B A
S E

Epoint sur :

Biotechnol. Agron. Soc. Environ. 2008 12(2), 171-184

M¢éthodes de mesure de 1’age physiologique des tubercules
semences de pomme de terre (Solanum tuberosum L.)

Pierre Delaplace, Marie-Laure Fauconnier, Patrick du Jardin

Gembloux Agricultural University — FUSAGx. Unité de Biologie végétale. Département de Biochimie et Biologie
appliquées. Passage des Déportés, 2. B-5030 Gembloux (Belgique). E-mail : delaplace.p@fsagx.ac.be

Recu le 5 octobre 2007, accepté le 15 janvier 2008.

L’étude du vieillissement des tubercules de pomme de terre présente des finalités fondamentales et appliquées. En raison
des impacts économiques potentiels, de nombreuses tentatives ont été réalisées afin de développer des indicateurs fiables
de I’age physiologique des tubercules semences destinés a la multiplication végétative, que ce soit au niveau biophysique,
physiologique ou biochimique. A I’heure actuelle, aucun des indicateurs biophysiques ne rencontre entierement les objectifs
poursuivis, les résultats obtenus étant contradictoires ou peu transposables. Certains indicateurs physiologiques semblent bien
adaptés, mais ne sont pas prédictifs. Les études biochimiques, quant a elles, ciblent souvent le processus de développement
du tubercule ou sont réalisées sans référentiel physiologique précis. Apres définition des concepts utilisés, la présente étude
se propose de synthétiser et d’évaluer de facon critique les méthodes de mesure de 1’age physiologique. Une stratégie d’étude
intégrée du processus de vieillissement est finalement proposée en tenant compte des données existantes.

Mots-clés. Pomme de terre, Solanum tuberosum L., vieillissement, sénescence, dge physiologique, stockage, stress oxydatif.

Assessment methods of physiological age of potato seed tuber (Solanum tuberosum L.). The study of potato tuber ageing
possesses both fundamental and applied interests. Because of potential economical impacts, numerous attempts have been made
to develop reliable biophysical, physiological or biochemical markers of physiological age of seed tubers intended for vegetative
multiplication. At the present time, biophysical markers do not meet this objective, the obtained results being contradictory or
not very transposable. Some physiological markers seem well-suited but they are not predictive. The biochemical studies often
focus on potato tuber developmental process or are undertaken without accurate physiological reference frame. After defining
the main concepts, this study synthesizes and critically evaluates the different methods used to assess physiological age. An
integrated research strategy based on existing data is finally proposed to study potato tuber ageing.
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1. INTRODUCTION

La pomme de terre (Solanum tuberosum L.) est une
plante herbacée tubéreuse originaire d’Amérique
latine. Sa production mondiale s’élevait a 330 millions
de tonnes en 2004 (FAO, 2007), ce qui en fait la
cinquieme plante cultivée apres la canne a sucre, le
mais, le riz et le blé. Dans la pratique agricole, le cycle
de production de la pomme de terre est principalement
végétatif, les tubercules produits constituant a la fois un
organe de reproduction asexuée (tubercules semences)
et la partie alimentaire de la plante. Les performances
agronomiques des tubercules semences dépendent
fortement de leur dge physiologique. Ce parametre
désigne 1’état physiologique du tubercule 2 un moment
donné (Reust, 1986 ; Coleman, 2000) et conditionne
certaines composantes essentielles du rendement

telles que la capacité de cicatrisation des tubercules,
le taux de croissance initial de la culture, le nombre
de tiges produites ou la date de tubérisation (Hartmans
etal., 1987 ; Lulai etal., 1994 ; Coleman, 2000).
L’étude du vieillissement des tubercules de pomme
de terre au cours du stockage présente par ailleurs des
finalités fondamentales. La pomme de terre est en effet
considérée par plusieurs auteurs comme organisme
modele dans les études de vieillissement (Kumar
etal.,, 1996b ; Kumar et al., 1999 ; Coleman, 2000 ;
Zabrouskov et al., 2002). Dans ce contexte appliqué
et fondamental, de nombreuses études ont été menées
afin de caractériser 1’dge physiologique des tubercules
de pomme de terre. La présente revue de littérature se
propose :

— de définir la terminologie utilisée dans le contexte

du vieillissement,
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— de synthétiser les résultats obtenus
présent,
— d’aborder de facon critique les perspectives

d’application de ces indicateurs de vieillissement.

jusqu’a

2. DEFINITIONS

2.1. Note préliminaire

ATl’heure actuelle, parmi les différents concepts menant
a la mort végétale, il n’y a pas de consensus général
quant aux limites et aux chevauchements de notions
telles que vieillissement, mort, sénescence, maturation,
détériorationspost-récolte,réactiond’hypersensibilité,
Iésions, chlorose et nécrose (Thomas et al., 2003).
Les définitions présentées ci-dessous sont néanmoins
celles qui sont le plus souvent rencontrées dans la
littérature récente. Elles constituent un préalable
essentiel a la discussion des résultats de toute étude
portant sur le vieillissement. Certaines des définitions
présentées sont volontairement extensives. Dans un
souci de cohérence, elles comportent, en plus des
notions a caractere biochimique ou physiologique, un
volet agronomique assez large. Nous nous limiterons
par ailleurs aux concepts définis al’échelle d’un organe
entier et non au niveau cellulaire car ces derniers ne
peuvent s’appliquer directement au tubercule de
pomme de terre. Cet organe est en effet constitué de
nombreux tissus distincts, comportant eux-mémes de
nombreuses lignées cellulaires différentes.

2.2. Vieillissement et age physiologique

A I’échelle d’un organe tel que le tubercule de pomme
de terre, le vieillissement est principalement di a
des processus dégénératifs stochastiques dirigés par
des forces extérieures (par exemple, les conditions
environnementales) qui dépassent progressivement
le métabolisme domestique (housekeeping) controlé
génétiquement et son potentiel de protection (Hadfield
etal., 1997 ; Beck et al., 2003). Il désigne 1’évolution
de 1’age physiologique du tubercule de pomme
de terre. Le taux de vieillissement est fonction du
cultivar, de l'individu et de la température (Reust,
1982 ; Coleman, 2000).

L’age physiologique caractérise quant a lui I’état
physiologique du tubercule a un moment donné,
cet état influencant sa capacité de production de
tubercules fils (Reust, 1982 ; Reust, 1986 ; Coleman,
2000). Il dépend d’une part, de son age chronologique
et d’autre part, des conditions subies pendant la
croissance, la récolte et la conservation. Un tubercule
sera d’autant plus 4gé que le temps écoulé a partir de
sa date de formation aura été long et la température
élevée (Burton, 1966 ; Reust, 1982).
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Les modeles de croissance suivis par les tubercules
de pomme de terre dépendent ainsi fortement du
processus de vieillissement (Krijthe, 1962 ; Reust,
1982 ; Hartmans et al., 1987 ; Van der Zaag et al.,
1987 ; Fauconnier et al., 2002). Quatre stades définis
sur base morphologique succédent a la phase de
dormance (Figure 1) :

— stade monogerme : ce stade est caractérisé par la
dominance apicale. De telles « semences » produi-
ront des plantes avec peu de tiges. Un faible
nombre de tiges donnera peu de tubercules, mais
ceux-ci seront de plus gros calibre (Johnson,
1997) ;

— stade germes multiples : des tubercules de ce stade
présentent des germinations multiples. Tous les
yeux du tubercule sont susceptibles de germer.
Ces tubercules produiront des plantes avec plusieurs
tiges, ce qui augmentera le nombre de tubercules fils
(Johnson, 1997) ;

— stade germes ramifiés : ce stade est caractérisé par
une ramificationimportante des germes. Cesderniers
sontchétifsetdonnerontdesplantes peuvigoureuses.
Celles-ci produiront un grand nombre de tubercules
mais de petit calibre (Johnson, 1997) ;

— stadedeformationde tubercules fils (boulage) : stade
ultime débutant par I’initiation de tubercules fils sur
les germes et suivi d’une période de grossissement
qui dure jusqu’a I’épuisement du tubercule mere
(Rousselle et al., 1996). Des tubercules de cet age
physiologique sont inutilisables comme semences
(Johnson, 1997).

Une caractérisation des vitesses de vieillissement
au niveau variétal a été publiée par Martin et al.
(2001), se basant sur la sensibilité a I’égermage. Pour
chaque variété, des tubercules sont égermés trois fois
en cours de stockage avant plantation et comparés a
des tubercules non égermés conservés en chambre
frigorifique. Les variétés sont notées de 1 (tres
sensible a I’égermage, vieillissement tres rapide) a
9 (tres peu sensible a I’égermage, vieillissement tres
lent) (Figure 2).

Pratiquement parlant (Figure 3), 1’age physio-
logique optimal des tubercules semences dépend de la
durée du cycle de production prévu (Reust, 1982). Dans
des conditions agronomiques classiques (plantation
en avril-mai, récolte en septembre-octobre), I’age
physiologique optimum de plantation correspond au
stade ““ germes multiples “ vigoureux. Des plants issus
de tubercules semences physiologiquement agés ont
un taux de croissance initial plus rapide, développent
davantage de tiges, tubérisent plus tot, produisent
moins de feuilles et montrent des signes de sénescence
plus précocement que ceux issus de tubercules
jeunes (Van Der Zaag etal., 1987). Il semblerait
cependant que le vieillissement physiologique affecte
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Figure 1. Influence de I’age physiologique sur le profil de germination des tubercules — Physiological age influence on the
sprouting pattern of potato tubers.
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Figure 2. Diagramme précisant les caractéristiques de sensibilité au vieillissement et de dormance des principales variétés
cultivées de pomme de terre (d’apres Martin et al., 2001) — Diagram presenting the ageing rate and dormancy length of the
main cultivated varieties of potatoes (adapted from Martin et al., 2001 ).
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Figure 3. Suggestion de relation entre le rendement en
tubercules et 1’age physiologique de la semence — Proposed
relationship between yield and physiological age of seed
tubers (O’Brien et al., 1983).

principalement I’émergence, ce qui conditionne par
exemple la précocité de la tubérisation subséquente
(Van Der Zaag et al., 1987). L’age physiologique des
tubercules semences influence ainsi les performances
de la culture qui en découle: taux et pourcentage
d’émergence, nombre de tiges par tubercule, date
d’initiation de la tubérisation, vigueur de croissance,
distribution de la matiére séche et rendement (Reust,
1982 ; Caldiz et al., 2001).

Le vieillissement physiologique  provoque
finalement le «sucrage de sénescence » résultant
de D’accumulation de sucres réducteurs dans le
tubercule (Burton, 1989 ; Rousselle etal., 1996).
Conceptuellement, cette dénomination est pourtant
trompeuse et ne devrait pas étre strictement associée a
des événements liés a une sénescence avancée telle que
définie pour les pétales d’ceillet sénescents (Hartmann,
1992).

Il est a remarquer que la définition du vieillissement
se rapproche parfois chez certains auteurs du concept
de sénescence, principalement dans les domaines
liés a la physiologie du vieillissement humain
(gérontologie notamment). Ainsi, Arking (1998)
définit le vieillissement comme étant «une série
indépendante du temps de changements cumulatifs,
progressifs, intrinseques et déléteres, tant fonctionnels
que structuraux, qui commencent habituellement
a se manifester a la maturité reproductive pour
éventuellement mener a la mort ».

2.3. Sénescence

Le vieillissement et la sénescence des végétaux
désignent 1’ensemble des changements métaboliques
dont la conséquence a bréve ou a longue échéance sera
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la mort de I’ensemble ou d’une partie de 1’organisme
(Hartmann, 1992). La distinction entre ces deux
notions intervient au niveau de la cause premiere de
ces changements. L'usure progressive et passive d’un
systéme vivant, principalement a la suite des attaques
du milieu extérieur, releéve du vieillissement alors que la
sénescence implique des changements qualitatifs actifs
qui trouvent leur origine au niveau du génome. Elle
est définie comme la derniere phase du développement
végétal ol s’initient des séries d’événements de plus en
plus irréversibles qui conduisent a la dégénérescence
cellulaire et parfois a une mort cellulaire programmée
pouvant étre réversible a [’échelle d’un organe
(Hartmann, 1992 ; Gan et al., 1997 ; Thomas, 2002 ;
Dertinger et al., 2003 ; Yoshida, 2003 ; Jones et al.,
2005 ; Zentgraf, 2007). Ce programme dépendant du
patrimoine génétique de 1’individu peut également
étre régulé par des facteurs internes (par exemple, le
développement reproductif, 1’age physiologique ou les
niveaux de phytohormones) ou environnementaux tels
que des infections par des pathogenes, des blessures ou
encore I’ombrage dans le cas d’une feuille (Hartmann,
1992 ; Gan etal., 1997 ; Zentgraf, 2007). Chez les
plantes, en plus de ces caractéristiques, la sénescence
implique plusieurs processus de mobilisation et de
recyclage des biomolécules (Spiteller, 2003 ; Beck
et al., 2003 ; Thomas et al., 2003).

3. METHODES D’EVALUATION DE L’AGE
PHYSIOLOGIQUE DES TUBERCULES

3.1. Généralités

En raison de son importance agronomique, de
nombreuses tentatives ont été réalisées afin de
développer un indicateur de 1’Age physiologique de
tubercules semences. On distingue ainsi trois grandes
classes d’indicateurs (Caldiz et al., 2001).

Les indicateurs biophysiques incluent 1’accumu-
lation de degrés-jours depuis la levée de dormance
(O’Brien et al., 1983), la somme de températures de
stockage (Scholte, 1987, notion décriée par Struik et al.,
1999) et les indices de vigueur de croissance relative
(Bodlaender et al., 1987 ; Van Ittersum, 1992).

Des indicateurs physiologiques tels que le type de
germe (Krijthe, 1958), la capacité germinative (Krijthe,
1962), la longueur du plus grand germe (O’Brien et al.,
1981) et la longueur de la période d’incubation (Reust
etal., 1975 ; Caldiz, 1991, cf. supra) ont été utilisés
afin d’établir I’age physiologique.

Des indicateurs biochimiques notamment basés
sur le contenu en sucres du tubercule ou des germes
(Van Es etal., 1984), I’activité enzymatique (Van Es
etal., 1987 ; Caldiz etal.,, 1996), le contenu en
acides organiques (Reust et al., 1985), en polyamine
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(Apelbaum, 1984), en adénosine triphosphate,
adénosine biphosphate et phosphates (Biotto et al.,
1991) ou le contenu en électrolytes (De Weerd et al.,
1995) ont également été développés.

3.2. Indicateurs biophysiques

Différentes techniques basées sur des mesures de
température ont été mises au point, mais aucune ne
rencontre entierement les objectifs poursuivis.

Rapport de vigueur de croissance précoce. Van
Ittersum et al. (1990) ont proposé d’utiliser le rapport
de vigueur de croissance précoce de tubercules issus
de deux (ou plusieurs) températures de stockage afin
de mesurer le taux de vieillissement physiologique. Ils
ont cependant rencontré un manque de transposabilité
de leurs résultats de laboratoire en conditions de
plein champ ainsi qu’une variabilité interannuelle
importante.

Index plastochrone ou phyllochrone. L’utilisation
de ces deux index est également envisageable. L’ index
phyllochrone consiste & mesurer le taux d’apparence
des feuilles supérieures a 10 mm et est exprimé en
Kelvin-jour en considérant une température de base
de 0 °C. Les résultats obtenus par Firman et al. (1995)
sur les variétés cultivées Vanessa, Désirée et Cara se
sont cependant révélés contradictoires pour au moins
deux des quatre dates de plantation examinées.

Vigueur de croissance relative. La vigueur de
croissance d’un tubercule semence est définie comme
étant le potentiel du tubercule a produire des germes et
des fanes dans des conditions favorables a la croissance
(Van Der Zaag et al., 1987). Ces auteurs ont établi des
courbes de vigueur de croissance relative en fonction
de la durée de stockage (Figure 4) et ont ainsi mis en
évidence des corrélations linéaires avant et apres la
période de maximum de croissance.

Echelles thermiques. Au Royaume-Uni, une échelle
thermique pour le vieillissement a été développée
afin de mettre en relation le rendement des tubercules
et leur «histoire thermique ». Les études initiales
ont permis de mettre en évidence une corrélation
positive entre, d’une part, la croissance des tiges et
le rendement en tubercules et, d’autre part, le nombre
de degrés-jours au-dessus d’une température basale
de 4 °C accumulés apres la fin de la dormance (Wurr,
1978 ; O’Brien et al., 1983). O’Brien et al. (1978) et
Reust (1982) ont utilisé quant a eux une température
seuil de 0 °C.

On trouve cependant plusieurs arguments en
défaveur de ces échelles thermiques au-dessus de
4°C:
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Figure 4. Relation évaluée entre 1’dge chronologique du
tubercule plant et sa vigueur de croissance relative pour le
cultivar Désirée stocké a4 et 12 °C — Evaluated relationship
between chronological age of seed tuber and relative growth
vigour — cultivar Désirée stored at 4 and 12°C (Van Der
Zaag et al., 1987).

— O’Brien etal. (1981) mettent en doute Ile
vieillissement du tubercule a des températures trop
basses pour la germination, ce qui contredit les
données obtenues par Krijthe (1962),

— Krijthe (1962) n’a pas observé de différence dans les
profils de germination suivis par des tubercules
stockés a2 et 5 °C,

— Wurr (1979) et Struik etal. (2006) ont montré
qu’un méme nombre de degrés-jours accumulés peut
correspondre a des ages physiologiques différents
selon que la température de stockage est stable ou
variable,

— les essais visant a mettre en relation la vigueur du
tubercule (le poids sec des pousses, par exemple) et
les températures accumulées durant le stockage se
sont révélés infructueux (Scholte, 1987).

3.3. Indicateurs physiologiques

Comme nous I’avons vu, le profil de germination suivi
par un tubercule est fonction de son dge physiologique.
Certains auteurs ont tenté de caractériser ces « réponses
de germination » afin d’évaluer 1’age physiologique.

Capacité germinative. La capacité germinative
désigne le poids des germes produits apreés une
incubation de 4 semaines a 20 °C (Krijthe, 1962) ou
18 °C a I’obscurité (Hartmans et al., 1987). Elle peut
étre exprimée en pourcentage du poids frais initial
(Krijthe, 1962) ou par tubercule d’un lot de 40 unités
(Hartmans etal., 1987). Les mesures de capacité
germinative (en pourcentage du poids frais initial)
effectuées par Krijthe (1962) sur des tubercules
stockés a 2 °C se sont révélées tres variables, peu
quantitatives et dépendantes du lot et de la saison de
culture. Hartmans et al. (1987) ont également mesuré
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la capacité germinative (par tubercule) de tubercules
des variétés Jaerla et Désirée préalablement stockés a
I’obscurité a4 et 12 °C. Cette variable mesure la vitesse
de production de matériel végétal influencée par 1’année
de récolte, la température de stockage et la durée de
ce dernier. Elle atteint son maximum aprés minimum
300 jours de stockage a 4 °C pour la variété Désirée.
Cette mesure est trés nettement corrélée (R = 0,87) et
donc interchangeable avec la longueur du plus grand
germe par tubercule, mais est cependant plus adéquate
en cas de ramification ou de nécrose apicale des germes.
Notons, par ailleurs, qu’il est possible d’intégrer cette
capacité de production au fil du temps et de dresser
ainsi des courbes cumulatives de forme sigmoidale
(Coleman, 2000).

Différentes améliorations a apporter a la définition
de la capacité germinative ont été proposées par
Coleman (2000) : température de 15 °C, lots de masse
homogene, utilisation du nombre de germes ou de la
longueur du plus grand germe apres 2 a 3 semaines au
lieu du poids frais de germes aprés 4 semaines. Les
lots stockés a 4 °C montreront cependant encore des
variations annuelles liées a la maturité de la culture et
a ses effets sur le statut métabolique des tubercules fils
(Coleman, 2000).

Période d’incubation et index d’age physiologique.
La période d’incubation désigne le temps s’écoulant
entre le début de la germination du tubercule
(éventuellement égermé si des germes étaient déja
présents) et la formation de tubercules fils sur les
nouvelles pousses durant un stockage a I’obscurité a
15-20 °C et 90-95 % d’humidité relative (Reust, 1982 ;
Hartmans et al., 1987 ; Caldiz et al., 2001). La période
d’incubation décroit de facon linéaire (R =-0,99) avec
le temps de stockage (Hartmans et al., 1987). Pour le
cultivar Désirée, une vigueur maximale de croissance
des germes est obtenue lorsque sa valeur se situe entre
85 et 55 jours (Van Der Zaag et al., 1987).

Un index d’age physiologique (PAI : Physiological
Age Index) basé sur la période d’incubation peut étre
défini afin de permettre des comparaisons inter-variétés
(Coleman, 2000 ; Caldiz et al., 2001) :

(T-T)
PAI =

(T-T)

ol T est la date de détermination de 1’4ge physiologique,
T, est la date de défanage (voire la date de fin de
dormance, afin de réduire la variabilité annuelle) et T,
est la date de fin de période d’incubation (boulage) a
une température donnée (Coleman, 2000).

La valeur de ce PAI se situe entre O et 1 selon que
les tubercules sont respectivement physiologiquement
jeunes ou vieux. Cet index s’est révélé utile pour
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mesurer les différences dues aux conditions de
croissance, au cultivar, a la date de défanage, a I’origine
des tubercules, au systéme de stockage et aux systemes
de préplantation (Caldiz et al., 2001). Ce PAI est, par
ailleurs, corrélé avec la durée de couverture du sol et le
rendement de la culture future. Il est facile a mesurer,
non invasif, reproductible et fiable (Caldiz et al., 2001).
Il nécessite cependant d’attendre la fin de la période
d’incubation pour déterminer 1’dge physiologique (pas
de valeur prédictive).

3.4. Indicateurs biochimiques et moléculaires

Historiquement, de nombreuses recherches ont été
menées afin d’étudier les modifications biochimiques
intervenant au cours du stockage des tubercules de
pomme de terre. Ces études ne visaient cependant pas a
établir un parallele clair entre les dosages biochimiques
effectués etdes données physiologiques détaillées liées a
la germination ou a la levée des tubercules. Les résultats
obtenus sont donc difficilement utilisables directement
comme marqueurs du vieillissement. De nombreuses
pistes biochimiques se révelent cependant prometteuses
et mériteraient d’étre ré-évaluées en utilisant un
matériel végétal préalablement caractérisé au niveau
physiologique. L’objectif poursuivi dans les chapitres
suivants n’est pas de réaliser une synthe¢se exhaustive
des études post-récolte réalisées, mais d’établir des
bases bibliographiques permettant le développement
d’approches biochimiques de caractérisation du
processus de vieillissement des tubercules.

Evolution du protéome. Durant le vieillissement

des tubercules (de 3 a 30 mois de stockage a 4 °C),

une diminution de leur contenu en protéines solubles

(majoritairement représentées par la patatine de

40 KDa) a été observée (Kumar et al., 1993a). Cette

modification du contenu en protéines solubles résulte

d’une diminution de la capacité de synthése protéique

(Kumar et al., 1993a) ainsi que d’une protéolyse accrue

liée a:

— une augmentation de la concentration en protéases
de 84,95 et 125 KDa,

— une diminution de la concentration en multicystatine,
un inhibiteur des protéases a cystéine,

— des modifications non enzymatiques (oxydation
accrue, glycation, désamination) des protéines, les
rendant plus sensibles a la dégradation (Kumar et al,
1999).

La diminution de capacité de syntheése de protéines
aurait des conséquences sur la disponibilité de certaines
enzymes impliquées dans la germination et pourrait
ainsi expliquer la perte de potentiel de croissance qui
intervient au cours du vieillissement (Kumar et al.,
1993a).
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Complémentairement, plusieurs approches
globales sans a priori basées sur 1’électrophorese
bidimensionnelle ont été développées afin d’étudier
I’évolution du protéome de tubercules de pomme
de terre en stockage. Du fait de leurs limitations
techniques, les premieres recherches menées sur
ce sujet n’ont cependant pas permis d’identifier les
protéines différentiellement exprimées au cours de la
transition puits—source (Borgmann et al., 1994), de la
levée de dormance (Désiré et al., 1995) ou du stockage
a basse température (Espen et al., 1999).

Plus récemment, Lehesranta etal. (2006) ont
réalisé une analyse protéomique du cycle de vie du
tubercule de pomme de terre en utilisant une approche
technique plus moderne couplée & une identification
protéique par spectrométrie de masse en tandem. Leurs
résultats indiquent que le processus de tubérisation est
caractérisé par I’accumulation d’isoformes de patatine
et d’enzymes impliquées dans les réactions de défense
contre les pathogenes et les ravageurs. Les enzymes
impliquées dans le métabolisme énergétique et dans la
transformation protéique sont également associées au
développement, mais voientleur concentration diminuer
en cours de maturation. Bien que fondamentalement
tres intéressante, cette étude ne considere cependant
que des périodes de stockage de 4 semaines a 5 °C
sans caractérisation physiologique poussée du matériel
végétal. Les résultats obtenus sont donc d’un intérét
limité dans le contexte du vieillissement post-récolte.

Polyamines. Une augmentation de la synthése d’acides
nucléiques et de protéines marque la fin de la dormance
des tubercules (Apelbaum, 1984 ; Macdonald et al.,
1988). Du fait du role essentiel des polyamines dans
les syntheéses protéiques, une enzyme appartenant a
leur voie métabolique (I’ornithine décarboxylase) a
été proposée comme indicateur d’age physiologique
(Apelbaum, 1984).

Lipides. Les lipides représentent environ 0,1 % du
poids frais d’un tubercule de pomme de terre. Ce dernier
ne contenant pas de réserves importantes de lipides,
on admet que la composition totale en acides gras du
tubercule est une bonne estimation de la composition
de ses membranes (Spychalla etal., 1990b). Les
changements membranaires et la perte du contrdle
homéostatique sont souvent considérés comme des
manifestations du vieillissement. On a donc longtemps
supposé que le taux de perte d’électrolytes était un
indicateur effectif du vieillissement physiologique
des tubercules (Coleman, 2000). Plusieurs auteurs ont
ainsi observé au cours du stockage une décroissance
du pourcentage d’intégrité membranaire (Knowles
etal., 1989 ; De Weerd et al., 1995 ; Zabrouskov et al.,
2002 ; Fauconnier et al., 2002). Cette décroissance
est accentuée lorsque les conditions expérimentales
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permettent la croissance des germes (De Weerd et al.,
1995 ; Fauconnier et al., 2002).

D’apres Coleman (2000), les modifications
d’intégrité membranaire liées au vieillissement sont
la conséquence des changements subis par le degré
de saturation des membranes, l’'index de double
liaison étant inversement corrélé avec le taux de perte
d’électrolytes (Knowles et al., 1989). Ces résultats ont
cependant été infirmés par Fauconnier et al. (2002),
aucune corrélation claire n’ayant pu étre établie entre
la perte d’intégrité membranaire et la diminution de
I’index de double liaison.

Le mécanisme précis de détérioration des mem-
branes n’est pas encore parfaitement connu. La cause
la plus souvent avancée est la peroxydation, par
les radicaux libres, des acides gras insaturés dans la
bicouche lipidique (Knowles et al., 1989 ; Kumar et al.,
1993a). D’autres causes sont cependant possibles :
la désesterification et 1’accumulation d’acides gras
libres dans la bicouche, la perte de lipides de type
diacylglycérol ou la transition des membranes et
de leurs composés acyl-lipidiques d’une structure
cristalline-liquide normale et flexible vers une structure
gel solide (Spychalla etal., 1990b). Lojkowska
etal. (1989) ont également émis ’hypothése que la
dégradation des membranes cellulaires est catalysée
par des phospholipases endogenes, telles que 1’acyl
hydrolase lipolytique, certains produits de cette
activité enzymatique étant des substrats des enzymes
lipoxygénases (Turnbull et al., 1992).

En ce qui concerne [I’hypothese oxydative
de dégradation des membranes, les contenus en
malondialdéhyde et en éthane sont souvent présentés
comme des indicateurs de peroxydation lipidique, mais
ils ne sont que des indicateurs indirects résultant de la
métabolisation des produits de ces attaques oxydatives.
La concentration en malondialdéhyde augmente
(Kumar et al., 1993b ; Dipierro et al., 1997) ou reste
stable au cours du vieillissement a 4 °C (Zabrouskov
etal.,, 2002). Fauconnier et al. (2002) ont de plus
démontré que la concentration en hydroperoxydes
totaux diminuait au cours du vieillissement. Ces
hydroperoxydes sont des marqueurs directs de
peroxydation lipidique : ils peuvent étre formés par
autooxydation ou par l’action d’enzymes telles que
I’a-dioxygénase ou la lipoxygénase sur les acides
gras polyinsaturés. L’origine principale des pertes
d’électrolytes ne résulte donc pas de ’oxydation des
acides gras insaturés (Fauconnier et al., 2002).

Polysaccharides. Hartmans et al. (1984) ont étudié
I’évolution du contenu en amidon et en sucres des
germes au cours du vieillissement. Leurs conclusions
suggerent que le processus de vieillissement diminue
I’efficacité d’utilisation des composés hydrocarbonés,
sans affecter leur translocation dans le tubercule. Au
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seindutubercule,ilestgénéralementadmisquelesucrage
de « sénescence », s’opérant d’autant plus rapidement
que la température de stockage est élevée (Rousselle
etal.,, 1996), est dii a des processus hydrolytiques
et phosphorolytiques dégradant 1’amidon alors que
la phosphorolyse intervient majoritairement dans le
développement du sucrage au froid précoce et réversible
(Burton, 1989 ; Sowokinos, 1990). Le catabolisme et la
compartimentation de 1’amidon, ainsi que le sucrage au
froid qui y est associé, sont des processus extrémement
complexes impliquant des interactions entre les voies de
dégradation et de synthése de I’amidon et du saccharose,
la glycolyse, la voie oxydative des pentoses phosphates,
la respiration mitochondriale et les fermentations
lactique et alcoolique (Blenkinsop et al., 2003). Des
sucres réducteurs (glucose, fructose) découlant de la
dépolymérisation de I’amidon s’accumulent ainsi dans
les tubercules stockés a basse température (Fauconnier
etal.,, 2002). Des tubercules de la variété Désirée
en stockage a 20 °C et traités avec de 1’isopropyl N-
(3-chlorophenyl) carbamate (CIPC) ont par ailleurs
montré une tres nette augmentation de la concentration
en saccharose apres 120 jours de stockage (Fauconnier
et al., 2002). Le saccharose et les sucres réducteurs
s’accumulant a basse température pourraient de plus agir
comme cryoprotectants permettant une acclimatation
aux basses températures (Malone et al., 2006).

Calcium et régulateurs de croissance. Il semblerait
que la vigueur germinative des tubercules dépende
de leur capacité a transporter 1’ion calcium vers les
méristetmes (Coleman, 2000). Le calcium est en effet
souvent considéré comme un ion antisénescence
dont le mode d’action passe par une augmentation
de l'intégrité membranaire (Kumar et al., 1993a). Au
sein du tubercule, Lindblom (1966) a suggéré que la
dominance apicale observée dans les premiers stades
du vieillissement est déterminée par le rapport des
concentrations en acide indole acétique et en acide
gibbérellique GA,. Les études menées par Reverberi
et al. (2001) ont par ailleurs montré que la concentration
en acide indole acétique augmentait fortement au cours
du vieillissement. Plus récemment, Coleman (2000) a
avancé I’idée que I’acide indole acétique, les cytokinines
et ’acide abscissique pourraient &tre impliqués dans
la levée de dominance apicale et dans la modulation
de la vigueur de croissance. Ces différentes classes
de phytohormones influencent également la levée de
dormance (Fernie et al., 2001).

Taux respiratoire. Une diminution lente de la
respiration est trés généralement observée au cours du
stockage a basse température des tubercules (Burton,
1989 ; Barichello etal., 1990; Marangoni etal.,
1997). Cette diminution du taux respiratoire a basse
températureestliée aune inhibition des phosphorylations
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oxydatives mitochondriales (Blenkinsop, 2003). Si l’on
place des tubercules d’dge physiologique croissant
dans des conditions permettant la germination, les
taux respiratoires et les capacités de production et de
consommation d’adénosine triphosphate augmentent
tandis que la vigueur germinative diminue et que la
dominance apicale est levée. Cette évolution intervient
que les tubercules aient ou non été égermés, mais son
role physiologique reste encore a élucider (Kumar et al.,
1996a).

Evolution des systémes antioxydants. La théorie des
attaques oxydatives est basée sur le concept que des
dégats oxydatifs liés a des radicaux libres s’accumulent
au cours du vieillissement (Harman, 1956). Malgré
I’augmentation des capacités antioxydantes au cours du
processus de vieillissement du tubercule de pomme de
terre, cette évolution physiologique s’accompagnerait
d’une augmentation des stress oxydatifs résultant d’un
déséquilibre dans la balance pro- et anti-oxydants
(Kumar et al., 1996Db).

De nombreuses études partielles ont déja été
menées sur ces sujets sans faire de lien direct avec
une mesure de 1’age physiologique ou en considérant
des durées de stockage peu réalistes au niveau
agronomique. Par ailleurs, les résultats obtenus
semblent parfois contradictoires, mais cela peut €tre
d@ aux unités utilisées ainsi qu’aux durées de stockage
tres disparates. Une augmentation des activités
catalase et superoxyde dismutase et du contenu en
a—tocophérol a ainsi été mesurée par Spychalla et al.
(1990a) au cours d’un stockage de tubercules a basse
température (3 et 9 °C) durant 40 semaines. Kumar
etal. (1996b) ont quant a eux observé une activité
accrue du systeme d’élimination des radicaux libres
impliquant le glutathion dans des tubercules agés apres
un stockage de 30 mois a 4 °C. Une augmentation au
cours du stockage a basse température des activités
glutathion réductase, peroxydase, ascorbate peroxydase
et monodéhydroascorbate réductase a également été
publiée par Zabrouskov etal. (2002). Finalement,
Burton (1989), Dipierro et al. (1997) et Mizuno et al.
(1998) ont mis en évidence une décroissance rapide du
contenu en ascorbate.

Méthylation de I’ADN. L’expression génique au cours
du vieillissement pourrait étre influencée par le degré
de méthylation de I’ADN (Coleman, 2000 ; Semsei,
2000). Les résultats de Law et al. (2002) n’ont cependant
pas permis de mettre en évidence des changements
significatifs de concentration en 5-méthylcytosine a
I’échelle du génome de cellules méristématiques du
tubercule. Une déméthylation transitoire des résidus
cytosine des séquences 5°-CCGG-3" a été détectée,
mais elle est indépendante de I’age du tubercule et serait
plut6t impliquée dans I’évolution de la dormance.
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Expression génique (partim transcriptomique).
Une approche cDNA-AFLP (complementary
DesoxyriboNucleicAcid - Amplified Fragment Length
Polymorphism) a été développée afin d’étudier
I’évolution du transcriptome de microtubercules de
pomme de terre au cours de leur cycle de développement
(principalement lors des étapes de tubérisation, de
dormance et de germination) (Bachem et al., 1996 ;
Bachem et al., 2000 ; Trindade et al., 2004).

Des banques d’Expressed Sequence Tag (EST)
construites a partir de stolons, de microtubercules en
développement, de tubercules dormants et de germes
en croissance ont été comparées par Ronning et al.
(2003) et Flinn et al. (2005). Des études utilisant
des puces a ADN complémentaire ont finalement été
réalisées par Kloosterman et al. (2005) afin d’évaluer
I’expression génique au cours du développement des
tubercules. Ces études présentent des perspectives
techniques intéressantes, mais n’ont pas ciblé de facon
quantitative le processus de vieillissement lors du
stockage a basse température. Leurs résultats restent
donc a I’heure actuelle d’un intérét limité pour la
problématique qui nous préoccupe.

4. EVALUATION CRITIQUE DES DIFFERENTS
INDICATEURS DU VIEILLISSEMENT

Dans une perspective d’application agronomique, un

indicateur d’age physiologique idéal doit étre :

— facile a mesurer, objectif, reproductible et fiable

— capable de prendre en compte 1’environnement, le
cultivar et leur interaction

— sensible au traitement des tubercules semences

— discriminant en fonction du lot, de son origine et de
son histoire de stockage

— compatible avec la notion d’age chronologique
(Caldiz et al., 2001)

— peu coliteux

— rapide a analyser afin de permettre le traitement de
nombreux échantillons en parallele.

A T’heure actuelle, parmi les indicateurs cités
dans cette revue de littérature, aucun ne rencontre
I’ensemble de ces objectifs. En ce qui concerne les
indicateurs biophysiques, leur utilisation est peu aisée
etlesrésultats obtenus laissent entrevoir de nombreuses
incohérences. Certains indicateurs physiologiques
tels que le PAI ou la période d’incubation semblent
particulierement bien adaptés afin de caractériser
I’état physiologique des tubercules utilisés pour les
études de vieillissement. Leur détermination implique
cependant d’attendre la fin de la période d’incubation,
ce qui nécessite de nombreux mois. IIs n’ont donc
aucune valeur prédictive leur permettant d’étre
utilisés directement au niveau agronomique. Dans les
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études de vieillissement, leur utilisation est cependant
nécessaire — voire obligatoire — afin d’établir un cadre
de référence plus précis que 1’age chronologique des
tubercules. Les indicateurs biochimiques paraissent,
quant a eux, bien adaptés au développement de
marqueurs de vieillissement prédictifs. A titre
d’exemple, nous retiendrons deux pistes nous semblant
particulierement prometteuses.

La recherche d’indicateurs biochimiques du
vieillissement peut premierement se concevoir
sans a priori a 1’aide de techniques haut débit
ciblant certaines étapes de 1’expression génique.
Ainsi, 'utilisation de puces a8 ADN complémentaire
couplée a des techniques de confirmation permettrait
de mesurer [’expression génique au cours du
vieillissement et d’en déterminer les marqueurs
potentiels. Pour les laboratoires de taille moyenne ne
maitrisant pas le développement de cette technologie
intra muros, cette approche est cependant limitée
par la disponibilit¢ des puces. Fondamentalement,
il n’y a, de plus, pas nécessairement de corrélation
entre la concentration d’un ARN messager et celle
de la protéine correspondante. L’étude du protéome
via I’électrophorése bidimensionnelle, quant a elle,
cible une étape de I’expression génique située plus en
aval. L’utilisation de méthodes d’extraction protéique
adaptées au tubercule de pomme de terre (Delaplace
etal.,, 2006) permettrait de quantifier sur gel
d’électrophorese bidimensionnelle et d’identifier en
spectrométrie de masse les protéines différentiellement
exprimées au cours du vieillissement. Chacune
de ces protéines pourrait constituer un indicateur
biochimique du vieillissement pouvant étre mesuré
via des techniques de type ELISA par exemple.

A contrario, une approche biochimique ciblée et
complémentaire pourrait étre développée en s’ inspirant
des théories du vieillissement établies sur modele
animal. Sémantiquement, les termes vieillissement et
sénescence peuvent étre utilisés comme synonymes en
gérontologie humaine (de Magalhaes, 2006). Dans ce
cadre théorique, nous parlerons donc de vieillissement
sensu lato. De nombreuses théories ont été proposées
afin de décrire le processus complexe du vieillissement
sensu lato des systémes biologiques. Selon Semsei
(2000), il existe deux grands types de théories
explicatives du vieillissement animal (Figure 5) :
les théories programmées postulant |’existence de
programmes internes ou externes qui déterminent le
processus de vieillissement ab ovo et les théories des
erreurs impliquant explicitement ou implicitement
I’intervention de facteurs destructifs causant des
erreurs, des mutations, des désordres fonctionnels
entrainant in fine des dysfonctionnements et la mort.
Si I'on transpose ce formalisme au niveau végétal,
les théories des erreurs et les théories programmées
s’appliquent respectivement aux concepts de
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THEORIES
DU
VIEILLISSEMENT

—

\

THEORIES THEORIES THEORIES DES
PROGRAMMEES COMBINEES ERREURS
PROGRAMME PROGRAMME SYSTEME MUTATIONS
INTERNE EXTERNE

1. Mort programmée

2. Génes pléiotropes

3. Mort cellulaire programmée
4. Horloge biologique

5. Théories évolutionnistes

1. Horloges biologiques
2. Théories évolutionnistes

1. Théorie des maladies

2. Théorie des crosslinkings
3. Théorie des radicaux libres
4. Accumulation de déchets

1. Mutation de ’ADN
2. Mutations protéiques
3. Crosslinking des sucres

1. Théories unifiées
2. Hypothése membranaire
3. Hypothése de dysdifférenciation

Figure 5. Syntheése des principales théories du vieillissement selon un classement en trois catégories (d’aprés Semsei,
2000) — Synthesis of the main ageing theories using a 3-category classification (adapted from Semsei, 2000).

vieillissement sensu stricto et de sénescence tels qu’ils
ont été définis au point 2 (Hartmann, 1992).

Parmi I’ensemble de ces théories proposées, la
théorie des attaques oxydatives est la plus souvent
citée dans la littérature (Wickens, 2001 ; Sohal,
2002b). Cette théorie a été formulée pour la premiere
fois en 1956 par Denham Harman, mais n’a cependant
toujours pas été démontrée a 1’aide de preuves directes
(Wickens, 2001 ; Sohal et al., 2002 ; Sohal, 2002a).
Elle postule que l’accumulation de modifications
non enzymatiques sur les biomolécules cellulaires
(ADN, lipides, protéines et sucres) causées par des
attaques de formes actives d’oxygene est ’un des
facteurs principaux responsables de la détérioration
fonctionnelle des cellules 4gées ou en cours de
vieillissement (Sohal, 2002b ; Blokhina et al., 2003).
Ces attaques oxydatives résultent généralement d’un
déséquilibre de la balance des systémes pro- et anti-
oxydants (Figure 6, exemple protéique végétal),
un stress oxydatif pouvant donc résulter d’une
surproduction de formes actives d’oxygene et/ou
d’une défaillance des systémes antioxydants (Blokhina
et al., 2003). Les formes actives d’oxygene agiraient
aléatoirement, mais leurs cibles se différencieraient
par leur proximité et leur sensibilité aux attaques,
rendant ainsi le phénomene spécifique a certaines
protéines (Sohal, 2002b).

Cette hypotheése du vieillissement pourrait €tre
transposée a notre modele végétal tout en permettant
une étude intégrée de différents processus métaboliques
liés au vieillissement. La mesure de I’évolution du
systeme antioxydant en fonction de I’age physiologique
(évalué via le PAI ou la période d’incubation) nous
renseignerait ainsi sur la capacité de notre systéme
a prévenir 1’accumulation de dégats oxydatifs. Ces
dégats pourraient étre directement dosés sur les
protéines (via une mesure du contenu en carbonyles
par exemple) et sur les lipides a 1’aide de techniques
chromatographiques adaptées (Laine et al., 2006). Le
systeme antioxydant agit de plus en interaction avec
les phytohormones, de nombreux échanges existant
entre les voies de signalisation métabolique (Vranova
etal.,, 2002 ; Desikan etal., 2005). Une mesure
de D’évolution de ces phytohormones renforcerait
donc encore le caractere intégré de cette approche
biochimique.

Auterme de cette évaluation des marqueurs de I’age
physiologique, il apparait clairement qu’une approche
intégrée combinant plusieurs types de marqueurs
est nécessaire afin d’étudier le vieillissement. Il faut
donc non seulement caractériser physiologiquement le
matériel végétal a 1’aide de marqueurs physiologiques
quantitatifs, mais aussi valider ces données a I’aide
de mesures liées a la levée des tubercules (délai
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Figure 6. Equilibre des systémes pro- et anti-oxydants et ses conséquences sur la production des formes actives d’oxygéne
(ROS) intervenant dans I’oxydation protéique — Pro- and anti-oxidants balance and its impacts on reactive oxygen species

production (ROS) involved in protein oxidation.

CAM : métabolisme acide crassulacéen — crassulacean acid metabolism ; SOD : superoxyde dismutase — superoxyde dismutase ; APX :
ascorbate peroxydase — ascorbate peroxydase ; GPX : glutathion peroxydase — glutathione peroxydase ; CAT : catalase — catalase ;
AA : acides aminés — amino acids ; e-T : chalne transporteuse d’électrons — electron transport chain ; PS : photosysteme —

photosystem ; mu : stress osmotique — osmotic stress.

avant levée, nombre de tiges produites, vigueur de
croissance). Ces données peuvent étre confrontées
a d’autres types de marqueurs utilisables de facon
prédictive.

S. CONCLUSION

L’étude du vieillissement des tubercules de pomme de
terre présente des finalités appliquées et fondamentales.
Les indicateurs de vieillissement fiables développés
jusqu’a présent n’ont pas de valeur prédictive et ne
permettent donc pas de connaitre 1’dge physiologique
des tubercules avant plantation. Toute étude future
nécessite premierement la mise en place d’un cadre
de référence basé sur une caractérisation de I’état
physiologique du matériel végétal utilisé a ’aide de
parametres liés a la germination et a la levée. Plusieurs
approches biochimiques peuvent alors étre développées,
que ce soit sans a priori a ’aide de techniques
transcriptomiques et protéomiques ou de maniere ciblée

en se basant sur la théorie oxydative du vieillissement.
Cette derniere approche permet en outre d’envisager
I’étude biochimique de facon intégrée car elle se
situe a la croisée de nombreuses voies métaboliques
importantes telles que le métabolisme primaire ou les
voies de signalisation des phytohormones. Une fois
ces données biochimiques obtenues, des corrélations
pourront €tre établies avec 1’dge physiologique des
tubercules de pomme de terre et les parametres de
germination et de levée qui y sont associés. Cette
étape essentielle permettra de développer, a terme, des
marqueurs biochimiques prédictifs du vieillissement.
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