmoles H,0,.min™'. mg™ protéines totales)

Ces résultats prometteurs sont a valider a plus grande échelle.

Conclusion : Vers des essais biochimiques d’appréciation de la qualité
germinative

Nos travaux montrent que la perte d’aptitude a la germination des graines de colza est associée a la
diminution de I'activité de la catalase (CAT) et & une augmentation de la fuite d’électrolytes, mesurée
par conductimétrie, lors de I'imbibition des semences (Florance et al., 2008). Les résultats concernant
les activités enzymatiques sont conformes a ceux obtenus avec les semences de tournesol (Bailly et
al., 1998). Au regard des résultats acquis jusqu'ici, la CAT serait donc un bon marqueur de I'aptitude a
la conservation des semences des deux especes mais une étude de validation pour développer un outil
d’appréciation de la qualité des semences basé sur ce marqueur est nécessaire.

Par ailleurs, le traitement de détérioration contrélée des graines de colza n’est pas associé a une
augmentation des peroxydations lipidiques (Ducournau, 2008 ; Wagner et al., 2009) mesurées lors de
notre étude par le dosage du malondialdéhyde (MDA), coproduit des réactions de peroxydation
lipidique. Chez les semences de tournesol, ces peroxydations accompagnent le vieillissement accéléré
des akenes (Bailly et al., 2002). Il est donc possible que la cible principale du stress oxydant soit les
lipides de réserve (triglycérides) chez le tournesol et les lipides membranaires (phospholipides) chez le
colza, comme l'indique l'altération du systéme membranaire des graines mesurable par conductimétrie.
Une sélection de variétés présentant des compositions en acides gras différentes permettrait
d’approfondir le lien entre perte de qualité physiologique et contenu lipidique des semences
oléagineuses. Il conviendrait également d'étudier plusieurs lots pour chaque fond génétique en
maitrisant davantage ['historique agro-climatique des semences de maniére @ mieux cerner les
différentes composantes de la qualité physiologique et analyser les relations marqueur/qualité par
composante.
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