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ETUDE PAR LA
RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE
DE LA GERMINATION D'UNE CEREALE

PAR

Robert DEGLI AGOSTI, Rudolf LENK et Hubert GREPPIN *

RESUME

Le temps de relaxation longitudinal T1 des protons de 1 eau a ete suivi par la RMN en fonction de

la germination ä l'obscunte dans la grame d avoine T1 augmente de maniere considerable de env 30 ä

350 ms entre le 2me et 9me jour apres l'imbibition L'albumen et, dans une moindre mesure, le

cotyledon constituent les tissus qui sont ä l'origine de ces variations Ces mesures effectuees in vivo
sont le reflet de l'augmentation de la dynamique moleculaire de l'eau liee aux profonds remaniements
physiologiques et biochimiques dans la graine durant la germination

SUMMARY

The longitudinal relaxation time T1 of water protons has been followed by NMR as a function of
the germination in darkness in oats seeds T1 increases considerably from ca 30 to 350 ms between the
2nd and 9th day after imbibition The endosperm and, in a lesser extent, the cotyledon are the tissues
which generate these variations in the grain These in vivo measurements represent the increase in water
molecular dynamic which is linked to the important physiological and biochemical modifications that
take place during the germination of the seed

INTRODUCTION

La Resonance Magnetique Nucleatre (R.M N est une technique bien etablie pour
l'etude de la mattere en general, elle possede aussi un vaste champ d'application en

btologte et en medecine de par son caractere non-destructif (Wuthrich, 1976, Lenk et

al, 1979, Gadtan, 1982, Pfeffer et Gerasimowicz, 1989). Elle permet le dosage in-vivo
de certaines molecules ou atomes (Schulman, 1983), la determination de structures
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internes (Imagerie RMN, p. ex. Young, 1988). Le lien etroit entre theorie et experience
(Abragam, 1961) a permis ä Lenk (1986) l'elaboration d'une approche thermodyna-
mique des systemes vivants par RMN.

En biodynamique et en imagerie, les parametres interessants proviennent des temps
de relaxation (T1 et T2) et plus particulierement du temps de relaxation longitudinal T1

(Lenk, 1986; Young, 1988). Un champ magnetique (B0) applique sur un vegetal
aimante celui-ci legerement dans Taxe de B0 (vecteur d'aimantation). Cet effet est du ä

la somme des orientations individuelles des moments magnetiques (spins) des noyaux
des atomes d'hydrogene (dans le cas de la 'H-RMN) dans B0. L'application d'un deu-
xieme champ de radiofrequence specifique (B() perpendiculaire ä B0 deplace l'orien-
tation du vecteur d'aimantation. Lorsqu'on supprime Bj, ce vecteur retoume (relaxe)
dans le sens du champ principal B0. T1 est la constante de temps caracteristique decri-
vant la vitesse ä laquelle s'effectue la relaxation suivant l'axe de B0. T1 depend du type
de noyau considere, de la position de cet atome dans la molecule, de l'agitation thermique et
de l'environnement intra- et extramoleculaire (Lenk, 1986). Dans le cas de la RMN du

proton, chez les vegetaux, ce signal provient essentiellement de 1'eau. Le temps T1 est

une mesure globale du degre de liberte de cette molecule et des interactions de celle-ci
avec les structures et les phenomenes qui prennent place dans la plante. Lenk (1979) a

ainsi pu montrer que T1 est proportionnel ä l'entropie de fluctuation du Systeme considere.

La germination de la graine est une etape fondamentale aussi bien pour la vie de la

plante que pour ses applications agro-alimentaires. Les travaux utilisant la RMN sur les

graines sont cependant peu nombreux. Des etudes ont ete realisees sur le processus de

maturation (Grange et al., 1980; Ishida et al., 1987; Eccles et al., 1988; Jenner et al.,
1988), leur contenu qualitatif (Colnago et Seidl, 1983), le phenomene d'imbibition
(Ishida et al., 1988; Wölk et al., 1989), et la germination proprement dite (Chen et al.,
1979; Ishida et al., 1990; Ricardo et Santos, 1990). Parmi ces derniers auteurs seuls

Ishida et al. (1990) ont utilise en plus de la 13C-RMN et 31P-RMN, la technique de 'H-
RMN chez le Soja.

Dans notre travail precedent (Degli Agosti et al., 1989) nous avons mesure in-vivo
le temps de relaxation longitudinal T1 sur un seul germe d'avoine. Dans ce cas, nous
obtenons un signal particulierement net et interessant au niveau du grain du germe. II
nous a semble opportun de completer notre approche par une etude dynamique dans le

temps sur cette partie de la plante pendant la germination et le debut de la croissance.
Dans ce travail nous caracterisons les principaux parametres physiologiques (poids
frais, poids sec, teneur en eau et amidon) de ces processus et examinons dans quelle
mesure T1 peut en donner une description non-invasive.

MATERIEL ET METHODES

Les graines d'avoine (Avena sativa L. cv Garry) denudees, sont mises ä germer sur
de la vermiculite humidifiee avec de l'eau bidistillee et deionisee ä l'obscurite totale ä 22

+ /-2°C. La germination est suivie en mesurant le poids frais de la plantule sans racine
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et du grain isole du germe. Le poids sec et la teneur en eau sont determines apres
deshydratation ä 120°C pendant 24 h. Les dehydratations partielles des grains d'avoine

(depourvus de leurs racines et leurs coleoptiles) sont obtenues en pla§ant le grain dans

un premier petit tube en verre (1 ml), lui-meme contenu dans un tube plus grand (13
ml). Selon que Ton ferme les tubes ou non, ou que Ton ajoute de l'eau entre ceux-ci, on
obtient apres immersion du grand tube dans un bain-marie ä 100°C pendant 20 min, des

pertes en eau se repartissant entre 100 et 5%. Dans certains cas, de l'eau bid. deionisee a

ete ajoutee dans le petit tube ce qui provoque des variations positives en eau de 0 ä 10%.

L'amidon est dose par une methode enzymatique specifique (Degli Agosti et

Greppin, 1987) adaptee pour la circonstance: un seul grain d'avoine est broye au mortier
dans de l'eau bid. Ce melange est centrifuge 10 min ä 12000 gmax. Le culot est

resuspendu dans de l'eau bid. et centrifuge 15 min ä 17000gmax. Finalement, ce culot est

resuspendu dans un tampon Na-Acetate (0.05 M pH 4.5) dans un tube etanche et soumis
ä un bain-marie pendant 1 heure ä 100°C pour gelatiniser l'amidon. L'amyloglucosidase
(SIGMA) est ajoutee ä une concentration finale de 5.4 U/ml et l'hydrolyse totale de

l'amidon en glucose obtenue ä 40°C pendant 2 h. Le glucose est alors mesure par une
methode enzymatique specifique (Degli Agosti et al., 1990).

Les mesures par RMN sont faites sur un appareillage travaillant ä 25 MHz dejä
decrit (Lenk et al., 1984) et complete avec une nouvelle tete de mesure et un

amplificateur (Degli Agosti et al., 1989). Le temps de relaxation longitudinal (Tl) est

obtenu par la methode de l'"inversion recovery" grace ä la sequence de deux impulsions
de radiofrequences 180°-t-90°, oü t est le temps entre les deux impulsions (Lenk et al.,
1984; Lenk, 1986). Pour la mesure de Tl, le grain d'avoine auquel on enleve, s'ils sont

presents, le coleoptile et la racine, est introduit dans un tube RMN standard (diam. 5

mm) oü le volume efficace de l'appareil correspond aux dimensions du grain.
Les valeurs presentees sont la moyenne et l'ecart-type de 10 ä 60 mesures

individuelles regroupant plusieurs experiences (2 ä 5) independantes dans le temps.

RESULTATS

Devolution du poids frais de la graine et de la plantule d'avoine (sans la racine),

germee ä l'obscurite totale est presentee ä la fig. 1. Comme on peut le constater, la

germination (emergence de la racine) debute vers 2 ä 3 jours, puis le poids frais de la

plantule augmente regulierement jusqu'ä 10 jours. Le poids frais du grain (depourvu du

coleoptile et de la racine, s'ils sont presents) augmente initialement de env. 19 mg ä 25

mg en 2 jours, ce qui correspond ä l'imbibition complete de la graine, et reste constant

par la suite (voir aussi table 1). L'export de matiere du grain vers le coleoptile et la
racine se mesure aisement par la variation du poids sec dans cet organe durant le temps
(fig. 2). Celui-ci diminue de 17 mg ä env. 2 mg en moyenne par graine. Cet export de

matiere est compense par une prise d'eau reguliere (fig. 2).
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Fig. 1.

Evolution du poids frais du grain du germe d'avoine sans et avec le coleoptile en fonction du

temps apres le debut de l'imbibition ä l'obscunte totale et sans apport d'elements nutritifs.

L'amidon (fig. 3), dont la teneur initiale constitue pres de 62% du poids sec de la

graine (11 + 1-2.6 mg/graine), diminue rapidement des le 2me jour apres l'imbibition
(env. 0.43 g/g P.F.) pour atteindre env. 0.04 g/g P.F. vers 9 jours. Ainsi la diminution de

poids sec represente env. 15 mg par graine dont 11 mg sont dus ä l'hydrolyse de

l'amidon, soit env. 73%.

L'emergence de la radicule vers 2-3 jours est suivie par celle du coleoptile (3

jours). Des ce stade, la graine du germe peut etre grossierement divisee en 3 tissus:

l'enveloppe qui entoure celle-ci, le cotyledon et l'albumen. En pratique, nous pouvons
separer l'enveloppe et le cotyledon. Nous avons mesure le T1 dans ces deux tissus, ainsi

que dans les graines entieres. Le T1 dans ces dernieres est le resultat de la contribution
ponderale des T1 de chaque tissu. On peut done calculer par difference le T1 de

l'albumen (table 1). Le T1 de la graine du germe varie de maniere significative sur cette

periode. II en est de meme pour le cotyledon. En revanche, le T1 de l'enveloppe reste

constant. Le poids frais du cotyledon augmente de env. 60% puis reste ä la meme
valeur. Le poids frais de l'enveloppe ne varie pas.

Devolution de T1 en fonction du temps dans la graine du germe est representee ä la

fig. 4. Les valeurs sont tres courtes (env. 30 ms) vers 2 ä 3 jours, puis augmentent
considerablement jusqu'ä 9 jours apres l'imbibition (env. 350 ms).

Lorsqu'on tue des grains de germes äges de 8 jours par un traitement ä la chaleur
(100°C, 20 min), celles-ci perdent de l'eau en fonction des conditions d'echauffement.
Les variations du temps longitudinal de relaxation T1 exprimees en % par rapport ä la
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Table 1.

Temps longitudinal de relaxation T1 et poids frais dans differentes parties du grain de germe d'avoine ä

3,5 et 7 jours apres le debut de l'imbibition en obscunte totale. Les lettres minuscules (+b-c) representent
des moyennes statistiquement differentes en fonction du temps (Test "t" de Student P< =0.025).

Temps (jours)

Grain de germe isol£ complet (Enveloppe + Cotyledon + Albumen)

Tl(ms) 39.0+/-14.7a 107.9 + /-36.3b 191.4 + /-63.3C

P.F. (mg) 25.51 + /-8.92a 24.74 +/-6.02a 23.09+ /-7.38a

Enveloppe

Tl(ms) 106.2 +/-13.4a 107.3 + /-13.5a 121.0 + /-16.8a

P.F. (mg) 4.9 + /-0.63 5.1 + /-1.83 4.9 + /-1.23

Cotyledon

T1 (ms) 87.3 + /-22.4a 189.0 +/-32.2b 253.8 + /-36.2C

P.F. (mg) 2.7 + /-0.7a 4.3 + /-1.1" 4.2+/-0.8b

Albumen (calcule)

T1 (ms) 31.0 96.3 220.0

valeur avant l'echauffement sont representees en fonction de la perte d'eau (fig. 5). Une
droite de regression peut etre ajustee ä ces mesures par la methode des moindres carres

avec un bon coefficient de correlation (0.95). La pente vaut 0.92 avec un intervalle de

confiance (95%) de +/-0.10, eile peut etre consideree comme egale ä 1. La valeur de

l'ordonnee ä l'origine de T1 correspondant ä une perte nulle d'eau vaut -2.7% avec un
intervalle de confiance (95%) de +/-6.0%. Ainsi, lorsqu'il n'y a pas de modification de la

teneur en eau, la variation de T1 apres echauffement est nulle. Ces resultats sont

remarquables, car ils sont obtenus avec un lot de graines tres heterogenes. L'"erreur
relative" du rapport poids sec/poids frais represente pres de 41% de la moyenne
(0.2132). De meme, les T1 ont une moyenne de 218.7 ms +/- 106.0, soit une "erreur
relative" de 48%. Les grains de ces germes sont done ä des Stades de developpement
tres differents les uns des autres, mais montrent une tres bonne coherence apres les

transformations en variations individuelles (fig. 5).
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DISCUSSION

Dans nos conditions experimentales (obscurite, absence d'elements nutritifs) la

germination des graines d'avoine debute vers 2-3 jours ä partir de l'imbibition (fig. 1).

L'amidon, principal composant organique dans la graine (voir aussi Duprat et al., 1980),
est progressivement hydrolyse pour l'export de ses produits vers le coleoptile et les

racines en croissance (fig. 3). Cet export est compense, dans le grain du germe, par une

prise d'eau correspondante de telle sorte ä ce que le poids frais du grain du germe reste
des lors constant (fig. 2).

Temps (j)

FIG. 2.

Poids sec moyen et teneur en eau moyenne des grains de germes d'avoine en fonction du
temps apres le debut de l'imbibition ä l'obscunte totale.

Le temps de relaxation longitudinal T1 mesure dans le grain du germe augmente
dans les proportions considerables de 30 ä 350 ms entre 2 et 9 jours (table 1 et fig. 4).
La contribution des differentes parties de la graine (enveloppe, albumen et embryon)
montre que ce sont l'albumen et l'embryon qui participent ä cette augmentation,
l'albumen etant le tissu oü T1 augmente le plus et qui contribue le plus (env. 80%) ä

revolution dynamique du signal RMN (table 1). C'est egalement dans ce tissu que se

situent les reserves d'amidon et oü la concentration relative en eau augmente le plus.

A l'äge de 8 jours, mais pour un ensemble de grains de germes ä des Stades de

developpement tres heterogenes, nous demontrons qu'il existe une bonne relation
lineaire equivalente, ä un instant donne, entre toute variation de la teneur en eau et la

variation correspondante du signal RMN (fig. 5). Ce dernier est done uniquement du ä
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Temps (j)

Fig. 3.

Teneur en amidon des grains de germes d'avoine en fonction du temps apres le debut de l'imbibition ä

l'obscurite totale.

Temps (j)

Fig. 4.

Temps longitudinal de relaxation T1 des protons de l'eau des grains de germes d'avoine en fonction du

temps apres le debut de l'imbibition. Le temps T1 de l'eau bidistillee deionisee est de env. 2.6 sec.
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Fig. 5.

Variation du temps de relaxation longitudinal T1 (d Tl) dans les grains de germes d'avoine äges de 8

jours apres un traitement ä la chaleur (100 °C, 20 mm.) exprime par rapport au Tl avant
l'echauffement en fonction de la perte relative en eau (d H20) au cours du meme traitement. La droite

representee est celle ajustee par la methode des moindres carres.

l'eau. Dans le temps, la concentration relative en eau est gouvernee par l'export de

matiere hors du grain du germe. Tl reflete bien cette dynamique (figs. 1 et 4) et

permet ainsi une mesure non-invasive de la teneur en eau dans cet organe et
indirectement de l'etat physiologique (stade de developpement) de ce tissu.
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