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Evolution des proteines de graines de Phaseolus
vulgaris var. contender pendant la phase quiescente
en relation avec le degre de maturation
des graines et les modalites de leur conservation

par A. Grange, M.N. Miege et J. Miege

Manuscrit regu le 14 novembre 1972

Les proteines de graines sont etudiees par de nombreux chercheurs pour-
suivant des buts divers Orientes selon trois grandes directions: celle des taxonomistes
qui exploitent les caracteres proteiques pour mieux demeler les liens phylogenetiques,
celle des agronomes qui se proposent l'amelioration des proteines vegetales et celle
des biologistes qui cherchent ä penetrer la biologie de la graine au repos ä la
lumiere des deux etats dynamiques qui l'entourent, la maturation de l'embryon
et la germination.

Notre travail consiste ä rechercher les modifications que subissent les proteines
dans les dernieres etapes de la maturation et ä observer les alterations subies

par ces proteines sous l'influence du vieillissement en conditions variees de

conservation. Les connaissances ainsi acquises seront utiles aussi bien aux
taxonomistes, qui deplorent d'etre genes dans l'analyse de leurs donnees par
l'ignorance de la portee de ces influences non genetiques, qu'aux agronomes
qui ont interet ä savoir si tel ou tel mode de conservation est benefique ou
nuisible ä la valeur alimentaire.

C'est avec ces objectifs que nous avons entrepris l'etude des graines de Phaseolus

vulgaris variete contender. Nous allons rendre compte successivement des

modifications, au niveau des proteines principalement, liees ä la maturation et
ä la conservation.

La recolte a lieu pour trois degres de maturite que nous denommons ml, mil
et mill, reperes par l'aspect et la couleur des gousses et des graines et definis
plus exactement par leur pourcentage de matiere seche (tableau 1).

Pour la conservation, de tous les modes ä l'etude, nous rendrons compte
ici surtout des modifications liees au mode le plus alterant, soit conservation
ä 40° C, ä l'obscurite, en atmospheres seche et humide (tableau 2). Les modifications
seront recherchees dans les domaines suivants: caracteres physiques, pouvoir
germinatif, r6partition des differentes formes d'azote et enfin etat des proteines
et enzymes apres electrophorese.
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Tableau 1: Caracterisation des degres de maturite

Stades de maturite
aspect

gousses grains

% de
matiere
seche

poids sec

par grain
(g)

(m/mIII).100

ml verdatres
charnues

verdatres
a cremes

45 0,398 87,7

mil jaunätres
charnues

cremes 51 0,419 92,3

mill seches cremes 87 0,454 100

I. Evolution des caracteres physiques

La maturation se traduit par une forte dessication, efape necessaire ä la vie
ralentie de la graine, et par un gain simultane appreciable de matiere seche

(tableau 1). Les derniers Stades de maturation voient la disparition de la
chlorophylle des teguments et cotyledons, disparition dejä presque complete
au stade ml.

Tableau 2: Modes de conservation et pigmentation

conditions de conservation duree de conservation (mois)

temperature lumiere humidite
relative

0 13 6 9

-10°C - creme

+ 2°C - 30%

0(P2O5) beige clair

20° C
50-60 chamois brun

clair
brun
fonce

0(P2Os)

50-60

40° C
2- 4 chamois clair

96-100 brun
fonce
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Fig. 1:

Tests de germination. Ordonnee: % de germination.
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Pendant la conservation ä haute temperature, 40°C (tableau 2), un processus
de pigmentation est induit tres rapidement par Faction combinee de la temperature
et d'une humidite saturante. En atmosphere seche, l'induction se produit
egalement mais beaucoup plus lentement. A 20° C, en atmosphere humide et ä

l'obscurite, on n'observe aucune pigmentation, en revanche, ä la lumiere, on
retrouve apres 9 mois la meme pigmentation qu'ä 40° C en atmosphere humide

apres 1 mois. Dans ce dernier cas, Faction de la lumiere serait remplacee par
celle d'une forte temperature en atmosphere humide. On connait en effet le cas

de champignons et micro-organismes oil Faction de la lumiere sur la synthese

pigmentaire peut-etre remplacee, ou mimee, par celle de composes chimiques
agissant ä des sites sans doute differents du site d'action de la lumiere. Ainsi le

parachloromercuribenzoate (pcmb) et le parahydroxymercuribenzoate (phmb)
induisent la pigmentation chez Fusarium aquaeductum cultive ä l'obscurite
et l'antimycine A chez Mycobacterium marinum. II se pourrait que ces facteurs

physico-chimiques, pcmb, phmb, antimycine A, temperature, lumiere bloquent
un represseur de la synthese des enzymes necessaires ä la pigmentation, represseur

probablement de nature proteique.

II. Evolution du pouvoir germinatif

Les graines sont mises ä germer ä l'obscurite, sans sterilisation des teguments,
sur papier humide apres 24 h. de trempage, ä temperature ambiante (figure 1).

Nous constatons immediatement que, si le stade de maturite Importe peu,
les differences sont au contraire marquees apres conservation. Alors que la

conservation au froid (—10°C et + 2°C) n'a pas diminue, apres 6 mois, ni le

pouvoir germinatif, ni l'autoresistance aux infections, (c'est ä dessein que nous
n'avons pas travaille en milieu sterile) ces deux capacites sont grandement
diminuees apres conservation ä 40° C. En outre, on note une forte proportion de

plantules anormales, surtout lorsque l'effet de l'humidite s'ajoute ä celui de la

temperature. II est probable que ces degradations physiologiques sont liees

et proviennent d'alterations moleculaires notamment au niveau des proteines
et peut-etre aussi des acides nucleiques.

Tableau 3: Repartition des differentes formes d'azote

Axe Cotyledons

N total (en % du poids sec) 7,2 4,4

Proteines salino-solubles 35 20,5

Globulines 15 10,5

Albumines 5,5 4
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III. Evolution de la repartition des differentes formes d'azote

Les teneurs en azote total et proteique sont nettement superieures chez Faxe
germinatif. Elles se repartissent comme suit pour la maturite III.

II faut signaler que l'on ne remarque pas de differences significatives au niveau
de cette repartition ni pour la maturation ni pour la conservation.

Pour eliminer les petites molecules des extraits proteiques, nous avons utilise,
complementairement ä la dialyse, la filtration sur gel „Sephadex" G 25 fine.
Cette filtration ne remplace pas la dialyse qui reste pour nous le moyen unique
de separer albumines et globulines, proteines fonctionnellement differentes
et localisees sans doute en des sites cellulaires distincts. (Une etude est en cours
pour le preciser). Les diagrammes d'elution obtenus par cette filtration (fig. 2)
mettent en evidence les modifications survenues au niveau des petites molecules,
peptides probablement pour une grande part, de poids moleculaire voisin de
5000 ou inferieur. Ces diagrammes presentent un aspect caracteristique des
germes et des cotyledons avec, dans chaque cas, la presence d'un pic principal
ä volume d'elution (Ve) proche du volume vide de la colonne utilisee (Vo)
et correspondant au pic de sortie des proteines, et un nombre variable de pics
secondaires.

La maturation n'influe pas sur les profils d'elution des extraits d'axe mais
provoque des modifications sur ceux de cotyledons: importance relative grandissante
du pic principal, diminution du nombre de pics secondaires surtout entre mil et
mill.

Si la conservation ä 40° C ne semble pas affecter les profils d'elution des
extraits d'axe, eile modifie en revanche ceux des extraits de cotyledons. II semble
y avoir une degradation des molecules peptidiques correspondant au pic secondaire
de mill, molecules que l'on retrouve reparties entre deux pics tres voisins
correspondant ä des molecules plus petites (augmentation du Ve). (fig. 3).

IV. Etat des proteines et enzymes revelees apres electrophorese

a) Au cours de la maturation: alors que nous constations, par les profils
d elution sur la resine „Sephadex" G 25, une grande variabilite des peptides et
petites molecules pour les extraits bruts de cotyledons, nous observons au
contraire une remarquable Constance des diagrammes electrophoretiques des
proteines cotyledonaires, surtout des globulines. II est interessant de noter que
les enzymes liees aux reserves cotyledonaires ne sont pratiquement pas
modifiees (ä partir du Stade ml). On peut se demander si ces enzymes sont mises
en place relativement töt pour presider ä l'accumulation des reserves. D'autre
part, leur activite apres dessication complete, pourrait laisser supposer egalement
qu elles sont en attente du role qu'elles devront jouer lors de la germination.

Quant aux proteines d'axe, les modifications apportees par la maturation sont
plus sensibles, elles se traduisent ainsi: pour les globulines, apparition au niveau
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Fig. 2:

Diagrammes d'elution: Chromatographie sur gel Sephadex G 25 fine. Colonne 15 x 25 cm,
Extraits E, E2. Ph. vg. 3 Stades de maturite.
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Fig. 3:

Diagrammes d'elution: Chromatographie sur gel Sephadex G 25 fine. Colonne 15 x 25 cmExtraits E, E2. Ph. vg. 40° C.

des proteines totales d'une nouvelle fraction anodique et par le dedoublement
de la fraction principale dont la mobilite a ete augmentee (fig. 4-a); pour les
albumines, si les diagrammes des Stades ml et mil sont quasi identiques, ceux du
Stade mill, correspondant ä la graine quiescente, varient beaucoup (fig. 4-b).
Dejä nettes sur les proteinogrammes globaux, ces differences se precisent sur
les zymogrammes: on releve l'apparition d'une phosphatase anodique peu mobile,
le renforcement d'une esterase catodique et l'apparition de nouvelles esterases
anodiques, enfin l'apparition d'une nouvelle malate deshydrogenase ä grande
mobilite tandis que la zone homologue des Stades ml et mil manifeste une
activite amoindrie.

b) Pendant la conservation: En ce qui concerne la conservation (fig. 5-a), il
convient de signaler, en reference ä mill et pour les graines conservees ä 40° C
en atmosphere seche, la simplification des diagrammes surtout sensible chez
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les axes et de fa?on plus precise au niveau des proteines totales et des activites
esterasiques. Des differences plus importantes apparaissent en revanche entre
les deux modes de conservation ä 40° C, pour les albumines d'axe, modifications
dues ä la chaleur humide: allure indifferenciee du proteinogramme total, tres

apparente sur l'enregistrement densitometrique (fig. 5-b), individualisation
d'une phosphatase et disparition d'une autre ä mobilite nulle ä pH 8,60, et enfin
disparition d'une activite esterasique cependant qu'une autre ä plus grande
mobilite anodique diminue fortement.

© © G ©

im

Cotyl NA-

rNA- Est

Axe

2 1,
MDH

Fig. 4-a:

Diagrammes electrophoretiques en gel d'agarose: Globulines d'axe et de cotyledons.
Migration 40 mn: tampon barbital—Na, f.i. 0,33, pH 8,60. 1 maturite I, 2 maturite II,
3 maturie III. NA noir amide, Ph phosphatases, Est esterases, MDH malate deshydrogenases.
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V. Conclusions

Ces premiers resultats confirment la necessite d'analyser separement axe
et cotyledons. Les modifications apparues au niveau des axes embryonnaires
seraient, dans le cas contraire, effacees par suite du rapport des masses qui
est d'environ 1 ä 65. II apparait en effet que les proteines d'axes germinatifs
et, de fa^on plus precise, la fraction albuminique, sont plus variees que celles
de cotyledons et se pretent done ä une analyse plus fine. Malheureusement

pour les taxonomistes, elles presentent des variations plus importantes en fonction
de l'etat physiologique de la graine (stade de maturite, vieillissement). Nous
sommes un peu surpris de constater ces faits car on pouvait supposer que toute
l'individualite genetique inscrite dans le phenotype etait refugiee dans l'axe

0 © © ©

Cofyl NA-

Axe

ü l!

-Est

LPh- -MDH

Fig. 4-b:

Diagrammes electrophoretiques en gel d'agarose: Albumines d'axe et de cotyledons.
Legendes: voir fig. 4-a. Migration 25 mn.
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embryonnaire laissant aux organes de reserves, ici les cotyledons, le röle de

tampon vis ä vis de l'exterieur. Or il n'en est rien puisque ce sont les cotyledons
qui presentent la plus faible variabilite non genetique au niveau des proteines
contrairement ä ce qui se passe pour les petites molecules.

Cet aspect du phenomena presente un avantage: dans le cas de graines trop
petites pour permettre une separation du tissu de reserve, l'analyse des proteines
de la graine entiere refletera l'etat des proteines cotyledonaires qui, paradoxale-
ment, sont les plus utiles puisque les moins variables quand on veut comparer
des taxons ä partir de graines dont on ignore les modalites de recolte et de

conservation. Mais il va de soi que cette solution est un pis aller et nos resultats
prouvent qu'il importe de ne comparer que des lots de graines recoltees au

meme stade de maturite, la maturite totale etant evidemment la plus indiquee
parce que la plus süre, et conservees de maniere identique, les meilleures
conditions de conservation etant celles bloquant au maximum la vie de la
graine sans denaturation, c'est-i-dire les basses temperatures (soit — 10°C, soit
+ 2°C, nous ne pouvons trancher encore).

Nous avons pu remarquer egalement l'effet protecteur de la dessication sur
les proteines enzymatiques de meme que sur les potentialites physiologiques des

graines conservees en conditions limites (40° C). Nous ne pouvons pour l'instant

©

Axes Cofyl

© O © 1 5 V/cm

NA

Es f

MDH

hu r

hu r

hur

Fig. 5-a:

Diagrammes electrophoretiques en gel d'agarose: Alumines Ph. vg. 40° C. Migration 40 mn:
tampon barbital-Na f.i. 0,33, pH 8,60.
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que souligner le lien qui existe entre l'alteration de ces potentialities, pouvoir
germinatif, resistance aux infections et les modifications moleculaires des
proteines et surtout des enzymes. Ces modifications sont sans doute l'indice de
changements plus profonds s'etendant peut-etre aux acides nucleiques comme
semblerait en etre un indice la croissance de plantules anormales.

coty I

hu m

Fig. S-b:

Diagrammes electrophoretiques: courbes densitometriques Ph. vg. 40°C.
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Zusammenfassung

In Bohnensamen der Sorte contender wurden die Proteine der Keimlingsachse

und der Keimblätter in Abhängigkeit von der Reifung und der Aufbewahrung
unter verschiedenen Bedingungen untersucht. Die Keimkraft nahm mit dem

Altern der Samen ab. Chromatographische (Sephadex G 25) und elektrophoretische
Untersuchungen (Agarosegel) zeigten, dass niedermolekulare Verbindungen und

Peptide in Extrakten der Keimblätter (dagegen nicht in denjenigen der Achse)
starken Schwankungen unterworfen sind. Im Gegensatz dazu verändern sich die

Albumine der Keimlingsachse im Laufe der Reifung und Lagerung der Samen

wesentlich stärker als diejenigen der Keimblätter.

Summary

Changes in bean seed proteins in relation to seed maturation and storage conditions

In bean seeds, the proteins of the embryo axis and the cotyledons were
studied in relation to maturation and storage under different conditions. The degree

of germination decreased with the age of the seeds. Chromatographic (Sephadex
G 25) and electrophoretic studies (agarose gel) showed that low molecular
compounds and peptides changed very much in extracts of cotyledons but not
in those of the axis. In contrast to this, albumins of the embryo axis changed much
more than those of cotyledons during maturation and storage of seeds.

Adresse des auteurs:

Institut de Botanique systematique de l'Universite
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1200 Geneve
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