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Résumé — Le vieillissement et la perte de viabilité sont universels aux étres vivants.
Chez les plantes a fleurs, la graine mature disséminée dans le sol matérialise la phase
du cycle de vie exposée au vieillissement. Dans nos climats tempérés les graines, dont
le succés germinatif conditionne la propagation de la descendance, ont acquis une
aptitude a la survie qui en fait un modele d’étude de choix. Outre les propriétés physi-
cochimiques de la semence qui lui conférent une résistance particuliére au stress oxy-
datif, le métabolisme des protéines semble jouer un réle déterminant dans le controdle
de la longévité. De récentes études génétiques ont permis de mettre en évidence le
role important de I’enzyme de réparation, la Protéine L-isoaspartyl méthyltransférase,
dans la survie des graines ainsi que dans la vigueur germinative. Ces mécanismes de
détoxification cellulaire par la réparation des protéines sont universels et 1’étude de
leur mode d’action dans la graine va contribuer 4 une meilleure compréhension des
mécanismes de protection contre le vieillissement.

Mots clés : Graine / vieillissement / longévité / réparation des protéines / Protéine L-isoaspartyl
méthyltransférase

Abstract — Seed aging and survival mechanisms.

Aging and death are universal to living systems. In temperate climate latitudes the ma-
ture seeds of higher plants are exposed to aging and have developed resistance mech-
anisms allowing survival and plant propagation. In addition to the physicochemical
properties of the seed that confer stress resistance, the protein metabolism contributes
importantly to longevity mechanisms. Recently, genetic studies have demonstrated the
occurrence of the Protein L-isoaspartyl methyltransferase repair enzyme in controlling
age-related protein damages and seed survival. These protective mechanisms by pro-
tein repair are widespread in all kingdoms, so that the use of seeds as models to study
these controlling processes offers the prospect of understanding longevity mechanisms
better.
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Introduction

Le vieillissement est un processus inhérent au cycle de
vie des organismes vivants. Il résulte des détériorations
oxydatives occasionnées sur les biomolécules, en-
trainant une perte des fonctions cellulaires et de leurs
mécanismes de protection. La longévité des orga-
nismes differe selon les especes car elle dépend des
agressions du milieu mais également des genes qui

controlent ces mécanismes de protection au cours
du développement. Chez les plantes a fleurs de nos
climats tempérés, les graines matures se retrouvent
stockées dans le sol pendant un certain temps avant
de rencontrer des conditions propices a la germina-
tion. Cette interruption du cycle de vie est propice
au vieillissement. La longévité de la semence s’inscrit
dans un ensemble de mécanismes qui permettent a
la plante de coloniser le milieu le plus efficacement

Article published by EDP Sciences


http://dx.doi.org/10.1051/jbio:2008026
http://www.edpsciences.org

232 Société de Biologie de Paris

possible avec des stratégies d’évitement vis-a-vis des
conditions adverses. La spectaculaire résistance de la
graine en fait « le » support de choix pour conserver
les ressources génétiques chez les végétaux mais aussi
un excellent modele pour étudier les mécanismes de
protection contre le vieillissement. La longévité des
semences intrigue les botanistes et les physiologistes
depuis des siecles. Theophrastus (372-287 av. J.C.)
avait déja décrit que certaines graines conservaient
leur viabilité plus longtemps que d’autres. Dans les
années 1980 des ouvrages de synthese décrivaient ces
mécanismes de résistance par les propriétés physico-
chimiques et de quiescence particulieres de la graine
(Priestley, 1986). Récemment les développements de
la génomique et de la génétique moléculaire sur
lespece modele Arabidopsis thaliana (Somerville &
Koornneef, 2002) ont ouvert de nouveaux horizons
pour I’étude des mécanismes moléculaires impliqués
dans la longévité. L’analyse du protéome de la
graine suggere un role important de la réparation des
protéines pour la survie des semences et leur vigueur
germinative.

Le concept de vieillissement

Le vieillissement et la mort sont universels aux or-
ganismes vivants. La notion de vieillissement a été
appréhendée en premier sur le modele animal par
Xavier Bichat (1771-1802) dans son ouvrage Re-
cherches Physiologiques sur la Vie et la Mort. En
définissant la vie comme « l’ensemble des fonctions
qui résistent a la mort » la dimension biologique du
vieillissement est introduite par I'idée d’une « sensibi-
lisation » a la mort que peut provoquer la détérioration
des fonctions de la vie. En d’autres termes le vieillisse-
ment n’est pas une cause directe de la perte de viabi-
lité mais il augmente la vulnérabilité du systeme bio-
logique aux agressions extérieures qui peuvent alors
avoir des conséquences fatales. Actuellement le vieillis-
sement est universellement défini sur un critére sta-
tistique a savoir 'augmentation de la probabilité de
mourir d’un individu par unité de temps et au cours
du temps (Comfort, 1956). Cette définition prend
comme référence l’évolution du taux de mortalité
dans une population en fonction du temps de vie.
Les détériorations cellulaires et la mort peuvent avoir
d’autres origines que le vieillissement. La mort peut
étre causée par des événements extérieurs acciden-
tels ou bien elle peut étre programmée par 'orga-
nisme lui-méme au cours du développement. Ce der-
nier mécanisme fait référence a la sénescence chez les
plantes ou a l’apoptose pour les systéemes animaux.
Ces différentes causes de mortalité ont été représentées
par Pearl et Miner (1935) selon trois courbes de survie
caractéristiques (Figure 1).
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Fig. 1. Courbes de survie d’une population. La mort peut
étre causée par des événements extérieurs accidentels et
stochastiques et se produit avec une probabilité constante
au cours du temps (courbe A), ou par des mécanismes
génétiquement programmés et coordonnés qui peuvent se
traduire par une mort abrupte de la population a un stade
donné (courbe C). Dans le cas du vieillissement, la mor-
talité est liée a par une perte progressive de la résistance
du systeme biologique aux agressions de I’environnement
et sa probabilité augmente au cours du temps (courbe B).
Le plateau de la courbe B représente la durée pendant la-
quelle les mécanismes de protection, qui conditionnent la
longévité, restent efficaces. D’apres Pearl et Miner (1935).

Une compétition entre dommages
oxydatifs et métabolisme de détoxification

Des 1956, Harman propose la théorie radicalaire
du vieillissement dans laquelle I'oxydation induite
par notre activité biologique et le stress envi-
ronnemental est a l'origine des détériorations en-
trainant le vieillissement (Figure 2). En particulier
au cours du métabolisme énergétique, I’accumulation
indésirable de radicaux libres et d’especes réactives de
loxygene (ERO) est délétere pour la fonctionnalité des
molécules et des constituants de la cellule (Sohal et al.,
2002). Les détériorations causées par les stress oxy-
dants vont affecter I'efficacité des mécanismes enzyma-
tiques de détoxification et de réparation des dommages
cellulaires (Figure 2). L’accumulation des molécules
endommagées pourra alors augmenter au péril des
fonctionnalités de la cellule.

Le vieillissement, une particularité
chez les plantes a fleurs

Pour Kirkwood et Holliday (1979) la sélection na-
turelle s’exerce sur la capacité de l'organisme vi-
vant a maximiser le succes reproductif, et sa ca-
pacité a vivre longtemps n’aurait de légitimité que
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Fig. 2. Mécanismes chimiques des détériorations oxydatives associées au vieillissement cellulaire. Les radicaux libres
et especes réactives de Poxygene (ERO) endommagent les biomolécules de la cellule. En particulier la détérioration des
protéines conduit & une perte de l'activité des mécanismes de protection et de détoxification de la cellule.

pour contribuer & cet objectif. Les plantes qui uti-
lisent différentes stratégies pour se maintenir et as-
surer leur descendance illustrent bien cette théorie.
Dans la plupart des cas, la phase de morphogenese
est peu sujette au vieillissement. Au contraire a lis-
sue de sa croissance un mécanisme de sénescence va
induire prématurément la mort cellulaire des parties
végétatives pour remobiliser les ressources carbonées
et azotées vers les organes reproducteurs et ainsi fa-
voriser la production des semences. C’est principale-
ment la graine qui a pour mission d’assurer le succes
reproductif par sa germination et son établissement
en jeune plantule. Si les graines des plantes a fleurs
acquierent généralement les compétences pour germer
immédiatement apres la formation de 'embryon, dans
nos climats tempérés des conditions adverses de 1'en-
vironnement peuvent étre déléteres pendant la crois-
sance. Cependant dans une deuxieme phase de leur
développement appelée maturation, les graines ont
développé des mécanismes de tolérance a la dessic-
cation et un blocage intrinseque de la germination
appelé dormance (Leubner-Metzger & Finch-Savage,
2007). Cet état physiologique est un moyen d’échapper
dans le temps a ces conditions adverses du milieu.
Ces graines, que l'on qualifie d’orthodoxes car elles
supportent la dessiccation, sont dispersées dans la na-
ture dans leur état déshydraté (environ 5-15 % d’eau)
et métaboliquement quiescent en attendant la levée
de leur dormance et des conditions optimales pour la

germination. Souvent les conditions qui induisent la
levée de dormance ne sont pas synchrones avec les
conditions de germination. La graine va alors rester
stockée dans le sol une longue période pendant laquelle
elle sera exposée au vieillissement et aux agressions du
milieu. Dans ce contexte les chances d’établissement
d’une jeune plantule dépendront des propriétés de
résistance et de longévité de la graine. L’exemple de
graines de Lotus Sacré trouvées dans le sol, et tou-
jours viables plus de mille ans apres leur dissémination
(Shen-Miller et al., 1995), illustre la spectaculaire ca-
pacité de survie de la graine et l'intérét d’étudier
la semence en tant que modele pour déchiffrer les
mécanismes de longévité (Figure 3). Du fait de ces pro-
priétés de résistance au vieillissement la semence est
utilisée par ’homme comme le support de choix pour
la conservation des ressources génétiques végétales.

Les propriétés de résistance des semences
matures seches

Les détériorations liées au vieillissement d’une se-
mence ont été décrites au niveau cellulaire et biochi-
mique (Bailly et al., 1998; Bailly, 2004). Les dom-
mages oxydatifs affectent les lipides, protéines et ADN
(Figure 2) entrainant des réactions en chaine qui
conduisent a une dégradation de la structure et des
fonctions cellulaires. En particulier les protéines sont
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Nelumbo nucifera - Sacred Lotus - Longevity and germination of ancient fruits from China
Freshly harvested dormant fruit

Micropylar end

Shen-Miller et al. (1995) American Journal of Botany 82: 1367-1380 Drawing: Ogha (1926) Japanese Journal of Botany 3: 1-21

ca. 1300 year old fruits germinate

Fig. 3. Des graines germées de Nelumbo nucifera agées de 1300 ans (d’aprés Shen-Miller et al., 1995). Tous droits

réservés.

la cible majoritaire des dommages oxydatifs (Davies,
2005) et leur perte de fonction entraine une déficience
de l'activité métabolique, de synthese des ARN et des
protéines, de la capacité de réparation de ’ADN (ac-
cumulation de mutations somatiques), mais également
des mécanismes de détoxification des ERO et ou
d’élimination des déchets de la cellule. Cependant
dans la graine orthodoxe, ces détériorations s’accu-
mulent lentement au cours du stockage. La graine ma-
ture dans son état déshydraté présente en effet des
propriétés de résistance qui sont dues certes a son
état déshydraté et métaboliquement quiescent, mais
également a un équipement biochimique et enzyma-
tique particulierement bien adapté pour neutraliser
le stress oxydatif (Bailly, 2004). La faible teneur en
eau, et la composition particuliere en carbohydrates
et en protéines dans la cellule, conférent une orga-
nisation du cytoplasme sous la forme d’un réseau
stable qui piege les ERO et limite les réactions bio-
chimiques (Leopold, 1994 ; Buitink et al., 2000). En
plus de ces propriétés physicochimiques particulieres,
des systemes de détoxification des ERO sont om-
niprésents dans la semence. Des métabolites antioxy-
dants tels que l'acide ascorbique, le tocophérol, ou
les flavonoides sont accumulés dans la graine ma-
ture et constituent un moyen de protection important
dans la graine au cours du stockage (Clerkx et al.,
2004 ; Sattler et al., 2004). D’autres mécanismes en-
zymatiques neutralisant les ERO tels que la cata-
lase, la glutation oxydase ou la superoxyde dismu-
tase sont fortement induits dans la graine et peuvent
jouer un role important au moment de l'imbibition
avant ’accomplissement de la germination (pour re-
vues McDonald, 1999; Bailly, 2004). Enfin sans que
cela ait jamais été démontré chez les plantes, I'im-
plication dans la protection contre le vieillissement de
mécanismes d’élimination des molécules endommagées
est fortement suspectée. En particulier les protéines

endommagées dans la cellule perdent leur conforma-
tion, s’agregent entre elles et forment des déchets
toxiques qui seraient voués a la dégradation ou a
la réparation lorsque les dommages sont réversibles.
De récents développements dans le domaine de la
génomique fonctionnelle et de la génétique moléculaire
ont permis d’explorer le métabolisme d’oxydation des
protéines et leur maintenance au cours du vieillisse-
ment de la graine.

Apports de la génomique pour I'étude
des mécanismes de longévité

Au laboratoire le vieillissement de semences est mimé
par des traitements de vieillissement accéléré en sto-
ckant les graines dans différentes conditions environne-
mentales d’humidité relative et de température. Il est
observé classiquement une perte de vigueur puis de
viabilité des semences qui se traduit respectivement
par un ralentissement des cinétiques de germination
et une baisse du taux de germination. La diminution
du taux de germination au cours du temps évolue se-
lon une courbe de survie caractéristique du vieillisse-
ment (voir Figure 1, courbe B). Ces courbes ont été
modélisées par Ellis & Roberts (1980) dans le but de
prévoir en fonction des especes considérées les condi-
tions de conservation optimales des semences et leur
longévité. Ces modeles integrent des parametres in-
fluant sur la détérioration tels que la teneur en eau
ou la température de conservation qui conditionnent
I'activité biochimique.

Cette question complexe des mécanismes im-
pliqués dans la qualité de la graine a été abordée sur
des especes modeles par des approches globales et sans
a priori de transcriptomique et de protéomique (Bove
et al., 2001 ; Holdsworth et al., 2008). Chez le tabac
comme chez ’espece modele Arabidopsis, I’analyse du
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Fig. 4. (A) Profil des protéines séparées par électrophorese 2D et colorées au nitrate d’argent dans la graine séche.
L’accumulation induite au cours du stockage est visualisée pour les exemples d’une (-glucosidase (65 KDa) et des
précurseurs de cruciférines (52.28 KDa) ; d’aprés Chibani et al. (2006). (B) Coupe d’une graine seche d’Arabidopsis en
microscopie optique et vue en microscopie électronique a transmission d’une cellule cotylédonaire de I’embryon illustrant
le volume important occupé par les corps lipidiques (35% du poids frais) ; d’aprés Boisson et al. (2001).

transcriptome de la graine met en évidence qu’un trai-
tement de stockage exerce un controle marqué de I'ac-
cumulation d’ARN codant pour des genes impliqués
dans la synthese et le devenir des protéines, et dans
les mécanismes de protection contre le stress (Bove
et al., 2005; Cadman et al., 2006).

Ces analyses soulignent limportance du
métabolisme des protéines dans les changements
physiologiques induits par la graine au cours
de sa conservation. L’analyse protéomique par
électrophorese 2D a permis de caractériser les va-
riations de profils d’accumulation des protéines de
la graine séche d’Arabidopsis au cours du temps
(Figure 4A, Chibani et al, 2006). Ces résultats
révelent une accumulation d’un grand nombre de

protéines dans la fraction soluble du protéome. Cette
observation est surprenante car les graines matures
seches d’Arabidopsis présentent une teneur en eau
de 8 % qui rend difficilement concevable D'existence
d’une activité biochimique. Cependant la présence
de corps lipidiques tres volumineux dans les cellules
des embryons d’Arabidopsis (Figure 4B) suggere
que la répartition n’est pas homogene et que la
concentration de I’eau dans des zones particulieres de
la graine pourrait permettre des activités enzyma-
tiques. Des activités de synthese et d’accumulation
d’ARN dans les graines seches de Nicotianées avaient
également été décrites par Leubner (2005) et Bove
et al. (2005). Par ailleurs une représentation des
cinétiques d’accumulation des protéines au cours
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Fig. 5. Représentation schématique des modifications non enzymatiques qui affectent les protéines au cours du vieillis-
sement. L’oxydation (la carbonylation) et la N-glycation sont irréversibles alors que l'isomérisation / la déamination
des résidus aspartates (Asp) / asparagines (Asn) est réversible. Ces modifications peuvent entrainer la protéolyse des
protéines, ou dans le cas de la formation d’isoaspartates (isoAsp), la conformation des protéines peut étre alternativement
restaurée par l’enzyme de réparation, la Protéine L-isoAspartyl méthyltransférase (PIMT) en présence du donneur de
méthyle la S-adenosyl-L-Méthionine (AdoMet). D’apres Kumar et al. (1999).

d’un an de stockage avec des outils statistiques
de classification hiérarchique permet de mettre en
évidence une accumulation séquentielle de groupes
de protéines qui semble coordonnée temporellement.
Notamment une représentativité accrue de protéines
de stress parmi les protéines accumulées dans les
phases tardives du stockage est concomitante avec
les premiers signes physiologiques du vieillissement
de la graine. Parmi ces variations de profils il est
possible d’observer de nombreuses modifications post-
traductionnelles, telles que la conversion des formes
précurseurs de cruciférines en leur sous-unité mature.
Clairement les variations de profils protéiques dans le
contexte d’anhydrobiose de la graine seche suggerent
Iexistence d’'un métabolisme des protéines. L’idée
que ce métabolisme doit contribuer aux changements
physiologiques de la graine pendant son stockage
constitue une hypothese de travail.

La gestion des dommages protéiques
et le contrdle de la vigueur des graines

Actuellement des approches de protéomique et de
génétique moléculaire sont engagées pour décrire I'im-
portance des modifications post-traductionnelles dans

la « qualité » de la graine. Parmi les modifications post-
traductionnelles possibles dans la graine, figurent des
altérations chimiques des protéines liées a I'oxydation
telles que la carbonylation. L’analyse protéomique
de I’évolution des profils de protéines carbonylées au
cours du vieillissement (Job et al., 2005 ; Rajjou et al.,
2007) montre une augmentation du niveau de car-
bonylation sur des groupes de protéines spécifiques
qui est corrélée a la perte de vigueur germinative. Ce
type de modification des protéines est irréversible et
constitue une premiere étape vers I’élimination de la
protéine selon un mécanisme de protéolyse (Figure 5).
Néanmoins le controle de la dégradation des protéines
oxydées dans la graine et I'importance de la protéolyse
dans la survie des semences reste encore a explorer.

D’autres types de modifications chimiques
des protéines liées au vieillissement peuvent
étre réversibles par une activité enzymatique de
réparation. C’est le cas en particulier de la formation
d’isoaspartates (isoAsp) qui s’accumulent dans les
protéines dans des conditions de stress oxydatif et qui
affectent dramatiquement la conformation et la fonc-
tionnalité des protéines (Clarke, 2003). Ces résidus
anormaux proviennent de la dégradation de résidus
aspartates (Asp) ou asparagines (Asn) et leur recon-
version en résidus Asp par l'activité enzymatique de
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la protéine L-isoAspartyl méthyltransférase (PIMT)
permet de restaurer la conformation des protéines (Fi-
gure 5). Le role de cette enzyme dans les mécanismes
de protection contre le vieillissement est bien do-
cumenté pour les systémes animaux (pour revue
Clarke, 2003). Cependant ce n’est que récemment
que des évidences génétiques de sa fonction chez les
plantes ont été décrites. L’enzyme PIMT, dont le
transcrit a été trouvé induit parmi le transcriptome
de la jeune graine (Bove et al., 2005), est codée par
les deux genes PIMT! et PIMTZ2 dans le génome
d’Arabidopsis (Xu et al, 2004). Une approche de
génétique inverse exploitant les collections de mutants
d’insertion et des lignées transgéniques dans lesquelles
lactivité des genes PIMT1 ou PIMT2 a été réprimée
ou induite a permis de montrer que lactivité de
ces genes contribue a la survie des semences au
cours du stockage. Le phénotype de longévité est
étroitement corrélé a une faible accumulation de
résidus isoAsp dans le protéome de la graine (Fi-
gure 6). La découverte que la réparation des protéines
joue un role majeur dans 'aptitude a la conservation
des semences (Ogé et al., soumis) permet de proposer
des marqueurs moléculaires pour gérer la qualité et
la conservation des semences (Grappin et al., 2005
WO /2005/054499).

Le role de la PIMT dans la protection contre
le vieillissement est illustré aussi bien chez les
mammiferes, les bactéries que chez les plantes.
Les mécanismes limitant les dommages causés aux
protéines semblent donc universels aux étres vivants.
Cependant le mode d’action et le controle de I'acti-
vité de cette enzyme de réparation dans la graine reste
a explorer. En particulier les cibles protéiques dont
la réparation conditionne la vigueur germinative res-
tent a caractériser a ’aide de ’analyse protéomique.
De plus nous ne savons pas tres bien si aptitude sin-
guliere de la graine a conserver sa vigueur germinative
au cours du temps est conditionnée par une activité
de réparation des dégats pendant la phase de dessic-
cation sur la plante mere, pendant le vieillissement de
la graine stockée dans le sol, ou pendant I'imbibition
de la graine en germination.

Conclusion

Au XVIII®™e siscle Xavier Bichat énoncait que la
mort a une utilité biologique, celle d’assurer le re-
nouvellement de 'espece. Cette théorie est illustrée
chez les végétaux supérieurs par la sénescence qui per-
met de remobiliser les ressources pour la production
de graines. Cependant ce mécanisme de mort pro-
grammeée differe d’une situation liée au vieillissement.
Pour l'essentiel, seules les graines stockées dans le sol
matérialisent une phase du cycle de vie de la plante
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Fig. 6. Analyse biochimique et physiologique de trois
lignées transgéniques C1l, C2 et C3 sous-exprimant
PIMT1. L’analyse en western blot (A) avec un anticorps
spécifique de PIMT1 met en évidence une diminution du
taux de protéines PIMT1 dans les graines des lignées
transgéniques comparé & une lignée témoin (WT). Les
lignées transgéniques C1, C2 et C3 présentent une quantité
beaucoup plus élevée de résidus isosapartates (isoAsp)dans
le protéome de la graine (B) et comme le montre leur
courbe de survie (C), C1, C2 et C3 (symboles grisées) sont
beaucoup plus sensibles que leur témoin (symboles noires)
4 un traitement de vieillissement accéléré (75 RH, 40 °C).
D’apres Ogé et al., soumis.

soumise au vieillissement. Le fait que le succes ger-
minatif de la semence soit déterminant pour l'effica-
cité de reproduction, les mécanismes qui contrélent sa
survie résultent d’'un compromis évolutif entre repro-
duction et la longévité. Ce contexte fait de la semence
un excellent modele pour étudier les mécanismes de
protection contre le vieillissement. Les avancées dans
le domaine de la génomique fonctionnelle et de la
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génétique inverse vont permettre de documenter les
stratégies de longévité de la graine. Les récentes études
ont souligné 'importance du métabolisme de mainte-
nance des protéines et en particulier des mécanismes
de réparation pour la survie de la graine. Néanmoins
le lien entre le stress oxydatif et le controle de 'ac-
cumulation des dommages protéiques par la PIMT
n’est pas encore établi d’'un point de vue biochi-
mique et moléculaire. D’une part la contribution
des mécanismes de protéolyse reste a caractériser,
et l'influence des ERO sur lactivité de la PIMT
ou en tant que molécule signal (Bailly, 2004) reste
a aborder. L’étude des modifications réversibles des
protéines dans la graine en développement et au cours
du vieillissement offre de nouveaux horizons pour la
compréhension des mécanismes controlant la survie
des graines. Dans le sol, la graine va rencontrer des si-
tuations d’hydratation transitoires et des fluctuations
de I'environnement qui sont mal connues. L’apport de
la physiologie sera déterminant pour identifier les pa-
rametres du milieu qui stimulent le métabolisme de
maintenance et conduisent & des records de longévité
tels que ceux des semences multicentenaires.
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