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Résumé

Résumé

Ces travaux s’inscrivent a la convergence des domaines de la physique des plasmas et de la
biologie végétale. L’objectif de cette thése est de contribuer a apporter des ééments de
réponses quant aux mecanismes impliqués dans les effets des plasmas froids a pression

atmosphérique sur la germination des graines et le développement des plantes.

La plante modele en biologie végétale Arabidopsis thaliana est en grande partie utilisée ; en
considérant le génotype de référence Col-0 et deux mutants présentant un défaut de synthese
de la couche externe imperméable de lagraine (gl2 et gpat5) afin de mieux mettre en évidence
I’effet du plasma notamment sur les stress osmotiques et salins. Pour le traitement direct des
graines afin de favoriser la germination, les plasmas d’air générés par décharges a barriéres
diélectriques a électrode flottante (FE-DBD) sont utilisés. Le traitement indirect, servant a la
stimulation de la croissance de la plante, utilise I’eau activée par plasma (PAW)grace aux jets
DBD de plasma d’hélium.

Les résultats montrent un effet positif du traitement au plasma généré dans 1’air ambiant par
le dispositif FE-DBD et également par un dispositif corona multi-pointes. Ces traitements
directs des graines permettent une augmentation du taux de germination mais surtout une
augmentation de la vitesse de germination. Une analyse de la perméabilité des graines amis
en évidence un changement alasurface des graines di aun effet physique du plasma pouvant
étre qualifié de gravure de la surface. L’analyse des résidus de surface montre un changement
en composition lipidique. Cela étant fortement corrélé avec la germination, ces résultats
permettent la mise en évidence des pistes de compréhension des effets des plasmas sur la

germination liée notamment aux changements de surface des graines.

Dans une seconde partie, le traitement indirect des plantes par le PAW a pour effet une
augmentation significative de la vitesse de croissance. Le plasma créant en phase agueuse un
nombre certains d’espéces réactives de 1’oxygene et de 1’azote (notamment des nitrates et de
I’ammonium) qui agissent de fagon synergique comme un engrais stimulant |a croissance des

plantes.

Motsclés

Plasmafroid, Germination, Arabidopsisthaliana, Especesréactivesde 1’oxygene et de 1’azote,

Plasma-agriculture, Dével oppement des plantes
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Au premier janvier 2020 la Terre comptait dg§a plus de 7,7 milliards d’individus. D’aprés les
estimations les plus basses des Nations Unies (Figure 1), la population mondiale sera de plus
de 9,4 milliards dans 30 ans [1].

Figure 1 : Graphique de ’estimation de la population mondiale jusqu’en 2100. Extrait du rapport de
décembre 2019 des Nations Unies

En I’état actuel, la demande alimentaire est déja trop importante par rapport alaproduction [2].
En effet, chague année, les habitants de notre planete consomment plus que la Terre ne peut
produire en une année en termes de denrée alimentaires. Tous les ans, I’ONG Global Footprint
Network définit « le Jour du dépassement » ou « Overshoot Day » en se basant sur plus de 3
millions de données statistiques de plus de 200 pays. En 2020, le jour du dépassement était
estimé au 22 ao(t, soit 2 mois plus tot qu’il y a 20 ans. Face a ’augmentation de la demande,
la production doit s’adapter et par consequent, I’obtention, dans le domaine agricole, de
rendements él evés associés a une réduction du gaspillage alimentaire sont essentielles.

Afin de répondre a ces exigences, il existe plusieurs options. La plus courante concerne
’utilisation de produits phytosanitaires pour augmenter le rendement des productions, des
stimulants pour la vitesse de croissance ou encore des antifongiques ou divers pesticides pour
éviter lafonte des semis. Cependant, dans le contexte actuel, un changement de conscience est
également initié et le monde agricole se tourne vers des technologies plus respectueuses de

I’environnement.
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Les plasmas a basse température (LTP : Low-temperature plasma) se révélent prometteurs en
tant que technologies vertes pour 1’amélioration de la productivité des plantes. Le plasma est
1’état de la matiére le moins connu et, paradoxalement, e plus répandu puisqu’il compose plus
de 99% de l'univers visible. Cet état de plasma est constitué d’un gaz ionisé qui va influencer
ou réagir avec son environnement.

Dans |le domaine des plasmas hors équilibre, les recherches sont nombreuses aussi bien sur le
plan fondamental pour mieux connaitre ses propriétés que sur le plan appliqué a travers des
applications trés variées alant de la micro/nano-éectronique et de la propulsion spatiale a la
biologie et lamédecine. Depuis prés de trente ans, le théme de « plasma-agriculture » aémergé
[3] et c’est dans ce domaine que s’inscrit Cette these.

Dans ce domaine, un des principaux intéréts consiste a utiliser les LTP pour le traitement de
graines afin d’augmenter la germination sans utilisation d’engrais chimiques [4]. Cet aspect a
été étudié depuis la fin du 20eme siecle sur un certain nombre de graines [5]. Néanmoins, la
plupart de ces travaux sont pour l’instant surtout descriptifs quant aux effets des différents
plasmas sur les différentes graines [6, 7]. Letravail effectué pendant cette thése vise a apporter
une contribution pour obtenir des réponses plus précises sur les effets du plasma sur la

germination et le développement des plantes.

Durant cette these, a travers ’application de la technologie des plasmas froids hors équilibre
sur les graines et plus particulierement sur les graines de la plante Arabidopsis thaliana, des
pistes pour la compréhension des mécanismes qui entrent en jeu dans la réponse des plantes
aux traitements par LTP, et notamment sur la germination des graines et leur dével oppement
ont été éudiées. En d’autres termes, le but de ce travail est donc de mieux comprendre, en
étudiant en particulier la plante modele Arabidopsis thaliana et en utilisant certains dispositifs
plasmas déja développés et caractérisés au laboratoire Laplace, |es effets directs du plasma et
indirects (via I’eau activée par plasma) sur la germination des graines et la croissance des
plantes. Le choix d’A. thaliana s’est imposée pour cette thése car ¢’est un modéle couramment
utilisé en biologie végétale. Il possede un cycle de vie court (2 a 3 mois de graine a graine) ce
qui est idéal pour la culture en laboratoire [8], la séquence de son génome est disponible depuis
pres de 20 ans [9] permettant 1’accés a de nombreuses données ainsi qu’a des collections de
mutants utiles pour mener abien cette étude. De plus, tout en étant de petitetaille (une trentaine
de centimetres) cette plante aun rendement trésimportant dans de bonnes conditions de culture,
chague silique contient de 30 a 50 graines sachant que la plante a plusieurs dizaines de silique.

L’A. thaliana est donc une bonne graine candidate pour aider a mieux comprendre les
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mécanismes induits par le traitement des graines par LTP (méme si de tels mécanismes ne sont
pas forcément les mémes pour d’autres familles de graine), et de pouvoir dans un second temps
transposer aux moins les méthodologies mises en ceuvre dans ce travail et I’utilisation des
plasmas sur des graines d’intérét agronomique tels que le colza qui fait partie de la méme
famille des Brassicaceage.

Ce travail est issu d’une collaboration, commencée en 2014, entre deux laboratoires de
I’université Paul Sabatier de Toulouse : le Laplace (Laboratoire de Plasma et Conversion
d’Energie) et le LRSV (Laboratoire de Recherches en Sciences Végétales).

Les recherches menées au Laplace, vont de 1’étude des mécanismes physiques de conversion
d’énergie jusqu’aux systémes les utilisant. Les principaux domaines d’applications regroupent
laproduction, le transport, la gestion, la conversion et 1’usage de 1’¢lectricité. Une des activités
de recherche de 1’équipe PRHE (Plasma Réactifs Hors Equilibre) portent sur le dével oppement
et 'utilisation de dispositifs plasmas froids hors équilibre au service des applications bio-

meédicales et environnemental es et leurs éudes fondamental es.

Le LRSV, rassemble a travers la FRAIB (Fédération de Recherche Agrobiosciences,
Interactions et Biodiversité) les principal es forces toul ousai nes de recherche dans les domaines
de la Biologie, de la Microbiologie Végétale et de 1’Ecologie Moléculaire. L’équipe EEP
(Evolution et Expression des Peroxydases) a pour théme de recherche principal 1’étude des
fonctions des peroxydases et leur évolution. Les peroxydases sont des enzymes universellesdu
monde vivant catalysant des réactions d’oxydo-réduction et contrdlant I’homéostasie des

especes réactives de I’oxygene.

Lestravaux effectués dans le cadre de cette these sont déclinés en quatre chapitres.

Le premier chapitre donne le contexte de 1’étude. Il sert a exposer certaines notions de biologie
végétale en relation avec le projet de these. Il est centré sur I’étape clé du cycle de vie d’une
plante, a savoir la germination. Les différents facteurs controlant la germination (conditions
environnementales, hormones, ...) mais auss les especes chimiques importantes dans cette
étape et tout au long du développement de la plante sont abordés. Ce chapitre est également
important pour définir ce qu’est le plasma. Les différents types de plasmas ainsi que leur
formation en conditions contrdlés sont exposés. Par la suite, ce chapitre fait le point sur

I’avancée des recherches dans le domaine de plasma-agriculture a travers une sélection de
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travaux commencés depuis le brevet établi par Krapivina en 1994 [3] jusqu’aux résultats
récemment obtenus. Ces explications sont nécessaires ala compréhension future des effets du
plasma sur la germination des graines et la croissance des plantes ce qui est le principal but de

ce travail.

Le deuxiéme chapitre est d’abord dédié a la description de différentes sources de plasmafroid
utilisées pour ces travaux (FE-DBD, jet DBD d’hélium et corona) avec leur alimentation haute
tension impulsionnelle. On y trouve aussi |a présentation du matériel biologique ains que la
description des différentes expériences et |les protocoles mis en ceuvre durant cette thése. Les
différents traitements notamment pour ’activation de 1’eau ainsi que les caractéristiques
physiques associées y sont également décrites avec les plans expérimentaux utilisés dans ce

travail.

Le troisieme chapitre regroupe les résultats obtenus dans ce travail. Il présente en détails les
différentes expériences menées et les résultats associés afin de comprendre les effets du
traitement au LTP sur les graines et les plantes. || débute par |e développement des effets du
traitement direct sur la germination et en déterminant quels plasmas et quels paramétres
opératoires physiques doivent étre appliqués pour avoir le meilleur effet positif sur la
germination, c'est adire un taux de germination plus élevé et une vitesse plus rapide. Le but ici
est la mise au point d’un traitement efficace sur les graines d’une espece d’intérét afin de fixer
les parametres plasmas et d’essayer d’en comprendre les effets et les mécanismes plus en aval.
Par la suite, des mutants d’A. thaliana sont utilisés pour comprendre au mieux les mécanismes
mis en jeu suite au traitement plasma. Ces mutants sont sélectionnés pour leurs propriétés
principalement axées sur la physionomie de la graine ce qui a pour but de faciliter la
compréhension des effets du traitement a ce niveau-la. Plusieurs conditions de germination ont
été testées, comme par exemple en présence de différents stress (salin et osmotique), afin
d’observer les effets du traitement plasma sur la germination dans ces conditions extrémes
gu’on peut retrouver en milieu naturel. Les effets ont ensuite été caractérisés par plusieurs
expériences, comme [’analyse de la surface des graines, de leur perméabilité et des lipides
présents sur cette surface pour élargir le niveau de compréhension.

Dans un second volet de ce chapitre, |e dével oppement et |a croissance des parties aériennes de
plantes arrosées avec de 1’eau activée par plasma ont été étudiés. Ceci est réalisé pour analyser

I’effet indirect du plasma via cette eau activee.
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Dans la derniére partie de ce chapitre, les principaux résultats de mon travail de thése sont
analysés et discutés et leur implication quant a ’utilisation future des plasmas pour améliorer
le rendement de la germination des graines et la croissance des plantes est soulignée sont. Puis
aprés avoir conclu sur I’ensemble de travaux effectués dans cette thése, on présente les
principales perspectives des sur la poursuite de 1’étude des traitements plasmas sur
’Arabidopsis thaliana et d’autres graines modeles et d’intérét agronomiques afin d’approfondir
la compréhension des mécanismes activeés par les plasmas. Les perspectives visent également
lamise en place d’autres dispositifs de génération de plasma mieux adaptés sur une échelle plus
grande aux traitements d’une plus grande quantité de graines et/ou des graines de plus grandes
tailles.

Enfin, ce travail de these a donné lieu a deux publications publiées dans Plos One et dans

Scientific Reports qui se trouveront en annexe de ce manuscrit.
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Chapitre I Contexte de I’étude et état de l’art

I.1 Introduction

Comme déja souligné dans I’introduction générale, ce travail de thése concerne 1’étude des
effets du plasma hors équilibre sur la germination des graines et |e dével oppement des plantes.
Ce chapitre est une introduction bibliographique de 1’étude. Il sert a poser les bases et le
contexte de lathése.

En premier lieu, un apercu sera donné dans le domaine de la biologie végétale et plus
précisément sur la germination des graines en abordant notamment |es notions principales qui
nous serviront, dans les chapitres suivants, a I’analyse et la compréhension des effets du plasma
sur lagermination et |a croissance.

Par la suite, le chapitre présentera les différents plasmas et leurs nombreuses utilisations.
Enfin, pour inscrire 1’étude dans son contexte € par rapport aux principaux travaux dga
effectués dans le domaine, une synthése sera faite sur 1’état de I’art dans ce domaine plasma-
agriculture concernant I’utilisation des plasmas froids pour stimuler la germination des graines
et la croissance des plantes. L’accent sera mis sur les dispositifs plasmas utilisés, les graines
étudiées et les principaux résultats déja disponibles dans la littérature afin d’en souligner
notamment les avantages et les lacunes. Dans le cas de cette revue bibliographique, nous
commencerons par une sélection de travaux qui ont abordés D’effet des plasmas sur la
germination, puis sur la croissance des plantes. Cela sera suivi par la description de quelques
travaux sur ladécontamination des graines pour supprimer les parasites et destravaux consacrés

I’étude de I’effet des plasmas sur la surface des graines.

1.2 Germination des graines et croissance

1.2.1 La graine, une révolution évolutive

Lagraine, stadedu cycle devievégéta uniquement retrouvé chez | e groupe des spermatophytes
composant 80% du régne veégétal, incluant les angiospermes (ou plantes a fleurs) et les
gymnospermes [10], est le résultat de la reproduction sexuée et de la fusion entre cellules
reproductrices femelles (ovules) et males (grains de pollen).

L’apparition de la graine est considérée comme une innovation notable pour le regne végétal
[11]. Le succes évolutif des spermatophytes repose en grande partie sur la durée trés courte de
la phase gamétophytique (C'est-a-dire qui produit |es gamétes males et/ou femelles).
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La graine est donc la structure de résistance puisqu’elle permet de protéger I’embryon avant
d’entamer un nouveau cycle de vie pour lafuture plante [12].Pour cela, lagraine est composée
de plusieurs couches externes a I’embryon regroupées sous | e terme de « manteau ». La couche
la plus externe nommeément le testa, est souvent pigmentée et inerte. Elle protége 1’endosperme
qui peut représenter une seule couche de cellule cher A. thaliana ou plusieurs de cellules de
réserve chez le blé. Lors de la germination, la rupture de ces couches périphériques permet

I’extrusion rapide de I’embryon turgescent et ensuite la germination de la graine (Figure I-1).

Figure 1-1 Schéma dune
graine mature d'A. thaliana.
Les principaux tissus
constituant la graine sont
représentés. Schéma extrait de
Belmonte et al. [ 13]

Les graines présentes une trés large diversité de structure, morphologie, taille, couleurs. ..entre
les différentes especes des spermatophytes (diversité inter-spécifique) ainsi qu’une grande
diversité au sein d’une méme espéce (diversité intra-spécifique) cette diversité résulte de
I’adaptation de cette structure a son environnement [14]. Ainsi, leur taille, leur poids, leur
morphologie, leur composition et leur nombre peuvent varier d’un individu a I’autre, ou d’une
année a I’autre pour un méme individu [15]. La plus grosse graine est celle du Lodoicea
mal divica mesurant jusqu’a 50 cm et pesant entre 20 et 25 kg en moyenne [16]. A ’opposé, la
graine de la plante modéle Arabidopsis thaliana fait environ 500 pm soit 1000 fois plus petite
[17].

Un exemple d’adaptation est celui du mode de dispersion des graines, lequel peut s’effectuer
par la gravité (barochorie), par I’eau (hydrochorie), par les animaux (zoochori€) ou en encore
par le vent (anémochorie). Ce dernier moyen de dispersion repose sur la petite taille des graines
et leur 1égereté ceci souvent accompagnées d’adaptation morphologique telle que I’apparition
d’une aile comme c’est le cas chez certains cactaceae et notamment chez Tephrocactus

ecoriensis (Figure1-2)
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Figurel-2: Photographie au microscope é ectronique a balayage (c) et dessin de coupe longitudinale
(d) degraine de cactacées T ephrocactusecoriensis. Pointillé: tissufuniculaire; Hachuré: périsperme
; Noir : testa. Pour cette espéce, c’est le tissu funiculaire en pointillés qui va s aplanir et s’ étendre pour

former une aile. Figure extraite de Bregman [ 18]

On peut également retrouver le développement d’excroissance provenant du fruit (péricarpe)

autour de la graine comme pour I’érable ou le saule (Figure I-3).

Figure I-3 : Photographie des fruits de saule et d’érable. Fruit de saule de Zeyher (Combretum
zeyheri, A) ; Fruit d’érable argenté (Acer platanoides, B). Les photographies montrent les
excroissances du péricarpe appelées « hélicopteres » qui sont importantes pour la dispersion des
graines par anémaochorie. Barresd'échelle= 5 cmen A et 1 cmen B. Photographies extraites de Crang
[14]
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Cette grande diversité structurelle induit de nombreuses spécificités comme la vitesse de
germination ou en encore le temps de viabilité des graines. Néanmoins, un des points communs
atoutes ces plantes est qu’un nouveau cycle débute toujours par 1’étape delagermination. C’est
sur cette étape de la vie des plantes qu’une grande partie de ce travail est centrée notamment
pour essayer de comprendre les processus affectant la germination a 1’aide du traitement

plasma

[.2.2 La germination

C’est une étape cruciale, en effet si la germination ne se passe pas dans des conditions
optimales, la plante va tout simplement interrompre son cycle de vie. La germination est un
phénomene extrémement complexe, régulé par de nombreux signaux, a la fois endogenes et
environnementaux, comme par exemplelesbalances hormonalesou le taux d’humidité ambiant
[19]. C’est aussi son rdle clef et sa complexité qui attisent la curiosité des chercheurs et donne
lieu & de nombreuses études sur le sujet (Figure 1-4). Ces éudes cherchent principalement a
étudier les effets de I’environnement sur la germination mais aussi a comprendre le réle des
genes /protéines et des métabolites associés sur le contrble de cette germination. De plus, la
complexité de ce mécanisme n’est pas la méme chez toutes les plantes, ce qui rend difficile la
généralisation des recherches pour I’ensemble des spermatophytes. Néanmoins, la recherche
fondamentale a permis de mettre en évidence le contréle de la germination par des facteurs

endogeénes et exogenes alagraine et qui seront détaillés dans la suite de cette partie.
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Figure |-4 : Graphique de I’évolution du nombre d’articles avec les mots-clés « germination » et

« plant ». Les données sont recueillies sur le serveur de Web of science.
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Dans cette étude, la plante modéle utilisée est A. thaliana [20] (Figure I-5). C’est une plante de
la famille des Brassicaceae. Cette famille a la particularité de produire un grand nombre de
graines par plante contenues dans une envel oppe spécifique nommeée silique (Figure I-5). Cette
plante développe une rosette de feuilles durant e stade végétatif. Ensuite, lorsque lafloraison
est initiée, une hampe florale apparait au centre de la rosette. Elle peut atteindre jusqu’a 40 cm
et portera de nombreuses siliques sur la longueur des tiges principale et secondaires. De plus,
les exigences de culture et la courte durée du cycle de vie (3 mois de graines a graines) de cette
plante sont adaptées aux expérimentations de laboratoire tout comme sa taille qui reste petite
méme en floraison (entre 20 et 30 cm). Comme celaa dga été signalé, il est également a noter
quele génome de cette plante est entiérement sequencé et nous avons donc acces a de nombreux
mutants permettant 1’étude des différents acteurs moléculaires intervenant au cours de la
germination [9]. Enfin, ’absence d’enjeux agronomiques directs pour cette plante permet
d’éviter les conflits d’intérét et donc une diffusion plus rapide des découvertes et des résultats
au sein d’une trés vaste communauté scientifique. Ladisponibilité des résultats des études ainsi
gue leur nombre a permis une grande connaissance de cette plante et cela en fait la plante

modéle adéquate pour I’étude de I’effet d’un traitement au plasma sur la germination [21-23].

Figurel-5: Photographie d’une plante entiére d’A. thaliana pendant la floraison.
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La germination commence avec 1’absorption d’eau par la graine €t le démarrage de I’activité
cellulaire [24]. L’activité enzymatique associée a la pression exercée par |’embryon
(turgescence des cellules) vont permettre la rupture des parois des cellules constituant les
envel oppes (manteau : testa et endosperme) entourant 1’embryon de la graine. Dans le cas d’A.
thaliana, C’est grace a la rupture de ces deux enveloppes et a lareprise de I’activité cellulaire
(division et élongation) que la radicule peut émerger. Par la suite, on observe I’extension de
I’hypocotyle conduisant a I’apparition et 1’ouverture des cotylédons [25]. Il est a hoté que ce
scénario n’est pas le méme pour toutes les especes avec I’émergence des cotylédons en premier
ou avec 1’absence du dével oppement du/des cotyledon(s) [26].

La vitesse de germination dépend des conditions environnementales directes de la graine mais
auss de sataille et de sa composition [27]. Par exemple, chez Cryptocarya alba les graines les
plus grosses germent plus rapidement [28]. Des facteurs internestels que la dormance primaire

entrent également en jeux.

La germination des graines est contrélée par de nombreux mécanismes, dont certains sont
explicités dans la suite de ce chapitre, et elle marque le début de la croissance et du
dével oppement de I'embryon, et aterme de la nouvelle plante (Figure 1-6).

Figure 1-6 : Schéma

Conditions environnementales favorables ) L R
(eau température, lumiére) simplifié du contréle de la

germination. Les fleches
vertes  représentent un

contrdle positif et les rouges

Dormance primaire Dormance secondaire

un contréle négatif ou une
inhibition.  GA:  Acide
gibbérelliqgue; ABA: Acide

abscissique; NOs : Nitrate.

Ethyléne
Cytokinines
Brassinostéroides

| ABA
NO3- Adapté de Shu et al. [29] et

Kucera et al. [ 30]

Germination

En premier lieu, afin de pouvoir germer, la graine doit tout d’abord étre mature. La maturation
qui se produit a la fin du développement de la graine (embryogénése) va entrainer, une
inhibition du cycle cellulaire, une dessiccation des graines et une augmentation de la

concentration en acide abscissique (ABA) qui va établir la dormance [31].
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Si la graine a atteint sa maturation et, lorsgque les conditions sont favorables, elle va pouvoir
germer. Cependant, dans des conditions défavorables, certaines graines, comme A. thaliana,
peuvent devenir dormantes (dormance secondaire) pour maintenir sa capacité de germination
en attendant un moment plus propice. Il existe un certain nombre de facteurs contrélant la
germination et la dormance des graines, comme les hormones végétales (Figure 1-6).

La dormance des graines est un mécanisme par lequel la germination est retardée. On peut
trouver une dormance primaire qui se fait au cours de la maturation de la graine par
I’augmentation du niveau d’ABA bloquant le développement cellulaire [25]. On peut aussi
parfois trouver une dormance secondaire qui est en lien avec les facteurs extérieurs. En effet, la
dormance secondaire est induite par des conditions environnemental es directes non favorables
(température trop basse par exemple), et va permettre a la graine de passer cette période sans
démarrer e processus de germination [32].

En affectant I'équilibre hormonal de la graine, les paramétres environnementaux, comme la
température et lalumiére, peuvent influencer la germination des graines [33]. Si les conditions
sont favorables la germination sera enclenchée et au contraire si certaines conditions ne sont
pas préesentes (faible humidité par exemple) la germination sera repoussee grace ala dormance

secondaire.

Le nitrate (NOs") ainsi que les gibbérellines (GA) sont capables d’induire la germination des
graines et de lever ladormance primaire [33]. Le NOs™ peut agir comme une source d’azote €t
comme molécule signal capable d’inhiber par nitrosilation des protéines de la signalisation
ABA dépendant comme ABI5 [34] et d’activer des protéines de synthése du GA3 comme
GA3ox [35]. Les gibbérellines nouvellement synthétiser vont améliorer la germination des
graines en activant la transcription de génes nécessaires au démarrage de la germination et en
inhibant I’activité de I’ABA [36]. On peut donc dire que le ratio GA/ABA est essentiel pour le
controle de la germination.

Cependant, les gibbérellines ne sont pas les seules hormones impliquées dans I’ activation de la
germination. L'éhyléne, les cytokinines et les brassinostéroides, du fait de leurs interactions
négative avec I'ABA, peuvent aussi réguler positivement le processus de germination des
graines [30]. De plus les espéces réactives de ’oxygene et de 1’azote (RONS) apparaissent
comme étant indispensables a la germination. En effet, en dépit de leur caractére nocif dans
certaines conditions (tout est question de dose), les RONS vont pouvoir participer au
reléchement des parois et favoriser les ruptures du manteau de la graine permettant de cefait la

germination [37]. Mais auss role de signalisation du fait de leur potentiel red-ox.
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L es conditions environnemental es ne peuvent étre favorables que pendant une courte période,
c’est pourquoi la vitesse et le taux de germination sont trés importants pour la pérennité de
I’espéce. L’optimisation de lagermination va permettre alagraine de commencer sa croissance
pendant |e lapse de temps ou les conditions sont favorables en puisant dans ces réserves et pour
que la plantule devienne rapidement autotrophe (c'est-a-dire qu’elle va pouvoir produire toute
la matiére organique carbonée nécessaire gréce a la photosynthése). Cette vitesse de
germination permet aussi la mise en place rapide de défense contre les stress biotiques ou
abiotiques. De plus cette vitesse de germination et 1’autotrophie qui en dépend vont permettre
1’¢établissement rapide de la plante et son bon développement et par conséquent une production

de matiére organique ainsi que de graines plus importante.

D’un point de vue agronomique, le taux de germination ainsi que 1’état sanitaire des semences
sont des facteurs importants pour la réussite des cultures.

En effet, en agronomie, le taux de germination est crucial pour la pérennité¢ de I’activité
agriculturale puisqu’un mauvais taux de germination devrait étre pallié par une augmentation
du nombre de graines semées et donc par un cout plus important. D’autre part, I’état sanitaire
des semences est aussi capital ; des graines et par la suite des plantes qui peuvent étre
contaminées peuvent engendrer une perte de rendement ce qui nuit alaproduction de nourriture
ou de matieres premiéres. C’est dans ce but que des traitements phytosanitaires tels que des
antifongiques ou des répulsifs contre des parasites par pulvérisation mais aussi par enrobage
sont utilisés pour faciliter la manipulation

Depuis quelques années, les semenciers sont entrés dans une optique plus respectueuse de
I’environnement pour réduire 1’utilisation de certains produits phytosanitaires. En effet, il est
possible de retrouver des traces de certains composants dans [’environnement (sol et

organismes vivants) longtemps apres leur utilisation et parfois éloigné de leur lieu d’utilisation
[38].

C’est dans cette optique que des recherches avec 1’utilisation des nouvelles technologies ont vu
le jour et notamment le domaine du « plasma agriculture ». Ce domaine a été exploré dans le
but d’améliorer et d’optimiser la production agricole. Cependant, a I’heure actuelle, les
nombreuses recherches visent acomprendre | es effets encore méconnus des traitements plasmas

sur lagermination des graines et leur croissance.
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1.2.3 Les espéces réactives et les plantes

Un grand nombre de facteurs contrdle la germination, comme 1’intensité et la qualité de la
lumiére ou la température [39, 40]. D’autres facteurs comme le taux d’espéces réactives de
I’oxygéne ou de I’azote (RONS) ont également été identifiés comme des facteurs d’activation
de lagermination [41, 42].

Des molécules telles que le peroxyde d’hydrogene (H202) ou I’ion superoxyde (O27) sont
produites par la plante de maniéere constitutive au cours de processus biologiques essentielstels
que la photosynthése et la respiration ou dans d’autres mécanismes comme lors de la croissance
racinaire [43]. Cependant, ces espéces réactives bien qu’essentielles peuvent avoir un effet «
dose dépendant » sur le développement et le bon fonctionnement de la plante. Par exemple, en
trop grande concentration, le pouvoir oxydant de ces especes va étre trop élevé et va alors
entrainer un ralentissement de la croissance en affectant I’intégrité cellulaire [44]. Les plantes
vont devoir alouer plus de ressources pour se protéger de ces effets néfastes au détriment du
développement. En effet, |e stress oxydatif produits par les RONS va entrainer de nombreuses
réactions comme 1’oxydation des phospholipides constituants de la membrane plasmique, de
I’ADN, des protéines ou des polysaccharides de la paroi [45]. Au contraire, aconcentration plus
faible, les RONS auront un réle de messagers secondaires au sein de la plante [46]. De plus,
I’effet dose peut se percevoir quand les RONS sont présents méme a faible dose mais de
maniére non contrélée par la plante.

Afin de se protéger contreles effets dosesindésirabl es, et garder un niveau stable de ces espéces
actives dans la plante et dans I’environnement direct, les plantes possédent une batterie de
protéines capables de réguler I’homéostasic des RONS [47]. Parmi ces protéines, on va
retrouver les peroxydases de classe I1l. Les peroxydases végétales sont des glycoprotéines
sécrétées, elles sont impliguées dans de nombreux mécanismes tels que I'élongation cellulaire,
la construction de la paroi cellulaire mais aussi pour la défense contre les agents pathogéenes.
Elles appartiennent a de grandes familles multigéniques chez |es angiospermes, on en retrouve
73 chez A. thaliana [48, 49]. Une des fonctions des peroxydases est d’oxyder et de réduire le
peroxyde d’hydrogéne [50], ce dernier étant entre autre localisé dans le manteau de la graine
avant sa germination [42]. On peut donc envisager que 1’activité enzymatique de ces proténes
intervienne au cours de la rupture des couches externes de la graine et puisse étre utilisée pour

I’amélioration de la germination.
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Les RONS peuvent donc étre générées de fagon endogéne par |a graine pendant sa phase de
germination et de croissance mais peuvent également étre amenées de fagon exogene par une
source externe comme par exemple le plasma. Dans les prochains chapitres, il sera donc
intéressant d’identifier les relations présentes entre les RONS, le plasma et les effets sur la

germination des graines.

1.3 Apercu sur les plasmas

Le plasma est considéré comme le quatrieme état de la matiére [51] (Figure 1-7). Cet état est le
composant majeur de notre univers. Sur Terre, les plasmas «naturels» les plus courants sont les
aurores boréales ou les décharges de foudre [52].

Figure|-7 : Les états de la matiére L ajout d’énergie (thermique, électrique, ...) permet le passage
d’un état le plus stable (solide) vers un état le plus instable (plasma). Les billes bleues représentent des

mol écules (ou atomes dans | e cas des gaz rares)

Le plasma dans sa forme naturelle dans 1’univers est un milieu trés chaud (millions de K) et
totalement ionisé (absence de particules neutres, qu’il s’agisse d’atomes ou de molécules), on
parle alors de plasmas chauds. Il existe cependant d’autres formes de plasmas que 1’on génére
al’aide de source électromagnétique comme par exemple les plasmas d’arc électrique qui sont
des plasmas thermiques ayant une température de quelques milliers de Kelvin et caractérisé par
un régime d’équilibre thermique et chimique et un degré d’ionisation et de dissociation
important [53].

Ensuite, il y ales plasmas froids, également appel és plasmas hors-équilibre (thermodynamique
et chimique) dans lesquels, les especes neutres ont une température pouvant étre proche de la
température ambiante tandis que la température des ions est typiquement 10 a 20 fois plus
élevée alors que la température des électrons peut étre en moyenne proche d’environ 1 eV
(11604 K) jusqu’a plusieurs eV. Les plasmasfroids contenant des espéces neutres et des especes
chargées positivement et/ou négativement, sont des gaz faiblement voire partiellement ionisés.
lls sont caractérisés par un faible degré d’ionisation (généralement entre 10° et 10%). Il est &
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noter que ce sont les éectrons (particules les plus énergétiques) qui, suite a une succession
d’impacts avec le milieu gazeux, sont responsables de la formation des especes actives (ions,
radicaux, photons, especes chimiques réactives comme les RO(N)S, ...). Ce sont précisément
ces especes qui présentent une plus-value dans les applications biologiques ou industrielles.
Afin d’atteindre cet état faiblement ou partiellement ionisé proche de la température ambiante
et riche en especes actives, le gaz ou le mélange de gaz plasmagénes doit étre soumis a des
conditions de pression et d’alimentation électrique particuli¢res [54]. Par exemple dans notre
étude, le gaz choisi est a la pression atmosphérique et il est soumis a I’action d’une tension
pulsée de 10 kV, de courte durée (Ila micro-seconde) avec une fréquence de 10 kHz.

Le plasmaest un atout dans de nombreux domaines. Cet état vaétre utilisé de différentes fagons
en fonction des conditions dans lesquelles il est créé. Par exemple, a basse pression, I’apparition
de propulseurs fonctionnant avec un plasma de gaz rare lors des gjustements ou petits
changements d’orbite de satellites, est étudiée [55] ; les plasmas froids peuvent également étre
utilisés dans I’industrie pour modifier les propriétés physico-chimiques ou structurelles de
surfaces en faisant par exemple des dépdts de couches minces pour la micro-éectronique [56]
ou en faisant de la nitruration pour le durcissement ou le blindage [57] ou encore de la
fonctionnalisation pour améliorer les propriétés de mouillabilité ou conférer d’autres propriétés
aux surfaces [58, 59].

Les plasmas ne sont pas seulement utilisés pour traiter de la matiére inerte. |ls sont également
utilisés dans le domaine des sciences du vivant pour notamment la décontamination ou la
Stérilisation de surfaces ou d’instruments pour le biomédical de par leurs propriétés
antifongiques et bactéricides [60]. Le domaine plasma-médecine a fait 1’objet de nombreux
travaux de recherche par les communautés plasma et biologie car il permet d’apporter des
solutions pragmatiques dans|e cas de la cicatrisation des plaies chroniques [ 61] ou de participer
a I’inactivation des cellules tumorales [62, 63] ou encore de traiter plusieurs pathologies de la
peau en dermatol ogie [64].

Le domaine plasma-agriculture est celui sur lequel la communauté scientifique s’est penchée
un peu plus tardivement méme s’il y a eu un tout premier brevet paru en 1994 sur I’effet d’un
plasma froid d’oxygéne basse pression sur la stimulation de la germination des graines de blé
[3] suivi de quelques publications au début des années 2000. Ce domaine regroupant les
chercheurs de la physique des plasmas et de la biologie végétale a commence réellement a
prendre de I’ampleur depuis environ une petite dizaine d’années. Les travaux effectués
concernaient généralement 1’utilisation de certaines propriétés singuliéres des plasmas froids

pour améliorer notamment la germination des graines et la croissance des plantes. Les plasmas
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utilisés dans ces travaux sont des plasmas de |aboratoire créés a partir d’un gaz (ou mélange de
gaz) auquel on applique de 1’énergie électrique ou électromagnétique. L’énergie apportée
permet alors 1’ionisation partielle du gaz et donc le passage d’un état isolant a conducteur. Le
plasma ainsi créé est considéré comme un plasma «froid » hors équilibre puisque seule
I’énergie des électrons est beaucoup plus grande que celles des autres espéces qui restent a une
température globale n’excédant pas, a quelques exceptions pres, la trentaine de degrés Celsius
[65].

Cette particularité¢ thermique permet 1’utilisation du plasma pour le traitement de surfaces
vivantes animales ou végétales sans provoquer de brulures ni de dégéats thermiques
irréversibles. Du fait de 1’énergie apportée par 1’alimentation électrique ou électromagnétique
au gaz, de nombreuses espéces réactives vont étre produites principalement par collisions
électroniques dans la phase gazeuse aussi bien dans 1’environnement direct impacté par le
plasma que sur les surfaces exposées au plasma [66]. Ces espéces réactives ou chimiquement
actives vont étre au ceeur des études réaliseées sur ces plasmas et elles seront exploitées dans les
domaines de labiologie [67].

Du fait de I’utilisation de plasmas générés directement dans I’air ou de jets de plasma générés
dans un gaz rare puis ¢jecté dans I’air ambiant, les principales especes d’intérét vont étre des
espéces réactives de I’oxygene et de I’azote (RONS) sur lesquelles on reviendra en détails dans

les chapitres suivants.

1.4 Avancées et état de la recherche

1.4.1 Les différents dispositifs plasma

Une des difficultés dans ce domaine plasma-agriculture est le choix du dispositif plasma et des
réglages de traitement pour traiter les graines. Comme c’est déja indiqué, les plasmas utilisés
dans ce domaine sont des plasmas froids hors équilibre thermique et chimique ou il est trés
difficile de maitriser les taux de production des différentes especes actives en fonction des
parametres opératoires (telles que la pression, la composition du milieu gazeux, les parametres
électriques de 1’alimentation, etc.) surtout dans le cas des plasmas ala pression atmosphérique.
On peut retrouver dans la littérature un trés grand nombre de dispositifs plasmas parfois tres
différents qui ont été testées dans les applications plasmas-agriculture [6]. Les différences se

situent a plusieurs niveaux :
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- Le choix du gaz plasmagene: Par exemple, nous pouvons retrouver 1’utilisation de
plasma cré¢ avec des gaz purs comme des plasmas d’hélium ou d’argon mais aussi des
plasmas initiés dans I’air ou des mélanges de gaz précis [68].

- Lechoix delapression detravail : cela peut varier d’une étude a 1’autre allant des basses
pressions a la pression atmosphérique. L’intérét des basses pressions est la relative
bonne maitrise des especes plasmas produites avec 1’inconvénient de la survie a basse
pression des especes biologiques traitées. Tandis que I’avantage des plasmas générés a
la pression atmosphérique est leur capacité de traiter directement les graines dans leurs
conditions de pression naturelle avec I’inconvénient de maitriser difficilement une
production contrélée des especes actives.

- Lechoix delagéométrie du dispositif : plusieurs agencements et formes sont possibles
notamment pour les éectrodes permettant de répartir 1’énergie apportée par exemple
par le champ électrique qui va entrainer 1’excitation et ’ionisation du gaz plasmagene.
Par exemple ala pression atmosphérique, un systeme d’électrodes pointe-plan générera
un plasma de décharge couronne (corona, 11.2.3 Corona multi-pointes dans 1’air
ambiant), si les électrodes sont planes et recouvertes d’un diélectrique ce sera un plasma
issu d’une décharge a barriere diélectrique (DBD, 11.2.1. FE-DBD dans 1’air ambiant).
Ces deux exemples de plasmas sont des plasmas de volume, mais il est possible de
générer des plasmas de surface comme il sera montré dans les exemples de littérature
qui seront donnés dans la suite de ce chapitre.

- Le choix de I’alimentation ¢€lectrique ou électromagnétique particulier : I’alimentation
haute tension est nécessaire ala pression atmosphérique pour générer les plasmas. Elle
peut étre continue (DC), alternative (AC), ou pulsée (mono ou bipolaire). On peut aussi,
quel que soit la pression, avoir besoin d’une alimentation ¢lectromagnétique
Radiofréquence a 13,56 MHz (RF) ou micro-ondes a 2,45 GHz (MW).

Il faut également gjouter que pour un dispositif plasma donné, les paramétres éectriques (par
exemple pour une alimentation pulsée : durée de la pulsation, fréquence de répétition, niveau
de tension appliquée, etc.) ou encore e temps de traitement des graines sont des parameétres qui
different en fonction des éudes.

Un des buts de cette étude est notamment de d’examiner tous ces paramétres pour avoir les
effets recherchés sur la germination, a savoir une augmentation du taux et de la vitesse, ou sur
le développement.

Dans ce qui suit, nous allons passer en revue une sélection de dispositifs plasmas déja utilisés

dans la littérature dans le domaine plasma-agriculture. L‘objectif étant de montrer la diversité
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des dispositifs plasmas présents danslalittérature. Nous nous concentrerons dans ce paragraphe

principalement sur les caractéristiques électriques ainsi que la géométrie des dispositifs.

Le premier prototype plasma mis au point pour le traitement de graines est celui présenté dans
le brevet de Krapivinaen 1994 [3]. Ce dispositif est composé d’une chambre autour de laquelle
sont placées deux électrodes annulaires reliées au courant. La chambre est maintenue sous
pression (entre 0,1 et 5 Torr) grace a une pompe située a une extrémité de la chambre, 1’autre
étant reliée a un répartiteur qui gére ’arrivée de gaz. Le plasma peut étre produit dans I’air,
1’02, le N2 ou un mélange, la durée du traitement a été fixée entre 5 et 300 secondes. A noter
que le plasma est initié¢ a I’aide d’un générateur de puissance électrique haute fréquence (1 a 40
Mhz) permettant de déposer une puissance dans le volume de la décharge entre 0,003 a 1,5
Wicm?,

Danslestravaux de 2000 de Dubinov et al [69] sur le traitement de certaines graines de
blé, d’orge et d’avoine pour 1’étude de leur croissance, la chambre servant au traitement est
constituée d’un tube en verre fermé par des électrodes en acier reliéesalahaute tension continue
permettant de former une décharge de type luminescente (glow) a basse pression. Dans cette
étude deux régimes sont utilisés, le premier avec un courant continue de 25mA, une pression
de 0,1 Torr et un temps d’exposition de 2 minutes ; e deuxiéme avec un courant pulsé de 40mA
(durée 150 a 200 ms et de fréquence 0,5Hz), une pression de 0,2 Torr, et un temps d’exposition
de 4 minutes. Ces auteurs soulignent que les graines traitées sont soumises a un bombardement
de particules chargées d’énergie 0,1 eV pour lesions et de 3eV pour les électrons. Les différents
régimes sont utilisés soit pour le traitement de I’orge ou pour celui de I’avoine afin d’augmenter

leur germination jusqu’a +35%.

Dans lestravaux de 2000 de Volin et a [5] consacrés a I’enrobage de certaines graines
(sojaet haricot par exemple) par décharge plasma générée abasse pression (0,03 20,04 T) dans
plusieurs gaz plasmagenes (notamment du CF4) en régime RF, le dispositif utilise différe du
fait qu’il est en mouvement permanent pendant le traitement. En effet pour une meilleure
homogénéité de I’enrobage des graines avec les différents produits, le dispositif possede une
chambre rotative tournant a une vitesse de 30 rpm dans laquelle se trouve les graines. Cette
chambre en Pyrex est entourée de deux bagues en acier inoxydable qui servent d’électrodes
pour la décharge électrique. Plusieurs pressions ainsi que de temps d’exposition sont appliquées

en fonction des graines utilisées (Tableau I-1).
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Lestravaux de 2014 de Jiang et a [70] s’intéressent a I’effet du traitement par plasma
sur la résistance des tomates a la bactérie Ralstonia solanacearum. L’appareil utilisé pour la
décharge plasma est un dispositif de type DBD, les paramétres sont fixés comme suit : une
fréguence de 13,56 MHz, une puissance de 80 W, la pression a I’intérieur de la chambre est
maintenue a 150 Pa (soit environ 1,1 Torr) pendant le traitement. 11 a ét€ montré que le plasma
froid pouvait améliorer la germination des graines de tomate de plus de 10% et la croissance de
latomate de 9% tout en supprimant les bactéries a 1’origine du flétrissement de la plante. Il est
donc probable que la résistance observée ne soit due qu’ala meilleure santé de la plante avant
infection. De plus la création non négligeable d’espéces réactives telles que 1’H>O participe a

la régression des symptdmes d’infections.

Dans les travaux de 2014 de Puac et al [71], les effets & court et long termes sur les
cellules méristématiques sont étudiés. Pour ce faire, le dispositif utilisé, est constitué¢ d’une
pointe (ou aiguille) générant le plasma dans un flux d’hélium a la pression atmosphérique.
L'aiguille agit comme 1’électrode, elle est recouverte par un tube en céramique et placée dans
un tube en verre. Le corps de l'aiguille éant en téflon permet 1’ignition du plasma. De 1'hélium
servant de gaz plasmageéne circule entre les tubes en céramique et en verre. Le débit de I’hélium
varieentre 0,5 et 1 Ls.m* (litres standard par minute). Enfin, I'éectrode centrale est alimentée
par un générateur RF de fréquence 13,56 MHz. Dans cette étude, il a été mis en évidence des
changements au niveau de plusieurs enzymes : superoxyde dismutase (SOD), catalase (CAT)
et peroxydase (Prx). Une augmentation de 1’activité de la superoxyde dismutase est obServée,
jusqu’a trois fois apres traitement au plasma. Le méme ratio est retrouvé pour la catalase apres
120 s de traitement. Ceci est expliqué par l’augmentation du niveau de ROS dans
I’environnement direct de la plante qui va donc stimuler I’activité enzymatique au sein des

cellules de la graine pendant son dével oppement.

Un autre type de dispositif utilisé dans la littérature est la DCSBD (Diffuse Coplanar Surface
Barrier Discharge),Figure 1-8. Cela consiste a créer une décharge de surface du coté de 1’air
ambiant qui permet notamment de traiter de plus grosses graines tel que le pois comme cela a
été fait par Stolarik et a [72] en 2015. Dans cette étude le taux de germination passe de 77 a
83% aprés 120 s de traitement.
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Figure 1-8 Schéma du dispositif « Diffuse Coplanar Surface Barrier Discharge » (Stolarik et al.,
2015). La décharge plasma se produit ici a la surface du dispositif ou les graines sont placées. Les
électrodes noyées dans | e diélectrique se trouvant dans |la partie inférieure sont alter nativement reliées
alahautetension (HT ouHV) et d la masse da la maniére d'un peigne. Ce réseau d’électrodes est ensuite
recouvert d’un autre diélectrique d’une faible épaisseur (<1mm) a la surface duquel un plasma est

directement formé dans [’air ambiant.

Dans I’étude de 2016 de Butscher [73], le dispositif de génération plasma utilisé est une
décharge abarriére diélectrique (DBD) Figure 1-9. Ceci consiste arelier deux éectrodes planes
au courant, les graines sont alors disposées sur un matériau diélectrique, ici du verre. Le gaz
situé entre les électrodes va, sous I’influence du courant, s’ioniser. Dans cette étude le gaz
plasmagene est I’argon. Des graines d’oignon (Allium cepa), de radis (Raphanus sativus) ou de
luzerne (Lepidium sativum) sont utilisées dans cette étude pour vérifier notamment 1’effet sur
la contamination des graines par E. coli. Il est observé une réduction jusqu’a 3,4 unités

logarithmique de la présence d’E. coli.
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L’étude de 2019 d’Ahn [74], utilise également un dispositif DBD (Figure 1-9) avec
cependant un autre gaz plasmagene, I’hélium. L’objectif de cette étude était de tester les effets
en champs sur le mais, cependant, le taux de germination étant trés proche des 100% aucun

changement n’a été observé / détecte.

Figurel-9: Schéma du dispositif plasma adapté de Ahn et al. 2019 (A). Schéma du dispositif plasma
adaptéde Butscher et al. 2016 (B). Les deux schémas montrent le fonctionnement d’un dispositif plasma
de type DBD. La décharge plasma se fait a partir de [’électrode qui est au-dessus et reliée a la haute
tension et celle du bas reliée a la masse. Afin d’éviter la formation d’arcs électriques et permettre

lallumage du plasma, les électrodes sont toutes les deux recouvertes d 'un matériau diélectrique.

Enfin, un autre type de traitement utilise un jet de plasma. Le principe d’ignition du plasma
reste le méme que celui delaDBD, maisici les graines sont placées ala sortie de la décharge
et non entre les ¢lectrodes. Dans 1’étude de 2019 de Fadhlalmawla [75], le jet de plasma est
initié¢ avec de 1’argon pour stimuler la germination des graines de Trigonella foenumgraecum
(Figure 1-10). Une augmentation significative de 23,3% du taux de germination du lot ayant
subi 30 secondes de traitement par rapport au lot de contrdle a été mise en évidence aprés 24h.

Cependant 48h apres traitement, cet effet n’était plus significatif.

Figurel-10 Schéma du jet plasma adapté de Fadhlalmawla
etal., 2019. Leprincipedu jet plasma est similairea celui de
la DBD cependant ici le gaz plasmagéne est ionisé entre les
électrodes se trouvant a l'intérieur du tube de quartz avant
d’en étre éjecte a | extérieur du tube pour étre utilisé pour le
traitement des graines. Grace au flux de gaz, on peut

observer une plume plasma qui vient au contact des graines.
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Tous les dispositifs précédemment illustrés servent au traitement direct des graines, cependant,
il est possible de traiter indirectement des graines en utilisant de 1’eau activée par plasma
(PAW). Par exemple, Alves et al dans son étude [76] de 2016 utilise une décharge a barriére
diélectrique pour activer de I’ecau. Celle-ci servira ensuite pour 1’imbibition des graines
d’Erythrina velutina. Avec une méthode similaire, Kucerova et a [77] utilise une DBD dans
I’air a pression atmosphérique pour le traitement de I’eau (Figure 1-11). Dans cette étude, les
graines de Triticum aestivum sont utilisées. Une augmentation de la germination jusqu’a 30%
est observée avec de I’eau du robinet activée. Cependant apres un temps d’activation trop long,
I’effet de I’eau devient négatif sur le pourcentage de germination mais aussi sur 1’absorption

d’eau.

Figure 1-11 Schéma du dispositif de ’étude de Kucerova en 2019 servant Pactivation de I’eau. Ce
dispositif est baseé sur un appareil de Type DBD mais [’échantillon traité est ici de [’eau. L électrode,
présente au fond d’une gouttiére va permettre a l’eau d’étre traitée a son passage. De plus, une pompe

permet de fermer le circuit d’eau afin de contréler le nombre de passage sousle plasma.

Lamultitude de dispositifs plasmaavec chacun sa specificité en termes de composition gazeuse,
d’alimentation électrique et de pression gazeuse, ne permet pasdetirer de conclusions générales
guant au choix du dispositif plasma le plus approprié pour traiter telles ou telles graines en
raison de la complexité de 1’effet du plasma sur la germination.

Cependant, nous pouvons présenter ici une synthese des effets des plasmas sur la germination

des plantes a partir d’une sélection non exhaustive de travaux de lalittérature.
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1.4.2 Les effets des plasmas sur la germination

Ce paragraphe est consacré aux différents résultats biologiques mis en évidence dans la
littérature a travers la sélection d’articles effectuée dans le paragraphe précédent. L’accent sera
mis notamment sur la disparité des résultats en fonction des dispositifs et des plantes rétudiés.
Dans |es premiéres études sur la germination induite par plasma, on retrouve celle de Dubinov
en 2000 [69]. Les graines d’avoine (Avena sativa) et d’orge (Hordeum Rulgare) ont été
utilisées. Deux dispositifs sont testés sur I’avoine qui permettent respectivement de passer de
6,5% a 24,5% de germination et de 18,0 a 29,0 %. Seul le dispositif avec une décharge pulsée
est utilisé pour le traitement de 1’orge, avec une augmentation de 35% de la germination.

En 2000 également, 1I’¢tude de Volin [5] a pour but de voir I’effet d’un enrobage de produit
hydrophile ou hydrophobe sur les graines par déposition plasma. Plusieurs types de gaz sont
utilisés ains que de nombreuses graines et conditions plasmas, le tout est montré dans le
Tableau I-1.

Tableau |-1 Tableau résumant tous les différents paramétres des traitements ains que les graines

traitées dans ’études de Volin et al. [5]

Espéce Gaz Pression (mT)| Temps d'exposition
Radi
Poilss Tetrafluorure de carbone (CF4) 200 5
Soja .
Maiis Octadecafluorodecaline (ODFD) 300 10
Mais :
. Octadecafluorodecaline (ODFD) 200 2
Haricot
Mais :
. Octadecafluorodecaline (ODFD) 200 5
Haricot
Mais :
) Octadecafluorodecaline (ODFD) 200 20
Haricot
=0 Ariline 200 20
Mals
Soja
Mais Cyclohexane 70 10

Dans le premier cas de traitement avec le tétrafluorure de carbone (CF4), une réduction de la
vitesse de germination est observée. Pour le radis, le maximum de germination est atteint en 2
jours sous condition controle et il faut 6 jours pour obtenir le mémetaux avec les grainestraitées
au CF4. De plus, le pourcentage de viabilité des graines de pois est réduit de 25%.

Les mémes observations sont faites pour toutes les conditions a I’exception de 1’aniline et du

cyclohexane.
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On note que sur le mais et |e haricot, les auteurs observent une inhibition proportionnelle au
temps d’exposition a ’ODFD. Pour les temps de traitements suivants : 0, 2, 5 et 20 minutes les
pourcentages correspondants de germination apres 10 jours sont noté : 99, 85, 81 et 27%.

Pour le soja traité a 1’aniline, les graines germent plus rapidement 83% au jour 1 contre 12%
pour les non-traitées. Le mai's suivant le méme traitement montre une tendance similaire passant
de 8% de germination au jour 1 a 53%.

Le traitement au cyclohexane n’a quant a lui aucun effet significatif sur la germination. Les
auteurs concluent donc que le plasma peut étre utilisé pour le micro-dépét de surface sur les
graines sans pour autant atérer leur germination a condition de déterminer au préalable les
parametres optimales.

Dans 1’étude de Ji et a de 2015 [78], des graines de coriandre (Coriandum sativum) sont
utilisées et le temps de traitement varie entre 30 a 180 secondes d’exposition au plasma. Les
résultats suivants ont été obtenus avec le plasma d’azote : letaux de germination a7 jours passe
de 50% en moyenne sans traitement a plus de 90% apres 30 secondes d’exposition. Cependant
a 180 secondes d’exposition on note que le plasma n’a pas d’effet sur le taux de germination de

ces graines.

L’étude réalisée par Meng en 2017 [79] porte sur les différences d’effets sur des graines de blé
en fonction des différents gaz utilisés. Le dispositif utiliséici est une DBD, et les gaz sont soit,
de I’air, de ’oxygéne, de I’azote ou de I’argon. Les mesures de germination sont faitesa 1 ou
4 jours apres traitement au plasma. On peut voir une différence significative entre le contréle
et les plasmas d’air, N2 ou Ar. Le taux de germination passant de 62,5% sanstraitement a84,7%

aprés exposition au plasmad’ Argon (Figure I-12).

Figure 1-12 Histogramme du
pourcentage de germination du blé
pour 1 jour et 4 jours aprés différents
traitements plasma. Quatre gaz ont été
utilisés pour générer le plasma.CK :
contréle sans plasma. Adapté de la
figure 4 deMeng et al., 2017 [ 79]
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Un autre paramétre trés important va donc €tre la durée d’exposition des graines au plasma.
Dans 1’étude de Sera et d en 2017 [7], la germination de différents cultivars de chanvre est
étudiée. L’intérét de cette recherche est de montrer des effets différents du plasma sur des
plantes cultivars de la méme espéce. |ls ont utilisé 3 cultivars différents Finola, Bialobrzeskie
et Carmagnola, qui sont trois anciennes variétés de chanvre (Cannabis sativa). Deux types de
plasma sont utilisés, le premier est un dispositif micro-ondes formant un plasma a basse
température et basse pression ; le deuxieme est une décharge d’arc glissant générée entre deux
électrodes dont [’écartement s’ouvrent progressivement (Gliding arc discharge). La
germination est effectuée sur papier filtre avec de 1’eau distillée. Apres un traitement au gliding
arc, les graines de Finola et Carmagnola germent mieux que les non-traitées avec jusqu’a 22
% d’augmentation pour Carmagnola apres 180 s de traitement. En revanche le traitement au
gliding arc n’a aucun effet sur le cultivar Bialobrzeskie quel que soit le temps d’application.
Pour le traitement avec le dispositif micro-ondes, on observe des effets négatifs sur la
germination du Cramagnola avec une reéduction de 50 % a 180 s de traitement et cet effet
s’observe a tous les temps de traitement. Le traitement retarde la germination de Bial obrzeskie,
indépendamment du temps, on note une réduction de la germination a 3 j (70 % du contréle)
puisab j une germination de 100 %. Enfin pour Finola, ce type de traitement n’a aucun effet.
Il aété misen évidenceici que les résultats peuvent étre contradictoires en fonction du type de
plasma utilisé ou encore de la graine traitée. C’est pour cela qu’au début de ce travail, une phase
de mise au point a été effectuée afin de déterminer et fixer les conditions les plus appropriées
pour le traitement des graines choisies avec les dispositifs plasmas dont on dispose au L aplace
PRHE.
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1.4.3 Le plasma et le développement des plantes

D’autres travaux ont analysé les effets du plasma sur le développement des plantes. Le
traitement au plasma peut étre appliqué directement sur les graines ou sur la plante entiere. Des
parametres comme la longueur des racines sont utilisés pour montrer 1’effet du traitement

plasma sur la croissance.

Dans 1’étude de Park et al en 2013 [80], trois dispositifs plasma ont été utilisés afin de traiter
de I’eau pour la tester sur plusieurs types de graines (pastéque, luzerne, zinnia, herbe de champ
ombragé, ...). Le dispositif qui a montré les meilleurs résultats est le plasmatron générant des
décharges d’arc glissante (gliding arc discharge) ayant généralement une température beaucoup
plus ¢élevée que les dispositifs habituels qui utilisent comme gaz plasmagene un flux d’air avec
un débit trésimportant (30 L.mint a 70 kPa c’est a environ 0,7 fois la pression atmosphérique).
Afin de noter I’effet de 1’eau activée par plasma sur les plantes, lalongueur et le poidsdelatige
et des racines ont été mesurés.

Les meilleurs résultats pour le poids de latige et des racines de laluzerne ont été obtenus avec
de I'eau de source traitée au plasma, avec une augmentation de 400 et 600 % respectivement.
Des résultats moins importants mais toujours significatifs ont été trouvés pour le plasmatron
alimenté avec de |'eau du robinet, avec un facteur 4 pour I’augmentation du poids de la plante.
En paralléle, I’eau distillée traitée avait montré moins d’augmentation. Toutefois, les auteurs
soulignent que dans leurs conditions expérimentales les changements des caractéristiques de
I’eau traitée par plasma (chute du pH et augmentation des concentrations des espéces oxydées
comme H202, NO2>", NO3™ ) sont instables et se perdent assez rapidement en fonction du temps.
Il est déduit que le stockage de 1’eau activée nécessitera des agents chimiques stabilisant pour

ne pas perdre les RONS a courte durée de vie produits par plasma.
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Figure1-13 : Diagramme de la longueur moyenne des tiges de radis (Raphanus sativus) aprés 5, 7
et 9 jours en fonction de différents traitements plasma utilisant I’eau activée par plasma (PAW).
Digramme adapté de (Svachandiran & Khacef 2017). TW: Eau du robinet, PAW : eau activée par
plasma pendant 15 ou 30 min, P10 et P20 : grainestraitées par plasma pendant 10 et 20 min.

Sivachandiran et Khacef en 2017 [81] ont voulu comprendre les effets directs du plasma mais
auss les effets indirects via 1’eau activée par plasma (PAW) sur le développement des
semences. Letraitement a étéfait grace aun dispositif de type double DBD avec des électrodes
cylindriques en envoyant le plasma d’air synthétique dans I’eau traitée avec un débit de 1
L.min. Les durées choisies pour le traitement de 1’eau étaient de 10 a 30 minutes. Des graines
deradis (Raphanus sativus) ont été utilisées pour mettre en évidence ces effets de I’eau activée
par plasma (PAW) (Figure I-13).

Danstous les cas, lalongueur de latige augmentait avec ladurée de culture. Au 5™ jour, il est
noté une amélioration, les données montrent que lalongueur de latige augmente de 28 et 45 %
respectivement pour PAW 15 et 30 minutes. Pour essayer d’expliquer 1’effet du plasma sur la
croissance, les auteurs ont mesuré plusieurs caractéristiques de 1’eau activée par plasma (PAW)
telles que le pH, la conductivité électrique ainsi que la teneur de H202, NO2™ et NOs™ en les
comparant notamment a ceux de 1’eau de robinet non activée (TW). Ils observent clairement
pour PAW une baisse du pH et delaconductivité et une augmentation des nitrates. IIs concluent
que la production de nitrates et ’acidification de 1’eau seraient a 1’origine des effets positifs

observés car le nitrate en particulier est impliqué dans le processus métabolique cellulaire.
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Li et a dansleur étude de 2018 [82], se sont intéressés aux effets d’un plasma d’hélium a basse
pression (150 Pa soit environ 1 Torr) sur le développement des plantes de Brassica napus
(colza). La durée du traitement est de 15 secondes sans que les raisons du choix de cette durée
ne soient clairement mentionnées et les résultats les plus probants sont obtenus pour une
puissance RF de 100 W appliqués entre deux électrodes planes paraléles couvertes de
diélectriques. Trois stades de développement sont notés: jeune pousse, bourgeonnement et
floraison. Plusieurs caractéristiques du dével oppement sont prises en compte. Pour commencer,
la hauteur de la plante est mesurée et une augmentation de 17,89 %, 10,67 % et 10,16 %
respectivement aux stades de jeune pousse, de bourgeonnement et de floraison par rapport au
témoin est observée. Le diamétre destiges est également mesuré, une augmentation de 12,98%
est observée pour le premier stade et 8,96 % pour le second. Enfin, le poids sec des plantes a
été mesuré et une augmentation entre 8,7 et 12,68 % due au traitement plasma est notée en
fonction du stade de développement et de la partie dela plante (aérienne ou racinaire)
considérée.

Ici encore, on peut retrouver un grand nombre de conditions différentes ne permettant pas de
mettre en avant un effet précis du traitement par plasma. Laplupart des études présentées durant
ce chapitre sont souvent descriptives et n’apportent pas pour I’instant de réponse vraiment claire
quant aux mécanismes activés par les plasmas sur la germination des graines et le

dével oppement des plantes.
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1.4.4 Les effets du plasma sur la surface des graines

Certaines études ont tenté d’expliquer les effets du plasma sur le taux de germination par la
modification du contenu de la graine ou encore la modification de ses propriétés de surface.
L’étude de Zahoranova et a [83] utilise des graines de mais (Zea mays L.) traitées avec un
dispositif DCSBD dans I’air ambiant. Le traitement est effectué pendant 10 a 300 s. Afin
d’observer les changements de la surface, I’angle de contact (WCA) aété mesuré (Figure 1-14).
L’échantillon témoin a un angle de contact de 107,9 ° ce qui indique une surface hydrophaobe.
Aprés 10 s de traitement plasma, on note une réduction de presgue 50 % de 1’angle de contact
et donc del’augmentation de I’hydrophilie de la surface de la graine. Les résultats de cette é&ude
permettent de supposer que ce changement pourrait entrainer une meilleure absorption d'eau et
une accélération des processus de germination. Cet effet pourrait, d’aprées les auteurs, étre
expliqué par une concentration plus élevée de groupements polaires contenant de I'oxygene ou

de |'azote ala surface des graines traitées.

Figure [-14 Courbe de I’angle de contact (WCA) en fonction du temps de traitement au plasma sur

des graines de Zea mays. [83]

L’étude de Shapira et a [84] s’est intéressée aux changements de propriétés de surface des
graines de piment (Capsicum annuum). Tout d’abord, 1’angle de contact a été mesuré et peut
étre corrélé avec la mouillabilité de la surface des graines. L’angle est mesuré ala surface des
graines avant et apres traitement plasma, on note une réduction de 1’angle passant de 76 a 53 °.
Ceci indique donc que la graine a une plus grande mouillabilité apres traitement au plasma. En

effet plus ’angle de contact est petit plus lagoutte est étal ée et pluslagraine est mouillée. Dans



42

Contexte de I'étude et état de Part

une deuxiéme partie, ils se sont intéressés a la flottabilité des graines. Aprés 24h seulement 10
% des graines contréles ont coulées alors que 50% des traitées avaient déja coulées aprés 4h.
Ils concluent donc sur le fait que le traitement au plasmainfluence positivement lamouillabilité
des graines.

Dans I’étude de Dobrin et a [4], il a également été mis en évidence une réduction de I’angle de
contact passant de 92 a 53° apres 15 minutes de traitement sur des graines de blé tendre

(Triticum aestivum), Figure I-15.

Figure|-15 : Photo du test d’angle de contact. Figure extraite de Dobrin et al., 2015 [4]. a : surface

de grainetémoin ; b : surface de graine traitée au plasma

Les trois éudes citées nous montrent un effet ssimilaire du traitement au plasma sur la surface
des graines. Bien que les graines et les dispositifs plasma soient tous différents, on observe a
chaque fois une goutte plus plane aprés traitement ce qui signifie une augmentation de la

mouillabilité due au traitement par plasma.

1.4.5 La décontamination par plasma

Méme si cette revue bibliographique porte principalement sur la stimulation par plasma de la
germination des graines et leur croissance, il nous a paru utile d’évoquer dans ce domaine
plasma-agriculture, les études qui se sont penchées sur les caractéristiques antifongiques et
bactéricides des plasmas pour la décontamination des graines. Ces traitements sont utilisés afin
d’¢éliminer les parasites et les pathogenes qui peuvent provoquer des dégéts significatifs. Par
exemple, lors du stockage des graines, ces organismes peuvent produire des micro-toxines
dangereuses pour la santé ou encore 1’invasion du tégument par des champignons peut diminuer
laviabilité de graines ou provoquer des semis anormaux.

On peut citer par exemple, 1I’étude de 2008 de Selcuk et al [85] qui s’est intéressée a la
décontamination de différentes graines (tomate, blé, haricot, pois chiche, soja, avoine, orge,
seigle et mais) volontairement contaminées par deux champignons phytopathogénes du blé
(Aspergillus paraciticus et Penicillum spp.). Les graines ont été ensuite traitées par plasma a
base d’air synthétique et d’hexafluorure de soufre (SFs). Ce type de milieu plasmagene était
ensuite conditionné abasse pression (0.5 Torr) dansle cas d’un dispositif utilisant un générateur

de fréquence a 1kHz délivrant une puissance de 300 Watts. Les temps d’exposition au plasma
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généré dans un tube de verre vont de 30 secondes a 30 minutes. Un des résultats les plus
significatifs est celui du traitement des graines de blé avec le plasma de SFs, le nombre de
microorganismes (Penicillum spp.) passe de 4,1x10" CFU/g avant traitement & moins de
1,6x10* CFU/g aprés 20 minutes d’exposition. A une densité d’inoculation initiale de 103
CFU/g avec Penicillum spp., on observe une réduction de 99 % de la population apres 15

minutes de traitement.

Il est également montré que I’efficacité du traitement dépend de la graine traitée et donc par
conséguent de la surface en contact avec le plasma. Des graines de bl€, orge, avoine et mai's ont
été inoculées avec une densité de 5x10° CFU/g d’Aspergillus spp., il est noté une réduction
significative pour toutes les graines de colonie de pathogéne aprés 15 minutes de traitement au
plasma de SFe. Les auteurs obtiennent une tres bonne efficacité de réduction des micro-
organismes (de 99,8 % pour le blé ; de 96,6 % pour I’orge ; de 93,2 % pour I’avoine et de 69,6
% pour le mai's). Le taux de germination a été également testé afin de vérifier que le traitement
n’affecte pas négativement la viabilité des graines. Aucune différence significative n’est
observée sur la germination des graines utilisées ni sur le développement précoce des plantes.

On peut également signaler lestravaux de 2014 de Zhang et a [82] qui, gréceaun jet de plasma
DBD utilisant un mélange He/O2, montrent comment lutter contre certaines maladies des
plantes dont les feuilles sont infectées de champignons parasites. Les auteurs soulignent que le
jet de plasma projetant par définition des especes submicrométriques (donc a 1’échelle
atomique) capables de traverser aisément les pores épidermiques micrométriques des feuilles,
induisent de forts effets oxydants sur les cellules pathogénes visées par le plasma entrainant

leur inactivation avec une grande efficacité.

Une autre étude de Ser4 et al [87] faite en 2019 concerne le traitement par plasmadu Fusarium
circinatum qui est un parasite ravageur des arbres car il cause la maladie du chancre du poix
chez de nombreuses espéces de pins. En présence de ce champignon, les graines infectées apres
trois jours de culture développent des filaments fongiques. Afin de traiter cela, Serd et a [87]
utilisent un dispositif de DCSBD a pression atmosphérique dans I'air ambiant pour traiter des
graines infectées de Pinus radiata. Apres 12 jours de culture, les graines témoins sont toutes
infectées. Apres 5 s de traitement, on note une réduction de I’infection mais 86 % des graines
présentent encore des champignons. C’est a partir de 60 s de traitement que 1’on peut observer

une désinfection totale des graines puisqu’il n’y a aucun développement de filament.
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Dans cette revue sur la décontamination par traitement plasmas, il est également intéressant de
signaler des travaux consacrés au conditionnement de plusieurs aliments frais dans le but de
retarder I’apparition des moisissures liées a certains champignons.

Par exemple Misraet al en 2014 [88] ont effectué des travaux sur les fraises a 1’aide d’un plasma
froid a la pression atmosphérique généré avec une décharge a barriere diélectrique (DBD) de
60 kV pulsée a 50 Hz, a travers un espace inter-électrodes de 40 mm, qui a été généré a
I'intérieur d'un emballage scellé contenant de l'air ambiant (avec 42 % d’humidité). Les
caractéristiques courant-tension ont révélé que le plasma fonctionnait en régime filamentaire.
Lamicroflore sur lesfrai ses (bactéries aérobies mésophiles, levures et moisissures) a ététraitée
pendant 5 min et a été réduite de 2 décades dans les 24 h suivant |e traitement plasma. Ce qui
montre que le plasma peut étre aussi un outil pour conserver plus longtemps en bon état certains

aiments frais.
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1.5 Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons passé en revue | es principal es notions de |a biol ogie végétal e dont
certaines nous serviront dans les chapitres suivants a I’analyse des effets des espéces plasmas
sur la germination des graines et la croissance des plantes. Ensuite, pour familiariser les non-
initiés, nous avons donné les principales indications sur les plasmas froids ainsi que les
conditionstres variées en termes de composition gazeuse, de pression, d’alimentation électrique
et de configuration d’électrodes qui amenent a leur formation en vue de leur application en
biologie végétale. Puis nous avons passé en revue une sélection de travaux de recherche
effectués dans le domaine plasma-agriculture, travaux amorcés par un premier brevet en 1994
puis poursuivis avec la parution de quel ques publications au début des années 2000 avant d’étre
étudiés de facon plus intense durant ces toutes dernieres années. Il ressort de cette étude
bibliographigue que la plupart des travaux effectués sont consacrés a des constations souvent
qualitatives des effets positifs des plasmas géenérés par |les divers dispositifs considérés (corona,
DBD, DCSDBD, FE-DBD, RF, MW, etc.) sur la germination et la croissance d’une multitude
degraines (colza, chanvre, pois, tournesol, haricot, lentille, radis, soja, avoine, orge, bl€, tomate,
...) sans pour autant décrire ni les mécanismes biologiques sous-jacents a cette augmentation
des taux de germination ni les especes plasmas réellement responsables de tels effets sur la
germination et |a croissance.

C’est dans ce contexte que cette thése a démarré pour apporter des éléments supplémentaires
de compréhension sur les mécanismes biologiques par le traitement plasma durant la
germination des graines et la croissance des plantes. Le but de cette étude est donc de
comprendre par le biais de 1’utilisation de la plante modeéle Arabidopsis thaliana (graine tres
bien adaptée en raison de son cycle de vie court et d’un génome parfaitement connu et séquencé)
et en utilisant certains dispositifs plasmas, les effets directs et indirects (via I’eau activée) du
plasma sur la germination des graines et la croissance des plantes. D’autres graines ont
également éte testées dans e cadre de cette étude. Il faut en particulier souligner que dans cette
revue bibliographique, lestravaux commencés en 2015 par nos deux équipes (équipe PRHE du
Laplace et équipe Peroxydase en biologie végétale du LRSV) puis poursuivis dans le cadre de

cette thése n’ont volontairement pas été cités car ils feront 1’objet des chapitres suivants.
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Chapitre II Matériels et méthodes

I1.1 Introduction

Ce deuxiéme chapitre est consacreé ala description détaill ée des plasmas utilisés, des différentes
expériences menées au cours mes travaux de thése et des moyens utilisés pour analyser les
effets plasmas.

Dans une premiere partie, nous évoquerons des différents dispositifs plasma mis en place pour
le traitement des graines ou pour I’activation de I’eau ainsi que leur fonctionnement et une
synthése de leurs caractéristiques énergétiques et chimiques. Puis nous détaillerons e matériel
biologique, a savoir les différentes graines utilisées, les intéréts de leur utilisation dans cette
thése et les méthodes de leur exposition a différents types de traitement plasma. Enfin, nous
décrirons les nombreuses expériences mises en place pour éudier les effets du plasma sur la
germination des graines et leur développement ainsi que pour analyser 1’eau activée par plasma

utilisée lors de |a croissance des plantes.
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I1.2 Les dispositifs plasma

Durant cette étude, trois dispositifs ont été utilisés afin de produire des plasmas basse
température a pression atmosphérique.

I1.2.1. FE-DBD dans I’air ambiant

Lepremier dispositif est une décharge abarriére dié ectrique (FE-DBD), Figurell-1. Ce plasma
est initi¢ dans I’air ambiant. La premiére électrode est un cylindre de 8 mm de diamétre, reli¢e
a la haute tension et recouverte par un tube de verre ajusté pour ne pas laisser d’air entre
I’électrode et letube. Lesgraines sont placées entre ce tube et une lame de verre, d’une épai sseur

de 1 mm, elle-méme posée sur une électrode reliée ala masse.

Figure -1 : Schéma du dispositif plasma de décharge de barriére diélectrique (DBD) dans I'air
ambiant. [89]

Les graines sont placées au sein du dispositif, ¢’est-a-dire entre les deux électrodes, la ou se
produit la décharge plasma. La distance entre les électrodes et les graines est quasi-nulle. De
plus, les électrodes ne peuvent étre éloignée de plus de 3 mm au risque de ne plus initier une
décharge plasma uniforme a moins de disposer d’une alimentation pulsée capable de délivrer

plusieurs dizaines de kV (ce qui n’est pas le cas de notre alimentation plafonnée a 10 kV).
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11.2.2 Jet DBD de plasma d’hélium dans I’air ambiant

L e deuxieme dispositif génere un jet de plasmaatravers un tube de verre (diametre intérieur de
2 mm) autour duquel sont placées deux électrodes annulaires, Figure 11-2. Ici, le plasma est
généré avec de 1’hélium qui traverse le tube a un flux de 3 L.m™. Ce jet de plasma d'hélium
entre en contact a la sortie du tube avec I’air ambiant et forme une plume plasma. Nous avons

utilisé ce dispositif pour le traitement direct des semences mais aussi pour I'activation de |'eau.

Figurell-2: Schéma du dispositif de jet de plasma d’hélium. Adapté de Bafoil et al, 2018 [90]. Le gaz
injecté dans le dispositif, ici ['hélium, est ionisé grace aux électrodes et passe de [’état gazeux (en bleu)

a l’état plasma (en violet).

Ce deuxieme dispositif est utilisé pour plusieurs types de traitement alafois direct et indirect.
Avec I'utilisation du jet plasma, les graines sont mises en contact avec la plume plasma en
dehors du réacteur et ne sont pas présentes a 1’endroit de la décharge. Ici la distance entre la
cible et la décharge peut varier cependant plus la plume est éloignée de 1’échantillon moins il

recevra d’effets.
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I1.2.3 Corona multi-pointes dans I’air ambiant

Le dispositif de type Corona multi-pointes est basé sur la production d’une décharge de type
pointe-plan, Figure I1-3. Le plasma d’air est généré grace aune ou plusieurs pointesreliéesala
haute tension. En présence de plusieurs pointes, on forme un rideau de plasma dans 1’air
ambiant qui permet de traiter les graines lorsqu’elles sont placées entre les pointes et e plan.
Dans le cas de ce dispositif, le logiciel NanoGenl (Smart HV Pulses Generator, RLC
Electronic, Clermont-Ferrand, France) est utilisé pour controler 1’alimentation électrique pulsée

qui a été utilisée comme pour les 2 autres dispositifs plasmas.

Figurell-3: Schéma du dispositif de décharge corona. Les quatre pointes en tungsténe vont ioniser+

[’air ambiant et créer une forme de pyramide de plasma (zone violette).

Le dernier dispositif mis en place permet le traitement d’échantillons plus grand de par la
distance inter-électrode pouvant atteindre 2 cm. Dans cette géométrie, les échantillons sont

placés a I’endroit de la décharge.
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I1.2.4 Alimentation électrique utilisée
L’alimentation impulsionnelle utilisée pour les trois dispositifs plasmas (FE-DBD, corona et
Jet DBD He) possede les caractéristiques suivantes :

» Alimentation mono-polaire positive sous forme d’une impulsion ;

» Fréquence de répétition, durée et amplitude desimpulsions réglables ;

» Temps de montée et de descente de I’impulsion de 1’ordre de quelques dizaines de ns.

C’est une source de tension impulsionnelle a base de semi-conducteurs de puissance utilisant
la technologie MOSFET (de la sé&rie HTSGSM 303-31 BEHLKE Power Electronics)
permettant de supporter des tensionsjusqu’a environ 30 kV et un courant jusqu’a environ 30A,
ce qui est une protection utile en cas de clagquage dans |e plasma de la décharge é ectrique.
Cette alimentation impulsionnelle de type mono-polaire, est constituée de deux blocs associés
en cascade incluant une alimentation haute tension continue (TECHNIX high voltage supply
SR 1-3-300 de tension maximale de 10 kV, et un courant de 30 mA) et un bras d’onduleur
constitué de deux interrupteurs rapides a base de MOSFET. La fréquence de répétition de
I’impulsion de tension peut théoriquement monter jusqu’a plusieurs dizaines de kHz. Elle est
fixée avec lesautres paramétresde I’impulsion par un générateur d’impulsion T.T.L. permettant
donc de choisir ladurée de1’impulsion, safréquence de répétition et son rapport cyclique tandis
que ’amplitude de cette impulsion carrée mono-polaire est fixée a la sortie de 1’alimentation
continue.
L es temps de montée et de descente de I’impulsion sont de I’ordre de quelques dizaines de ns.
Cela représente le temps nécessaire pour gque la tension de consigne soit atteinte lors de la
montée ou soit coupée lors de la descente. Comme on peut le voir sur laFigure |1-4 représentant
latension et le courant dans le cas d’un jet de plasma a base d’hélium, le courant de la décharge
électrigue générant le plasma est présent deux fois par impulsion de tension, ce qui veut dire
que la décharge électrique s’allume deux fois par impulsion: une premiére fois lors de la
montée, ou elle se maintient uniquement durant les premiers instants du plateau de la tension
pulsée (environ 150 a 200 ns), puis s’allume a nouveau pendant une durée équivalente durant
la descente de I’impulsion de tension. Ce double allumage pour chaque impulsion de tension a
été confirmé par imagerie rapide (1 image environ toutes les 5ns) dansles travaux antérieurs de
1I’équipe PRHE [65]
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Pour les trois dispositifs plasmas décrits ci-dessus, les paramétres électriques ont été fixés
comme suit sur labase de travaux déja effectués [54] :

» Tension: 10kV ;

» Fréguence: 10 kHz;

» Duréedel’impulsion : 1 ps.
Ces parametres ont été conservés pour I’ensemble des expériences effectuées tout au long de la
these afin de ne pas gouter des paraméetres supplémentaires qui viendraient complexifier

I’interprétation des résultats.

Figure 11-4 : Courant et tension instantanés de la décharge DBD dans I’hélium générant le jet de
plasma. A noter quele courant inclut aussi le courant de déplacement (premiére bosselorsdela montée)
issue de [65]
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I1.2.5. Caractéristiques énergétiques et chimiques des plasmas utilisés
On commence par comparer les mesures éectriques de tension et de courant instantané de
décharge dans le cas des 3 dispositifs utilisés dans ce travail et ceci en condition d’utilisation,
c’est-a-dire avec des graines placées en conditions de traitement, dans I’espace inter-électrodes
dans le cas des dispositifs FE-DEB et corona multi-pointes et a 2 cm a I’extérieur du tube dans
le cas du Jet DBD He.
Sachant que lafréquence est bloquée a10 kHz et ladurée del’impulsion a1 ps, on obtient pour
environ 10 kV pour le courant instantané maximum Imax de décharge dans le cas des 3
dispositifs plasmas (Figure [1-5A, 11-5B et 11-5C):

- PourlaFE-DBD, Imax ~ 4,25 A pour une distance-inter diélectriquesdel’ordre de Imm

- Pour le dispositif corona multi-pointes (4 pointes et distance inter-électrodes = 2 cm):

Imax = 0,15A
- PourleJet DBD He: Imax =~ 0,5 A dans I’espace inter-électrodes, Imax chute a ~0,03
a2 cm du tube [62]

Ces courants mesurés sont tres cohérents avec les résultats déja obtenus dans le groupe PRHE
[65-67] dans le cas du jet DBD d’hélium et des plasmas dans 1’air. Le courant instantané est
comme prévu le plus important dans le cas du dispositif FE-DBD (Figure 11-5A) en raison de
la distance inter-électrodes utilisée qui est la plus faible (environ 1 mm) et inversement Imax
est le plus petit dans le cas de la corona multi-pointes (Figure [1-B) en raison de sa distance
inter-électrodes la plus élevée (1 cm) si on se place dans la zone de décharge électrique dans
I’espace inter-électrodes des 3 dispositifs. Maissi on se place dans|es conditions de traitement,
c’est dans le cas du jet DBD He a2 cm de la sortie du tube (Figure I1-C) que le courant Imax
est le plusfaible.
Dans ce dernier cas (Figure I1-C), on constate que le courant instantané du jet DBD He a2 cm
de la sortie du tube est décalé temporellement par rapport a celui mesuré directement dans la
zonede décharge qui resteinclusal'intérieur deladuréedel’impulsion (Figurell-4), d’ailleurs
c’est aussi le cas des 2 autres dispositifs FE-DBD et corona multi-pointes (Figure 11-5A et I1-
5B). Ce décalage qui se fait avec un temps de retard de 1’ordre de quelques centaines de ns
pendant la montée du courant indigque que le champ de charge d'espace a 2 cm est formé avec
un retard temporel par rapport au début de I’impulsion (ceretard d’environ 300 ns correspond
au temps nécessaire al'onde d'ionisation pour arriver alaposition 2 cm le long de 1’axe du tube)

et la longue décroissance du courant instantané indique que le champ éectrique de charge
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d'espace a 2 cm du tube reste actif pendant tout ce temps ou la charge d'espace (électrons et
ions en présence) se maintient a un niveau suffisant pour permettre un champ de charge
d'espace a 2 cm toujours capable de provoquer des avalanches éectroniques se traduisant par
ce courant instantané observé qui décroit lentement.

En résumé, ces mesures tension-courant- instantanées qui sont un tres bon indicateur de la
puissance dissipée pour allumer la décharge et générer le plasma (environ 4W pour générer je
Jet DBD He, 10 W pour laFE-DBD et 0,5W pour le corona multi-pointes), ne sont pas du tout
suffisantes pour donner la bonne information ni sur 1’énergie (ou le flux de puissance) déposée
sur les graines ni sur lanature et la quantité des espéces RONS qui sont entrées en interactions
avec les graines. C’est pourquoi, j’ai ajouté le tableau II.1 dans lequel j’ai mis notamment des
informations quantitatives sur les especes produites et les ordres de grandeur du champ
électrique, de la puissance dissipée nécessaire a la génération le plasma et sur le flux de
puissance plasma (ou d’énergie) déposée sur les graines.

Les mesures ont été effectuées en présence de graines ou d’eau, si la présence de I’eau a un
effet certain sur les mesures cour/tension et donc sur les propriétés du plasma, il est a noter que
la présence de graines ne change pas dans nos conditions expérimentales les mesures de
courant/tension ce qui veut dire la présence de graines d’A. thaliana ne semble pas affecter les
propriétés des plasmas. Mais ceci devrait ére confirmé une éude paramétrique plus fine non

effectuée dans le cadre de cette thése.

Instantaneous discharge current and voltage for FE DBD in ambiant air, d=1lmm

10

Tension(kV)
<
Courant(A)

10 kTENSION m— I e
Courant : X ;

=500 0 500 1000 1500 2000
Temps(ns)

Figurell-5A : Tension pulsée et courant instantané mesurés sur le dispositif FE-DBD
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Figurell-5B : Tension pulsée et courant instantané mesurés sur le dispositif corona multi-pointes

Figure I1-5C: Jet DBD He a 2 cm : courant instantané sur une cible d’eau (courbe bleue) et

diélectrique (verre, courbe verte) [66]

Le Tableau Il-1, issu des travaux de 1’équipe PRHE [67-68] donne les espéces chimiques
produites par les 3 types de dispositifs plasmas utilisés dans |e cadre de cette these. Ce sont ces
especes chimiques ou en tout cas une partie d’entre elles qui peuvent étre actives lors du

traitement plasma sur les graines ou qui sont générés lors de ’activation de 1’eau (PAW).

Dans le cas du jet DBD d’Hélium, on observe qu’il peut émettre aussi bien des UV (A, B et C)
gue des électrons et desions du gaz porteur (He) ou de I’air ambiant ainsi que des métastables
(d’hélium mais aussi d’air). Ces émissions ayant une énergie interne importante et participant
activement aussi bien ala propagation du jet de plasma dans 1’air ambiant et qu’a la formation
des especes actives de courte (états radiatifs) et aussi de plus longue durée de vie (comme par
exemple OH', Oz, H20,, NOg, etc.) qui sont les autres RONS jouant trés souvent un role
essentiel dans les traitements qui nous intéressent. Le champ éectrique de charge d’espace a
environ 2 cm de la sortie du tube (endroit ou on fait les traitements plasma) est plutdt assez
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faible (environ 15 Td ou plus avec 1 Td=10"1" V.cm? [65]) et les densités de la plupart des
espéces indiquées sont plutdt faibles (généralement < 102 cm a I’exception des électrons qui
est proche de 10%cm3 et celles des atomes d’oxygéne qui peut étre proche de 10 cm3). Ceci
est synonyme d’un plasma faiblement ionisé (degré d’ionisation ¢’est-a-dire le rapport entre la
densité des électrons et des neutres < 10°®) tandis que la température de la quasi-totalité des
especes lourdes (ions et neutres) reste proche de la température ambiante a I’exception de celle

des électrons qui peut atteindre une énergie moyenne de I’ordre de 3 V.

Dans le cas du plasma de décharge couronne en forme de jet (sans contre-él ectrode en face de
lapointe et dimentéen DC), [91] déjatesté pour letraitement des graines mais dont les résultats
n’ont pas été retenus car moins intéressants que celle du plasma corona multi-pointes, on
retrouve la plupart especes formées a partir des processus dissociation/recombinaison des
molécules de Iair (azote et oxygéne) mais avec des concentrations pouvant aller jusqu’a 1033
cm3 y compris pour les RONS et qui pour la plupart sont donc environ 10 fois supérieure a
celles du jet DBD de plasma d’hélium, le champ électrique régnant dans la zone de traitements
des graines est également faible (une quinzaine de Td ou Townsend) donnant ainsi des
températures des especes lourdes proches de la température ambiante et une température
¢électronique équivalente a celle du jet DBD d’hélium. En revanche, dans le cas de la décharge
couronne multi-pointes [92], le plasma corona est formé entre les pointes alimentées cette fois
ci en régime pulsé et une contre-électrode en forme de disque reliée a la masse. Les densités
des particules chargées et celles des particules a courte et longue durée de vie s’en trouve
singulierement renforcée en raison du champ éectrique moyen qui devient au moins 10 fois
plus important que celui du jet corona. C’est ainsi que les densités de certaines especes actives
peuvent dépasser 10™° cm au niveau de I’électrode de masse ot sont placées les graines a traiter
a une distance de I’ordre du cm voire un peu plus ce qui permet de traiter des graines de tailles
plus importantes que le dispositif FE-DBD, ou la séparation inter-éectrodes entre le
diélectrique en contact avec lahaute-tension pulsée et le diélectrique couvrant 1’électrode masse
est de I’ordre du mm uniquement, limitant ainsi le traitement FE-DBD aux cas des graines de
petites tailles comme 1’ Arabette, & moins de disposer d’une alimentation capable de délivrer

plusieurs dizaines de kV.

Dans le cas du dispositif FE-DBD, on voit dans le tableau 11-1 que les densités des especes
actives sont bien plus grandes que celle par exemple du jet DBD d’hélium a 2 cm. Elles sont

auss variées que dans le cas du corona multi-pointes ou du jet corona ou du corona multi-
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pointes et ont des densités pouvant dépasser 10%° cm™ dans|es structures filamentaires présentes
dans ce type de décharges, d’ailleurs comme dans les décharges générées par les 2 autres
dispositifs. En fait les densités, le champ électrique et |es températures des particul es présentes
dans le plasma d’air FE-DBD sont équivalents a ceux du plasma d’air généré par le dispositif
coronamulti-pointes mais avec un champ électrique un petit peu plusfaible (quelques centaines
de Td contre plusieurs centaines de Td voire environ 1000 Td dans le cas du corona multi-
pointes) et des énergies des é ectrons également un peu plus importantes dans le cas du corona
multi-pointes (proche de 10eV en téte du streamer contre environ une grosse moitié dans le cas
FE-DBD).

C’est pour toutes ces raisons d’ordre énergétique (champ électrique et densités de
courant et d’énergie des électrons) et chimiques (RONS produits) qu’on a observé comme on
le verra dans le chapitre 3, la méme efficacité de germination lorsqu’on traite les graines
d’arabette durant 15 min avec le dispositif FE-DBD que durant 1,5 min avec la corona multi-
pointes. C’est en effet une question de dose plasma (en terme énergétique ou de puissance
déposée sur la graine qui dépend du champ éectrique et de la densité du courant) et de nature
et quantité de RONS actifs qui imposent une durée du traitement et qui fait qu’en dessous de
cette durée letraitement plasmaest peu efficace et qu’en dessus le traitement peut devenir nocif
pour la graine et par conséquent peut aller jusqu’a détruire ses cellules primordiales pour la
germination. Danslestravaux précédents de 1’équipe (Plewa et al [102]) la dose énergétique du
plasma a été déja estimée a 1’aide d’un mode¢le simplifiée du jet DBD He a 2 cm ou le flux de
puissance plasma est de I’ordre 0.5 mW/cm?2. Compte tenu des ordres de grandeurs rel atifs des
densités de courant (produit de la densité des électrons par leur vitesse de dérive) et du champ
électrigue pour les 2 autres dispositifs, ce flux de puissance plasma peut étre approximativement
estimé comme étant de 1’ordre d’environ 50 mW/cm? pour le FE-DBD et 100 mW/cm? pour

le corona-multi-pointes.
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Tableau |1-1 Ordre de grandeur de ’énergie, du champ électrigue et des espéces actives, a longue et

a courte durée de vie, générées par les 3 dispositifs plasmas a basse température a pression

atmosphérique [67-68]

Jet de plasma d’hélium
(la concentration en
espéce active n’excede

pas 10*2cm3)

NOy—UVC, OH(A-X) —»UVB, N2(SPS) -UVA, N,*(FNS); étatsradiatifs : He)*,
He*, O*, N*, H*,

Etats métastable : He(2'S), He(23S), N2 (A3%,"), etc. 10 to 102 cm3

Particules chargées : électrons, Oz, Hey', He', N2*, Ngt, O4*, etc. 10 to 10%%cm3
Radicaux et espéeces neutres alongue durée de vie : NO, NO,, NOs, OH, HO,, Os,
H.0, <10%2cm

Champs électriques faibles (environ 15 Td a2 cm)

Energie dissipée pour initier ladécharge : proche de 4 W (environ 600 pJ d’énergie)

Flux d’énergie plasma : = 0.5 mW/cm?

Corona multi-pointes
dans D’air ambient (la
concentration

d’espéces actives est
proche de 10*/10%cm

3 a I’avant du streamer)

N2(SPS) —»UVA, N2*(FNS), Nx(FPS) and NO; continuum — émission
visible

Etats métastables : N2 (A3Z,*), Ox(atAy), €tc.

Etats radiatifs: Ox(b'z*g), N*, O*

Concentration élevée de radicaux et des neutres réactifs a longue durée de
vie: NO, NOz, NOs, OH, HO,, O3, H20;, environ 10 ou plus

Forte concentration en particules chargées : électrons, Oy, N*, O*, N2*, N4+,
O4*, etc. environ 10*cm ou plus.

Champs éectriques trés élevés (plusieurs centaines jusgu'a 1000 Td)
Puissance dissipée pour allumer la décharge : 0,5 W (environ 60 pJ pour
I'énergie dissipée)

Flux de puissance plasma: environ cent (=100) mW / cm?

FE-DBD dans lar
utilisant des tissus
vivants comme
électrode flottante

(Concentration en
especes actives autour

de 10 cmr3)

N2(SPS) —UV-A, N2*(FNS), No(FPS) et NO, continuum — émision
visible

Etats métastables : N2 (A32,*), Ox(atAg), etc. 10 & 105 cm3

Etats radiatifs : Ox(b'x*g), N*, O*

Concentration éevée de radicaux et des neutres réactifs a longue durée de
vie: NO, NO,, NOz, N2Os, OH, HO,, O3, H,O,, environ 10*cm

Forte concentration en particules chargées : éectrons, O2, N*, O, N2*, N4*,
O.", etc. 10 410" cm'®

Champs électriques élevés (quel ques centaines de Td)

Puissance dissipée pour allumer la décharge : 10 W (environ 1000 pJ pour
I'énergie dissipée)

Flux de puissance plasma: = quelques dizaines (<50) de mW / cm?
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I1.3 Le matériel biologique

11.3.1 Arabidopsis thaliana : une plante modele

La plante Arabidopsis thaliana est utilisée pour caractériser les effets du plasma. A. thaliana
est une plante a fleurs utilisée comme organisme modéle en biologie végétae. Cette plante fait
partie de la famille du colza et de la moutarde : les Brassicaceae. Arabidopsis n'a aucune
importance économique puisque qu’elle n’est pas utilisée en dehors de larecherche, cependant
elle posséde un certain nombre d’avantages : un génome relativement petit (125 Mb) qui est
entiérement séquencé, ses 5 chromosomes éant entierement annotés; son cycle de vie est
rapide ; sa culture est adaptée aux conditions de laboratoire et enfin il y aune accessibilité aun
grand nombre de lignées mutantes. Tous ces avantages font d’Arabidopsis un organisme
modele pour la biologie cellulaire et moléculaire des angiospermes qui fait dire a certains que

I’A. thaliana est alabiologie végétal e ce que lasouris ou ladrosophile est alabiologie animale.

Pour son utilisation dans cette étude, en plus des avantages précédemment cités, lataille réduite
de sesgraines (environ 500 um) permet I’utilisation de la FE-DBD pour le traitement. En effet,
une graine plus grosse ne permet pas 1’ignition du plasma avec ce dispositif car I’espace entre
les électrodes serait trop grand.

Pour approfondir la compréhension des effets des plasmas sur la germination, les mutants d’A.
thaliana suivant ont été utilisés : gl2, gpat5, ttgl et tt8. Ces derniers sont des mutants affectés
dans le manteau de lagraine.

e Les graines du mutant gl2 (CS2106121) ont un manteau (couches protectrices de
I’embryon) malformé ;

e Lesgraines du mutant gpat5 (CS880727) sont plus fragiles a cause de leur manque de
subérine et de cutine ;

e Les graines du mutant ttgl (CS2105595) ont un déficit en pigment a la surface des
graines ce qui vainfluencer leur germination.

e Lesgraines du mutant tt8 (CS2105594) vont également manquer de pigment. De, plus,
ces génes fonctionnent de concert via I’intermédiaire du complexe GL2, TTS et TTG1
dans I’expression du géne BAN qui contréle la production de pigments dans
I'endothélium des graines.

Tous ces génotypes ont été sélectionnés de par |eurs mutations affectant précisément |e manteau
de la graine qui est en contact direct avec le plasma et qui a une fonction essentielle dans la

protection de I’embryon mais aussi dans le contrdle de la germination.
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I1.3.2 Autres graines d’intérét agronomique étudices

Durant cette é&ude, une premiére investigation, présentée dans la derniére partie de cette thése,
a également été faite en traitant par plasma plusieurs graines d’intérét agronomique comme le
lin (Linum usitatissimum, variété Alyzée, Agronutrition, Carbonne FRANCE), le colza
(Brassica napus, variété Nelson, Syngenta, Gaillon FRANCE)et le soja (Glycine max,
Agronutrition).

De plus, dans le but d’en savoir un peu plus les effets des plasmas sur la mouillabilité de la
surface des graines, des graines de Caméline (Camelina sativa) sont utilisées pour effectuer les

expériences d’angle de contact.

I1.3.3 Traitement des graines
En fonction de 1’objectif fixé, les graines ou les plantes ont ¢té traitées directement et
indirectement au plasma respectivement.
() Letraitement direct consiste a mettre les graines au contact du plasma. Trois dispositifs ont
éteé utilisés.
e Pour ledispositif FE-DBD et le jet de plasma d’hélium, le temps de traitement a
été fixé a 15 minutes, apres des études préalables [50]. Environ 500 graines d’A.
thaliana sont placées sur une lame de verre pour la DBD et mises en contact
avec le tube avant ignition du plasma
e Pour le jet d’hélium les graines sont déposées dans un tube Eppendorf a fond
rond de 2 mL, ladistance entre le jet et les graines est fixée a2 cm.
e Concernant le dispositif corona, le temps du traitement varie de 30 secondes a
15 minutes en fonction de lataille et de la quantité des graines traitées.
(i) Letraitement indirect est fait par I’intermédiaire d’eau. Dans ce type de traitement, le jet de
plasma est utilisé pour traiter de 1’eau (eau activée par plasma ou PAW). L’eau peut étre soit
du robinet soit distillée. Le traitement a é&é effectué par fraction de 30 mL exposés pendant 15
minutes au jet plasma. Apres activation le PAW est utilise pour les tests de germination ou
I’arrosage des plantules pour I’analyse du développement. Afin de réduire un biais concernant
la qualité de 1’eau, le volume nécessaire pour la durée de 1’expérimentation sur la croissance
des plantes a été prélevé en unefois et stocké a 4°C. De plus, aprés traitement 1’eau est stockée

a I’obscurité et a 4°C pour limiter I’altération des RONS.
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11.4 Les plans expérimentaux

11.4.1 Test de germination

Pour déterminer 1’effet des plasmas sur la germination, des tests de germination sont réalisés
selon différentes conditions.

Le taux de germination est quantifié entre 24h et 62h pour certaines conditions, 3 stades sont
pris en compte : aucune rupture des enveloppes (Figure I1-A), rupture de I’enveloppe externe
(testa, Figure 11-B) et rupture des deux enveloppes de la graine (testa et endosperme, Figure
11-C).

Les tests de germination sont effectués dans des boites de Pétri de 35 mm de diamétre dans
lesquelles sont placés des cercles de papier Whatman ™ (papier de chromatographie Chr 3MM
: épaisseur moyenne : 0,34 mm). Le papier est préalablement imbibé de 0,5 ml d'eau distillée.
Les boites sont ensuite scellées grace a de I’adhésif ANAPORE afin de maintenir une humidité
maximum. La germination a lieu dans une chambre de culture dans des conditions fixées (40
% d'humidité, température 22 °C / 20 °C, photopériode 16 h/ 8 h, 45-50 UE).

Apres traitement, entre 150 et 300 graines d’A. thaliana sont réparties par boite. Des graines
non traitées sont utilisées comme controle pour déterminer I’effet du traitement plasma. Chaque

expérience a été répétée au moins trois fois de fagon indépendante.

Figure11-6 : Photos (X340) de graines d'A. thaliana a trois stades de germination : graine imbibée
non germeée (A) ; graine présentant une rupture du testa (B) ; graine présentant une rupture des deux
envel oppes (testa et endosperme) (C).

De plus afin d’observer ces effets en condition de stress osmotique ou hydrique, des graines
traitées ou non sont déposees sur papier Whatman préalablement imbibé d’une solution de NaCl
(0, 25, 50, 75 ou 100 mM) ou de PEG6000 (0, 5, 10, 15 et 20 %) (Polyéthyleneglycol, BioUltra,
Sigma Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France). Des graines non traitées et déposees sur les

différentes conditions de milieux sont utilisées comme controle.
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Concernant les effets directs du traitement plasma, nous avons aussi cherché adéterminer si ces
effets positifs perduraient dans le temps. Pour cela, les graines ont été semées jusqu’a 9 jours
apres le traitement plasma: tO = le jour du traitement plasma ; t2 = deux jours apres le
traitement ; t7 et t9 soit 7 ou 9 jours apres le traitement avec la FE-DBD d’air. Des graines non
traitées et conservées jusqu’a 9 jours sont utilisées comme controle pour déterminer I’effet du
traitement plasma. Chague expérience a été répétée au moins trois fois de fagon indépendante.
Pour déterminer les effets indirects du plasma sur lagermination, le papier est imbibé d’eau du
robinet (tap) ou d’cau activée par plasma (PAW) et les graines seches y sont déposées

directement.

I1.4.2 La microscopie

Afin d’analyser les effets du traitement au plasma sur la surface des graines, différentes
techniques d’imagerie ont été utilisées.

Dans un premier temps, les modifications de la surface des graines d’A. thaliana sont observées
gréce a des images au microscope €l ectronique a balayage. Les graines sont fixées ala surface
d'un talon en duminium a I’aide du ruban adhésif de carbone et une pulvérisation de ~ 10 nm
de platine est réalisée ala surface. Le microscope électronique abalayage (MEB) utilisé est un
Quanta 250 FEG (FEI Company). Les paramétres sont fixés comme suit: une tension
d'accélération de 5 kV, une taille de spot de 3,0 et, une pression de 3,50 x 10 Pa. Les
observations sont faites tout de suite aprés letraitement ainsi que 7 jours apres sur une trentaine
de graines exposées ou non au plasma d’air avec la FE-DBD

Dans un deuxieme temps, des images sont réalisées a l'aide d'un microscope confocal
monophotonique (Leica SP8). Les caractéristiques optiques sont réglées comme suit : laser
d'excitation a 488 nm ; réflexion de 484 nm a 494 nm ; fluorescence 505-560 nm et 570-640
nm. Lalentille utilisée est un 10x0,3 a sec. La distance entre les plans focaux est fixée a 3 um.
Durant ces observations, les graines ont été colorées avec un composé fluorescent, auramine-O
(SigmaAldrich) a 0,003 % dans de I'éthanol a 70 %. La coloration est réalisée en plongeant les
graines traitées et également les graines contrdle (30 graines par observation) dans la solution
pendant 5 min. L’auramine-O permet |a localisation de différents composés hydrophobes tels
que leslipides.
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I1.4.3 L’analyse de la surface

I — La perméabilité

Le test de perméabilité des graines d’A. thaliana a été réalisé en utilisant du chlorure de
triphényltétrazolium 2,3-5 (rouge de Tetrazolium, Sigma Aldrich). Ce sel ala propriété d'étre
réduit en formazan de couleur rouge lorsqu'il traverse la membrane plasmique.

Cent g de graines contréles et traitées avec le plasma a basse température ont été immergees
dans 1,5 mL de solution aqueuse de rouge de tétrazolium a 1 % et mise aincuber pendant 40 h
a28 °C. Les graines sont ensuite rincées al'eau distillée trois fois afin d’enlever tous les restes
de réactif dans la solution et broyées dans 1,5 ml d'éthanol a 95 % a 1’aide de 3 billes en acier
dans un broyeur abille Retsh pendant 3 minutes a30 rt.s*. Aprés centrifugation 23500 tr / min
pendant 3 min, le formazan contenu dans le surnageant a été évalué en mesurant |'absorbance a
492 nm. L’absorbance est alors corrélée a la perméabilité de la graine. Le test a été répété au
moins trois fois de facon indépendante (réplicas biologiques). Des réplicas techniques ont été

effectués pour chaque test.

il — Analyses lipidiques

Afin de déterminer la nature des modifications de surface, des analyses lipidiques ont été
effectuées a partir de graines contréles et traitées.

Dans un premier temps, 100 mg de graines d’A. thaliana traitées ou non sont placés dans un
tube en verre avec 1 mL de chloroforme pour solubiliser les composés lipidiques de surface.
L es tubes sont vortexés pendant 1 min puis le chloroforme est récupéré. Apres évaporation du
chloroforme, 0,5 mL de BF3 Méthanol est gjouté puis les tubes sont incubés 5 minutes a 60 °C.
1 mL d’eau est ajouté pour stopper la réaction du BF3. L’extraction des lipides est faite grace
a 1 mL d’¢éther diéthylique (étape répétée trois fois), les tubes sont ensuite séchés a 1’aide d’une
fontaine & azote. La dérivation des lipides extraits est faite grace a du triméthylsilyle (TMS)
puis I’incubation de 15 minutes a 80 °C est réalisée. Une fois terminé, les tubes sont séchés puis

repris dans 0.1 mL de mélange hexane-éthanol 50 %.

Les échantillons (1 yL) sont analysés en GCM S (chromatographie en phase gaz/Spectrométrie
de Masse), a I’aide d’un analyseur TSQ quantum thermo scientific avec un type « full scan »
en mode spitless. Le cycle utilise le gradient suivant : 100 °C pendant 2 minutes, puis une
augmentation de 20 °C par minute jusqu'a 190 °C, et 6 °C par minute jusqu'a 270 °C suivi de
15 °C par minute jusgu'a 340 °C pendant 2 minutes. La température de I'injecteur était de



64

Matériels et méthodes

230 °C, cellesdelasource et delaligne de transfert de 250 °C. L’énergie de collision est fixée
a70 eV, et lagamme de masse (m/z) de 50 a 650.

iii- Le mucilage

La couche de cellules épidermique des graines d’A. thaliana relargue un gel polysaccharidique,
le mucilage. Dans le but de contrdler I’intégrité fonctionnelle de ces cellules, 1’observation de
I’état du mucilage apres traitement au plasma est nécessaire.

Lesgrainesd A. thaliana sont placées dans un tube Eppendorf avec de la solution de Tris (0.01
M) puis placées sur un agitateur pendant 1 heure &250 rpm. Aprésringage a I’eau distillée, une
solution de rouge de ruthénium a0,02% est ajoutée puis les tubes sont agités une nouvelle fois
pendant 1 h a 250 rpm. Cette double agitation permet de colorer uniquement le mucilage
adhérent aux graines. Les graines sont une nouvelle fois rincées puis observées a 1’aide d’un
stéréo-microscope nikon smzl8 et un anneau de LED permettant 1’éclairage supérieur des
échantillons.

Des analyses d’images sont effectuées par la suite grace au logiciel Fiji qui permet de calculer

I’aire du mucilage en fonction de I’aire de la graine.

iv- L’angle de contact

Pour les expérimentations sur I’angle de contact, des graines de Camelina sativa sont utilisées.
Ces graines sont trés proches de celle d’A. thaliana en termes de morphol ogie mais plus grande
(2 23 mm) permettant la faisabilité de cette expérimentation.

Les graines traitées au plasma avec la FE-DBD pendant 15 min ou les graines contréles sont
placée une a une sur un support muni de scotch® double face afin de les fixer. Une goutte 0.3
UL d’H0 est déposée al’aide d’une pipette Eppendorf® de 0.2-1 L.

Des photos et vidéo des graines sont prises avant pendant et aprés le dépét de la goutte. Les
images sont acquises avec une picamera V2 (caméra couleur 8 Mpixels) montée sur un
Raspberry Pi 2B. Lesfilms sont acquis a 90 images/secondes (90 fps) en format 640x480 pixels
pendant 7 secondes. La lentille est gjustée pour étre a 1 cm environ de la graine ce qui donne
une taille de pixel de 5,065um. L’analyse des images est ensuite effectuée a I’aide du logiciel
Fiji® et un test de Mann Withney.
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11.4.4 Visualisation des espeéces réactives de I'oxygéne (ROS) et de Il'activité
peroxydase

Le plasma va produire de nombreuses espéces réactives de 1’oxygéne (ROS)[63]. Ces espéces
vont donc entrer en contact avec les graines pendant le traitement. Afin de les visualiser, une
coloration au NBT (Nitro Blue tetrazolium chloride, Sigma-Aldrich) a éé utilisée, le précipité
formé va mettre en évidence la présence d’ion superoxyde.

Cent mg de graines sont plongés dans une solution aqueusea2 mM de NBT et incubées pendant
30 min atempérature ambiante dans I'obscurité afin de ne pas altérer les ROS qui se dégradent
a la lumieére. La présence de I’ion superoxyde (O2”) est visualisée par une coloration bleue ala
surface des graines.

Pour réguler I’homéostasie des ROS, les plantes vont produire des peroxydases de classe 111
[39]. La localisation de I’activité de ces peroxydases est réalisée par 1’oxydation du guaiacol.
Les graines sont incubées dans I'obscurité et atempérature ambiante pendant 30 min dans 1 mL
de tampon phosphate 200 mM, pH 6,1, contenant 0,125 % de guaiacol. (Fluka-Sigma-Aldrich,
Steinheim, Suisse) et 150 uL. de 11 mM de peroxyde d'hydrogene. L'oxydation du guaiacol par
I’activité peroxydase forme un précipité brun de tétra-guaiacol qui permet sa visualisation.

Par la suite, les graines sont directement observées gréce a un stéréomicroscope Zeiss

Axiozoom V16 et une caméra couleur Zeiss HRC.

I11.4.5 Le développement

L’effet de traitement indirect du plasma a 1’aide de I’eau activée par plasma (PAW) a été
observé sur le développement des plantes. Pour ce faire des graines sont semées et cultivées en
chambre de culture (75 % d'humidité, température 24 °C / 20 °C, photopériode 16h / 8h). Dix
plantes sont éudiées par réplica et deux réplicas sont effectués. Elles sont arrosées a un
intervalle de 2 a 3,5 jours entre 10 et 30 mL par semaine d’eau distillée activée au plasma ou
non, d’eau du robinet activée au plasma ou non (toutes les plantes sont arrosées avec laméme
quantité d’eau mais cette quantité augmente en fonction des semaines). Afin de quantifier la
croissance des plantes des photos sont prises aintervalles réguliers et différents paramétrestels

que lataille de larosette ou le nombre de feuilles sont notés.
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Aprésavoir étudiéle dével oppement aérien en réponse au plasma, NoUs NOUS SOMMES i Ntéressés
a la croissance des racines. Des graines contréles ou ayant subi un traitement de 15 minutes
avec la FE-DBD sont semées dans des boites de Petri carrées de 12 cm? sur du milieu %2 MS
qui apporte tous les nutriments nécessaires pour le développement des plantes. Elles sont

placées verticalement pendant 7 jours. Des images sont prises tous lesjours grace aun scanner.

11.4.6 Les analyses de ’eau activée par plasma
Pour le traitement indirect des graines durant leur croissance, on utilisera pour leur arrosage de
Peau qui a été préalablement activée avec lejet DBD d’hélium comme indiqué sur la

Figurell-.

Figure I1-7 Apercu sur Uinstallation utilisée pour activer I’eau a ’aide du jet de plasma d’Helium.
Phaotographie de l'installation (A): la distance entre la sortie du tube et la surface de I’eau placée dans
le bécher est fixée a 2 cm. Le bécher est posé sur un agitateur magnétique permettant de remuer
régulierement [’eau pendant les 15 min de son traitement par plasma. Schéma du dispositif de jet de

plasma d’hélium (B).
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Letraitement par plasmaest réalisé avec 30 mL d’eau (sans mise alamasse du bécher) pendant
15 min qui est une durée optimale choisie pour ce volume d’eau aprés plusieurs essais qui nous
ont permis de constater que I’cau a été suffisamment activée par plasma. Ce traitement va
induire de nombreuses réactions chimiques d’abord en phase gaz puis a ’interface gaz-liquide
et surtout en phase liquide qui vont entrainer notamment la production d’espéces réactives
d’oxygene et d’azote (RONS) variées qui seront discutées et en partie analysées dans la section
[11.4 Le développement des plantes.

Afin de quantifier certaines de ces espéces actives produites, 1’eau est analysée grace a aux
différents kits de réactifs conditionnées en tubes pré-doses (Orchidis Laboratoire, Champigny
s/ Marne, France) qui permettent la détection des espéces par spectrophotométrie. Cette derniere
est une méthode d’analyse quantitative ou qualitative qui mesure I’absorbance (densité optique)
d’une solution et permet de remonter a la concentration de 1’espéce étudiée gréce alaloi de
Beer-Lambert. Plus 1’échantillon sera concentré plus la densité optique (DO) sera importante.
C’est le spectrophotomeétre UVline 9100C d’ Aqualabo avec une gamme spectrale allant de 320
a1100nm et une bonne résol ution optique (4nm) qui a été utilisé pour les quantifications. Grace
au logiciel Spectralab de pilotage du spectrophotometre, |es concentrations des espéces étudiées
sont directement affichées en unité absolue (par exemple en mg/L).

Dans cette étude, les espéces que nous cherchons a analyser sont incolores, pour pouvoir les
quantifier, nous utilisons des kits de coloration. Ces kits vont réagir en fonction des especes
recherchées et colorer les solutions proportionnellement a la quantité d’espece chimiques
présentes.

Pour ces analyses, les especes suivantes sont analyseées: Nitrate (NO3), Nitrites (NO2),
Peroxyde d’hydrogéne (H202), Ammonium (NH4"), Carbonate de Calcium (CaCOsg),
Hydrazine (N2H4) Potassium (P) et Ozone (Os). Cestrois derniéres n’étant présentes qu’a 1’état
de traces dans nos analyses.

Les mesures sont réalisées directement apres le traitement au plasma et répétées sur 3
traitements indépendants pour chaque espéce analysee.
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Chapitre III Résultats

I11.1 Introduction

Dans le monde agricole, I’augmentation du taux et de la vitesse de germination mais aussi le
contréle de la qualité sanitaire des semences, sont des objectifs qui s’élévent sans cesse pour
réussir a couvrir la demande alimentaire croissante. L'objectif de ces analyses consiste donc a
déterminer I'impact des plasmas froids générés avec de I'air ou de I'nélium gréce a différents
dispositifs sur la germination ainsi que sur le développement d'Arabidopsis thaliana par
I'intermédiaire d'eau activée par plasma.

L es études mises en avant précédemment montrent différents effets dépendants de la graine ou
du dispositif utilisé. Ici, la graine de la plante modéle est utilisée afin de mettre en place des
pistes pour la compréhension global e des effets des plasmas.

Pour ce faire, dans un premier temps, nous allons examiner les effets sur le génotype de
référence Col-0. Nous utiliserons les deux méthodes de traitements (directe ou indirecte) afin
de déterminer I’approche la plus efficace pour la stimulation de la germination.

Pour établir des réponses plus précises quant a I’effet des plasmas sur la germination, des
mutants affectés dans le manteau de la graine de différentes manieres (manque de pigment ou
encore de subérine) sont utilisés.

Dans un contexte de changement climatique global, nous assistons a une augmentation de la
salinité des sols mais aussi aune augmentation du stress hydrique dans certaines régions. De ce
fait, il est important de voir s les effets des plasmas sont aussi observables dans des conditions
de stress affectant la germination. En laboratoire 1’utilisation du NaCl ainsi que du PEG permet
de modéliser au mieux les stress hydriques et osmotiques qui peuvent se produire dans un sol.
A des fins d’applicabilité, il est nécessaire de déterminer la longévité des effets du traitement
afin d’obtenir encore une fois des pistes de compréhension des mécanismes induits par le
plasma.

Par la suite, nous chercherons a obtenir des informations plus précises sur les effets du plasma
en regardant la surface des graines. Différentes méthodes d’observation sont mises en place

(MEB et confocal) afin d’observer des changements.
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En lien direct avec les changements sur lasurface maisaussi sur lagermination, laperméabilité
des graines est testée. De |3, une analyse des composes de surface est réalisée.

A la surface des graines d’A. thaliana, on retrouve une couche de cellules sécrétrice du
mucilage, un gel polysaccharidique relargué autour de la graine dés son imbibition. Dans cette
partie nous chercherons a savoir s le traitement au plasma atere ou non le relargage du
mucilage.

L e plasma produit beaucoup de RONS qui peuvent se fixer sur les graines durant le traitement.
De ce fait, une quantification (dans le plasma) et une visualisation (sur les graines) de ces
especes réactives est réalisée.

Dans une derniére partie, les effets du traitement via de 1’eau activée par plasma (PAW) sont
testés sur le développement d’A. thaliana. Des analyses de 1’eau permettent de déterminer les

espéces produites par le plasma et donc leurs effets sur la croissance des plantes.

I11.2 Les effets sur la germination

I11.2.1. Col-0 le génotype de référence

Dans un premier temps afin de diriger de plus amples expériences, les effets de différents
traitements sur la germination de Col-0 sont examinés. Pour rappel le génotype Col-0 est le
génotype de référence pour A. thaliana.

Nous allons observer, les effets des différents plasmas (FE-DBD et jet d’hélium) en traitement direct
et de ’eau activée en traitement indirect, et déterminer quels sont les traitements les plus efficaces,
Figurelll-1.

Les grainestraitées avec le plasmad'air (FE-DBD) montrent une augmentation significative du
taux de larupture des deux enveloppes externes de la graine (testa et endosperme) a 24 h et 40
h aprés|'imbibition par rapport aux graines non traitées. Pour |e traitement avec le jet de plasma
Hélium, I’effet sur la germination n’est significatif qu’apres 24 h avec une augmentation de la
rupture du testa (p-valeur = 0,01068).

L’activation de I’eau par plasma et la mise en contact de celle-ci pour la germination n’a en
revanche aucun effet sur la rupture du testa ou de ’endosperme dans les conditions de 1’étude.
Cela peut étre di aux conditions de culture (en salle de culture in vitro, alalumiere, sur papier

filtre) qui peuvent atérer les RONS présents dans 1’eau activée par plasma.
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Figure I11-1: Effet du traitement direct et indirect au plasma sur la germination des graines d’A.
thaliana. Les boxplots montrent les effets des différents traitements sur la rupture du testa. Les
observations sont faites sur quatre différents réplicas a t0 + 24h. Sx cents graines comptées pour
chaque répétition. Letest de Wilcoxon a été utilisé pour |a significativité entre les moyennes, la p-valeur
est: .=0,1;*=0,05;** =0,005; *** = 0,002.

Apres ces expériences, il apparait donc que le traitement de 15 minutes avec la FE-DBD a
I’effet recherché (augmentation du taux de germination) le plus important et ¢’est pour cela que
les expérimentations suivantes sur les effets directs du plasma seront effectuées avec ce

dispositif avec les mémes paramétres opératoires

I11.2.2 Les effets sur les différents mutants

Deux génotypes ont été choisis (gl2 et gpat5) afin d’identifier plus précisément les effets du
plasma sur les graines. Ces mutants sont affectés sur le bon développement du manteau de la
graine. Or, comme cela a d§ja été souligné, le manteau de la graine a un role essentiel dans la
protection de I’embryon et dans le controle de la germination. Apres avoir observe des effets
positifs sur lagermination de Col-0, il est donc intéressant de déterminer si ces différences sont

encore observables sur les deux autres génotypes considéres.
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De plus, les graines mutants ttglet tt8 sont aussi utilisés. Le géne TTGL est requis pour
I'accumulation d'anthocyanines dans les feuilles et les tiges. Il est aussi impliqué dans le
contréle de la spécification du devenir des cellules épidermiques. Le géne TT8 est un facteur
de régulation qui agit dans une action concertée avec TTGL1 sur la régulation des voies de
biosynthése de |a proanthocyanidine et de |'anthocyanine.

Lesgénes TTGL, TT8 et GL2 forme un complexe essentiel danslarégulation du gene BAN, ce
dernier contréle la synthese des flavonoides dans I’endothélium des graines, des composés

importants pour la protection de la graine.

Figurelll-2 : Effet du traitement au plasma d’air par la FE-DBD sur |larupture du testa de graines
d’A. thaliana en fonction du temps. Les courbes rouges représentent les graines traitées au plasma et
les bleues les controles. L effet du plasma sur la rupture du testa est toujours positif excepté sur gpat).
Les premiéres observations sont réalisées 24 h aprés mise en germination qui arrive le méme jour que

le traitement au plasma.
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Lagermination des différents mutants d'A. thaliana a été analysée et comparée a Col-0 (Figure
[11-2). Le taux et la vitesse de germination des graines des mutants gl2 et gpat5 sont
considérablement réduits par rapport a ceux du Col-0 & 95 % a 50 % apres 64 h. Malgré cela,
le traitement au plasma augmente la germination des graines de gl2. Pour ce mutant, on peut
observer jusqu’a deux fois plus de rupture du testa (Figure 111-2B) &48h de germination passant
de 31 462 %.

Les mutants tt8 et ttg2 quant a eux ont une germination tres faible par rapport au Col-0.
L’augmentation du taux de rupture du testa dii au traitement plasma sur ces deux mutants n’est

donc qu’une tendance visuelle sans significativité statistique (Figure 111-2D et E).

I11.2.3 La résistance aux stress

Aprés avoir mis en évidence les différents effets selon les génotypes des plantes, nous avons
cherché a observer les effets en conditions stressantes.

Deux stress parmi les plus communs dans la nature ont été donc choisis: le stress salin et le
stress osmotique. Dans e contexte du changement climatique mondial, I'effet du plasmaabasse
température sur la germination des graines sous stress salins ou osmotiques est tres intéressant
aanayser.

Pour ce faire, les tests de germination sont effectués en présence de NaCl (stress salin) ou de
PEG (stress osmotique qui va mimer la difficulté d’accessibilité a 1’eau). Ici, les génotypes
sauvage Col-0, et les deux mutants gpat5 et gl2 sont utilisés. Comme cela a dgja été souligné,

les mutants gl2 et gpat5 ont été choisis car ils ont un manteau altéré par rapport au sauvage.

En conditions de stress salin, la stimulation de la germination observée par le traitement au
plasma des graines est toujours visible. Les graines traitées au plasma ont un meilleur taux de
germination que les graines témoins pour Col-0 et le mutant gl2. Cependant, le taux de
germination des graines traitées au plasma est moins important que pour les graines stressees
et diminue avec |'augmentation de la concentration de NaCl (de 0 250 mM). Il est a noter que
lagermination est totalement inhibée apartir de 100 mM de NaCl. Par conséquent, le traitement
au plasma a basse température rétablit partiellement ’inhibition du taux de germination dans
des conditions de stress salin. Par exemple, 64 h aprés semis avec 25 mM de NaCl, les graines
traitées au plasma atteignent un taux de 78 % de rupture du testa alors que les graines non
traitées ne sont qu'a 29 % pour gl2 (

Figure I11-3E).
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En condition de stress salin, les graines du mutant gpat5 réagissent de la méme maniere au
traitement qu’en condition normale, c’est-a-dire qu’elles montrent un taux tres faible de
germination.

L es diagrammes en batons représentent les effets du plasma sur le pourcentage de rupture du

testa par rapport aux graines témoins. L’effet est calculé suivant laformule suivante :

%TR
Effet = ———P1%™m » 100
/OTR controle

Quand le pourcentage de rupture du testa (TR) des graines contrdle est a 0 %, 1’effet est noté

+o0,

On note la constance de I'effet négatif (c'est-a-dire I'inhibition de la rupture du testa) du plasma
sur larupture du testa des graines mutantes gpatb.

Deplus, I'effet positif sur les graines de Col-0 (c'est-a-dire I'augmentation de la proportion TR)
est inversement proportionnel a I'augmentation de la concentration en sel, cela montre que
I’effet est moins important lorsque la concentration de NaCl augmente. Notons tout de méme
que les graines non-traitées sont plus sensibles que les traitées (diminution plus forte du
pourcentage de rupture entre les différentes concentrations).

Notons également que I'effet positif du plasma est plusimportant sur les graines du mutant gl2,
cependant cet effet diminue avec le temps puisque les graines non traitées rattrapent le retard (
Figurelll-3J, K et L).

Afin de séparer les effets des stress osmotiques et salins, les graines d'A. thaliana ont germé en
présence de différents pourcentages de PEG 6000 (

Figure 111-4). L'augmentation du pourcentage de PEG a un impact néfaste sur le taux de
germination. Avec 15 % de PEG, les graines témoins et traitées au plasma n'ont pas germé.
Comme observé dans le cas du stress NaCl, le traitement des graines avec du plasma restaure
partiellement le taux de germination des graines cultivées sur 5 % de PEG pour Col-0 et gl2.
En utilisant la littérature, une pression osmotique équivaente exprimée en bar pourrait étre
calculée, 25 mM de NaCl est équivalent a10 % de PEG. Mais, lagermination a25 mM de NaCl
est supérieure a la germination observée avec 10 % de PEG. Ensuite, a pression osmotique
égale, le PEG a plus d'effet inhibiteur que le NaCl. Parallélement, I'effet positif du traitement

au plasma sembl e étre plus faible dans le cas de graines germées en présence de PEG.
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Figurelll-3: Letraitement au plasma a un effet opposé sur la germination desgrainesd'A. thaliana
Col-0, et des mutants g2 et gpat5 en condition saline. La rupture du testa a été évaluée en fonction du
temps et des différents génotypes. Les courbes bleues représentent les graines témoins et les rouges les
graines traitées au plasma. Col-0 (A, B, C); dl2 (D, E, F); gpat5 (G, H, 1). Trois conditions de
germination différentes ont été testées : controle sans NaCl (A, D, G, J) ; 25 mM de NaCl (B, E, H, K)
; 50 mM de NaCl (C, F, I, L). En raison de |'absence de germination avec une concentration en NaCl
supérieure a 50 mM, le pourcentage de rupture du testa obtenu n'est pas indiqué. Les diagrammes en

baton représentent I'effet du plasma sur la rupture du testa par rapport a celui du contréle (J, K, L).
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Figurelll-4: Letraitement au plasmaa un effet opposé sur la germination desgrainesd'A. Thaliana
Col-0, et des mutants gl2 et gpat5 dans des conditions de stress osmotiques. La rupture du testa a été
évaluée en fonction du temps et des différents génotypes. Les courbes bleues représentent les graines
témoins et les rouges les graines traitées au plasma. Col-0 (A, B, C); g2 (D, E, F); gpat5 (G, H, I).
Trois conditions de germination différentes ont été testées : contréle sans PEG (A, D, G, J) ; 2,5 % de
PEG (B, E, H, K) ; 5% de PEG (C, F, I, L). Enraison de I'absence de germination avec une teneur en
PEG supérieure a 5 %, le pourcentage de rupture du testa obtenu n'est pasindiqué. Les diagrammesen

baton représentent |'effet du plasma sur la rupture du testa par rapport a celui du controle (J, K, L).
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I11.2.4 La longévité des effets

Le but de cette partie est d’observer si les effets du plasma sur I’augmentation du taux de
germination sont durables dans le temps. Pour éudier ce phénomene, une cinétique de mise en
germination est réalisee de tO (le jour du traitement plasma) jusqu’a t9 (9 jours aprés le
traitement) en passant par t2 (2 jours aprés le traitement) et t7 (7 jours apres).

Comme observé dans la partie 111.2.1. Col-0 le génotype de référence, les effets les plus
importants observés sont dus au traitement par le plasma d’air avec la FE-DBD, de ce fait ce
traitement sera celui utilisé pour cette partie. Nous pouvons observer une tendance de
germination plus rapide jusqu’a 9 jours post traitement plasma, mais elle n’est pas significative
(

Figurel11-5).

Un effet significatif aété observe pour t2 concernant larupture des deux enveloppesdelagraine
(testa et endosperme) et pour le temps t7 seulement la rupture du testa a 40 h est
significativement plus élevé que le témoin.

Une différence atteignant +12,2 % de rupture du testa entre le plasma d'air et son témoin a été
observée aux tempst0 + 24 h (p-valeur = 0,001182), t2 + 24 h (p-valeur= 0,031200) et t9 + 24
h (p-valeur= 0,010410). Une différence significative entre le contréle et les semences traitées
est visible aux momentstO + 40 h et t2 + 40 h avec respectivement des p-valeurde 0,001851 et
0,025970 du test de Wilcoxon. Notons que pour tO + 40 h, une augmentation de 16,6 % du taux
de germination a été observée.

Immédiatement apres le traitement au plasma I’effet d’augmentation de la germination était tres
significatif puis cet effet s’est progressivement réduit au fur et a mesure que le temps entre le
traitement et la mise en germination augmentait.

La significativité de ’augmentation de la germination étant de plus en plus faible, le délai de

mise en germination n’a pas été effectué apres 9 jours.
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Figurelll-5: Longévitédela stimulation dela germination de graines d’A. thaliana aprestraitement
par plasma d’air. Boxplots du pourcentage de la rupture du testa en fonction du traitement a différents
temps ti apres traitement (A). Les observations sont faites 24 h aprés imbibition. Boxplots du
pour centage de la rupture du testa en fonction du traitement a différents tempsti apreés traitement (B).
Les observations sont faites 40 h apres imbibition. Boxplots du pourcentage de rupture de I’endosperme
en fonction du temps de latence apreés le traitement (observations a 40 h) (C). L axe x représente le
temps de mise en germination (t0, t2, t7, t9) et le traitement, C pour contréle et P pour traiter au plasma.
Sx cents graines comptées pour chaque répétition. Le test de Wilcoxon a été utilisé pour la

significativité entre les moyennes, la p-valeurest : .= 0,1; *= 0,05 ; ** = 0,005 ; *** = 0,002.
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I11.3 Les effets sur la surface des graines

II1.3.1 ’imagerie

Nous savons que I’embryon est entouré par le manteau de lagraine. Ces couches peuvent avoir
plusieurs fonctions, comme la protection de la future plante contre des stress abiotiques
(conditions environnementales) ou biotiques comme 1’infection par des champignons.
Cependant ces téguments représentent également une contrainte meécanique pour la
germination, car ce manteau peut restreindre la protrusion de laradicule.

Il est donc important d’observer 1’état de la surface de la graine et les possibles changements
dus aux traitements plasma.

Pour ce faire, desimages sont prises grace a un microscope é ectronique a balayage (MEB) sur
des graines traitées gréce a le dispositif FE-DBD, Figure I11-6. Le MEB permet une analyse
détaillée de la morphol ogie des surfaces du tégument des graines.

Les images entre les graines traitées et contréles sont nettement différentes. On observe une
réduction de la forme de la columelle ainsi qu’une accumulation d’une certaine « cire» ala
surface des graines traitées ce qui entraine un certain lissage de la surface. Cet effet pouvant
étre appelé gravure physico-chimique de la surface par plasma indique la présence d'une
structure macromol écul aire déposée ou réarrangée par rapport au contréle.

De plus, les images ont également été réalisées sur des graines a t7 (c’est-a-dire 7 jours aprés
le traitement au plasma) et les mémes observations ont été faites ce qui démontre que ce
changement n’est pas transitoire.

Ce lissage est directement reli¢ a I’effet physique du plasma sur les graines. De plus, il peut
apparaitre comme ayant un aspect de cire fondue. 1l est évident que cet effet de gravure joue un
role dans I’augmentation de la germination, c’est pour cela que des expériences d’identification

sont par la suite mises en place.
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Figure I11-6 : Photos de graines d’A. thaliana au microscope éectronique a balayage. Graines
controles (A, C et E) et grainestraitéesavec|laFE-DBD (B, D et F). L échelle est 100 um pour la graine
entiere (A et B), 50 um pour le zoom sur le manteau (C et D), et 10 um pour la columelle (E et F).

Nous avons également cherché a savoir s’il y avait des différences alasurface des graines entre
Col-0 et deux mutants (gl2 et gpat5) en fonction du traitement. De plus, ’aspect de la gravure
plasma sur la surface des graines nous a orienté sur une présence possible de lipides sur cette
surface. Dans ce but, les graines sont colorées grace a de 1’auramine-O permettant la

visualisation des lipides.
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Aucune différence n’est observée entre les différents génotypes sans traitement au plasma
(Figure 111-7B1,2,3).

Lacoloration al'auramine-O permet de visualiser par fluorescence les composeés hydrophobes
tels que la lignine qui est I'un des composeés structuraux de la graine. Les parois des cellules
épithéliaes et de la columelle sont visibles sur tous les plans.

Dans le cas d'images obtenues pour des graines traitées au plasma, des modifications de surface
sont observées. Sur |'écotype de référence Col-0 (Figure 111-7B24), le signal fluorescent est
diminué, les contours des cellules et de la columelle sont tres peu visibles pour les graines
traitées. Pour les graines du mutant gl2, il y a une trés forte diminution du signal fluorescent ;
néanmoins, les parois et la columelle restent reconnaissables. Pour le mutant gpat5, nous
observons une perte de signal plus faible et méme une augmentation de la fluorescence rouge
sur la columelle par rapport aux graines Col-0 traitées. Il apparait que la fluorescence moins
importante aprés traitement pourrait étre associée a la réorganisation de la couche de cire
présente naturellement a la surface des graines et ce réarrangement ne permet pas une bonne
efficacité de la coloration. Il est possible que cet effet de surface soit en partie responsable de

I’augmentation de la germination.
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Figurelll-7 : Effets du plasma basse température sur la surface des graines d’A. thaliana. Columelle
des graines d’A. thaliana Col-0 avec (1) ou sans (2) traitement au plasma, observée au microscope
électronique a balayage (A). Observations de graines de Col-0 et des mutants gl2 et gpat5 d’A. thaliana
au microscope confocal (10X zoom x9) avec ou sans traitement au plasma (B). Les graines sont
préalablement colorées dans de ’auramine-O. Laser d excitation fixé a 488 nm, réflexion : 484-494 nm
(gris), fluorescence : 505-560 nm (vert) et 572-642 nm (rouge). La case en bas a droite correspond a la

fusion de troisimages.
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I11.3.2 La perméabilité des graines

Aprés les observations de changement de la surface des graines, et en sachant que I’imbibition
delagraine seche est essentielle a la reprise de 1’activité cellulaire et donc a la germination.
Nous avons testé la perméabilité des graines avant et apres traitement avec le dispositif de
plasmad’air FE-DBD gréce au rouge de tétrazolium.

Lorsquiil traverse la paroi cellulaire végétale, le rouge de tétrazolium est oxydé via les
déshydrogénases de la chaine respiratoire et devient rouge. La quantification de la coloration
rouge est donc proportionnelle a la perméabilité des graines, plus la graine est perméable plus
la coloration est intense.

Cetedt a été effectué sur lesgraines d'A. thaliana de 3 lignées différentes, Col-0, et les deux mutants
gl2 et gpat5 (

Figure 111-8). Pour Col-0, I'absorbance est diminuée d'un facteur 1/3 (p-valeur= 0,02857). La
diminution de la perméabilité pour les graines du mutant gl2 n'est pas suffissmment
significative bien qu’observée. La permeéabilité des germes des mutants g2 éant initialement
faible, il semble qu'il soit difficile de réduire la perméabilité de ces graines. L'absorbance des
graines du mutant gpat5 était beaucoup plus élevée dans les conditions contréle en raison de
I'absence de cuticule et a été réduite de moitié apres le traitement au plasma passant de 0,8 a
0,4 (p-vaeur=0,01481)

Quels que soient les génotypes, |la perméabilité des graines diminue avec le traitement plasma
a basse température. Le traitement imperméabilise donc les graines d'A. thaliana.

Figure111-8: Le traitement avec le plasma d’air modifie la perméabilité des graines d’A. thaliana.
Scan des trois génotypes d’Arabidopsis (Col-0, gl2, gpat5) avec ou sans traitement au plasma (A). Les
grainesont étéincubées pendant 48 h dans du rouge detétrazolium. Boxplots de I’absorbance de broyat

de graines incubées dans du rouge de tétrazolium en fonction du traitement (C : contréle; T: traitées
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au plasma d’air avec la FE-DBD) (B). Trois réplicas de 100 pg de graines pour chague génotypes et
traitement ont été fait.

La modification de la surface des graines qui a été observée en microscopie peut ére due au
changement de la structure lipidique et ceci pourrait donc expliquer la diminution de la
perméabilité des graines traitées au plasma par rapport aux témoins.

Il est intéressant d'observer ladiminution significative de la perméabilité des graines de gpat5.
En effet, les mémes observations sont faites au niveau des observations de la surface et de la
modification de la perméabilité des graines de Col-0 et de gpat5 néanmoins les graines de ce
dernier génotype ne germent plus aprés traitement. Cela indique clairement la complexité des
effets plasmas.

De plus, la baisse de la perméabilité semble étre en contradiction avec I’augmentation de la
germination observée méme s la baisse de la perméabilité pourrait étre percue comme un
moyen de piéger efficacement I’humidité déja présente a I’intérieur de la graine et donc de
favoriser la germination méme en milieu hostile (par exemple en présence des stress de type
salin ou osmotique). Cependant, une des hypotheéses émises serait que cette perméabilité testée
avec du sdl de tétrazolium pourrait ne pas étre représentative de la perméabilité a I’eau car les
molécules d’eau sont plus petites que celles du sel detétrazolium. Des expériences non réalisées

sur la prise d’eau (water takeup) durant 1I’imbibition pourrait aider & approfondir cet effet.
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I11.3.3 Analyses des lipides de surface

Afin d’analyser les composés observés sur la surface grace a la microscopie, une extraction est
réalisée gréce a du chloroforme. Ce produit permet |a solubilisation de tous les lipides présents
alasurface de lagraine. Une fois solubilisés, les composés sont dérives et analysés grace ala
GCMS (Chromatographie en phase Gaz/Spectroscopie de Masse).

Les analyses sont faites en triplica et des standards sont injectés pour pouvoir identifier les
composés observeés. Les grainestraitées sont donc mises en parall€le aux graines contréles pour

une comparaison de la composition lipidique de surface (Figure I11-9).

Figurelll-9: Analyse lipidique des résidus de surface des graines d’A. thaliana traitées au plasma.
Letraitement au plasma diminue fortement la quantité des acides gras simples présents sur la surface
des graines aprés le traitement direct au plasma d’air. La courbe rouge correspond a [’extrait

provenant de graines traitées et la courbe bleue de graines controles.

Il peut étre observé sur ce comparatif, une diminution des lipides identifiés avec cette méthode
pour I’extrait provenant de graines traitées. Il est observé 3,9 fois moins d’acide palmitique
apres traitement, de méme, la quantité d’acide linoléique est divisée par 6,3. L’acide myristique
et I’octacosane sont quant a eux observés dans 1’échantillon témoin et plus du tout dans
I’échantillon provenant des graines traitées au plasma.

On peut noter 1’apparition de pic de plus faible temps de rétention comme celui a 7.09. Celui-
Ci étant un acide gras d’une chaine carbonée de 10 C. cependant 1’identification de ce pic n’est

pas possible de par safaible abondance.
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I11.3.4 L’effet des traitements sur le mucilage

Aprés avoir observeé les changements a la surface, nous avons cherché a voir s’il y avait une
modification dans le relargage du mucilage suite au traitement plasma des graines. La surface
des graines de certaines espéeces, et notamment d’A. thaliana, présente une spécialisation de la
couche cellulaire épidermique la plus externe constituant les cellules sécrétrices du mucilage.
Aprés imbibition, cette couche cellulaire est capable de libérer le mucilage qui est un gel
polysaccharidique entourant lagraine.

Ce gel ayant un possible impact sur la germination, il est donc intéressant d’observer s’il y a un
guel conque changement.

Aprésimbibition, lesgraines, traitées ou non, sont placées aincuber dans du rouge de ruthénium
qui va colorer le mucilage. Les observations réalisées au microscope permettent d’observer
I’entiéreté du mucilage des graines, Figure I11-10. De plus des scans et une analyse d’image
sont réalisés a 1’aide du logiciel imageJ qui permet d’obtenir I’aire du mucilage des graines.
Par la suite, une Anova ainsi qu’un test de Duncan sont réalisés afin de savoir s le traitement
au plasma froid engendre des différences statistiques sur 1’aire du mucilage en fonction des
génotypes.

Le relargage du mucilage des graines des mutants ttgl et gl2 ainsi que celui du génotype de
référence Col-0 ne sont pas statistiquement différente entre les graines traitées et non traitées
(FigureI11-11). Cependant, I’aire du mucilage des graines de mutant gpat5 est supérieure apres
traitement passant de 92968 um? 4 108113 pm?. A I’inverse, les graines du mutant tt8 ont un
mucilage réduit aprés traitement de 17 % (de 128342 um? avant traitement 4109256 pum? aprés
contact avec le plasma).
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Figure 111-10 : Aspect du mucilage adhérent d’A. thaliana avec ou sans traitement au plasma.
Photographies au microscope optique du mucilage adhérent de graines d’A. thaliana colorées au rouge
de ruthénium 0,02 %. 100 graines de chagque génotype et traitement sont colorées et observées au

mi Croscope.
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Figurel11-11 : Boxplot de I’aire du mucilage en fonction du génotype et du traitement plasma avec
laFE-DBD. L aire du mucilage, mesurée en Um? est quantifiée grdce a une analyse d’image de graines

colorées au rouge de ruthénium.

Cesrésultats contrastés entre | es différents génotypes ne permettent pas de conclure sur un effet
positif du traitement plasma sur le relargage du mucilage.

Cependant, il est possible d’affirmer que le traitement plasma effectué ici n’aboutit pas a la
dégradation des cellules sécrétrices du mucilage et donc a leur perte de fonction puisque ce
dernier est relargué apres le traitement chez tous les génotypes.

I11.3.5 Visualisation des ROS et de l’activité peroxydases

Dans les paragraphes précédents, nous avons montré une augmentation de la vitesse de rupture
des couches du manteau apres traitement au plasma par comparaison avec les graines témoins.
Il est démontré que les premiers stades de la germination sont contrdl és en partie par les ROS.
Les plasmas dans 1’air générant une certaine quantité de ROS, il est cohérent d’analyser les
ROS présentes sur les graines en germination.

L'activité des peroxydases de classe 111 ainsi que |’ion superoxyde ne sont pas détectées avec la
rupture de I’enveloppe externe et sont ensuite détectés dans les cellules voisines de larégion de
rupture. Leurs détections deviennent plus intense au fur et mesure de la rupture de
I’endosperme.

Aucune différence significative des colorations n'a été observée entre les graines traitées et non
traitées a des stades de développement identique Figure 111-12). En effet les graines traitées
apparaissent plus colorées (ce qui indique la présence d’ion superoxyde et de peroxydase) car

elles sont plus avancées dans leur germination. Celaindique que le traitement au plasman'apas
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modifié la quantité d'especes réactives d'oxygene et de peroxydases produites, mais peut
accélérer leurs productions. Cela expligue évidemment le taux de germination plus élevé dans

le cas de semences traitées au plasma au méme stade de dével oppement.

Figure l11-12 : Photos de graines d’A. thaliana, Activité des peroxydases de classe |11 et détection
desROS. L activité peroxydase est détecté grdce au guaiacol (A & B). La présence de l'ion superoxyde
02" est observée avec du NBT (C & D). Graines controles (A & C) et graines traitées (B & D).

L’intensité de la coloration apparait identique au méme niveau de germination.

111.3.6 Etude sur la graine de Camelina sativa

i - Angle de contact

Dans les parties précédentes, nous avons cherché a visualiser des effets du traitement plasma
sur la surface des graines. Il a é&é montré une réduction de la permeéabilité du manteau ains
qu’une réorganisation des lipides de surface. Ces différencesimpactant |a surface nous ameénent
naturellement a regarder le comportement de cette surface par rapport a 1’eau présente dans
I’environnement. C’est dans ce but que 1’angle de contact est mesuré entre la surface de graines
traitées ou non et une goutte d’eau déposée a la surface.

L’angle de contact permet la visualisation de 1’hydrophobie de la surface de la graine Figure
[11-13. Ces expérimentations ne peuvent pas étre réalisées sur les graines d’A. thaliana dansle
matériel dont je dispose du fait de leur petite taille (inférieur au mm). D’ailleurs, il n’existe pas

dans la littérature d’étude d’angle de contact effectuée sur les graines d’A. thaliana. Cependant
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les graines de Camelina sativa sont morphol ogiquement tres similaires et les deux espéces sont
phylogénétiquement proches. Les résultats obtenus avec C. sativa pourront étre, dans une
certaine mesure, extrapolés a A. thaliana.

Le schéma de la Figure 111-13c montre la maniere donc a éé mesuré I’angle de contact. Plus
I’angle est petit, plus la goutte est étalée sur la surface de la graine.

Les violin plot, Figure 111-13p, montrent la répartition des mesures d’angle. Grace au test de
Mann-Whitney il est possible d’affirmer que les mesures sont bien différentes entre les graines
contréles et traitées au plasma (p-valeur< 0.001).

Figurelll-13 : Le traitement au plasma diminue ’angle de contact des graines de Camelina sativa.
Photos des graines de C. sativa aprés dépbt de la goutte de 0.3 L. Graine contrdle (A), ou traitée grace
alaFE-DBD pendant /5 min (B). Schéma du calcul de ’angle de contact o. (C). Violin plot des mesures

d’angles de contact sur 30 graines par traitement (D).

On observetres clairement une augmentation delamouillabilité delasurfacedelagrainetraitée
par plasma. C’est un résultat qui est conforme a ceux de lalittérature (voir chapitre 1) dansle

cas de graines de tailles plus grandes qu’A. thaliana.
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ii — Perméabilité dela graine de C. sativa

La question de la variation de la perméabilité de Camelina sativa se pose sachant que la
perméabilité de I’A. thaliana traitée au plasmaabaissé et que I’on n’a pas la possibilité de faire
des mesures d’angle de contact sur I’A. thaliana du fait de sa petite taille pour savoir dans quel
sens aurait vari¢é sa mouillabilité lorsqu’elle est traitée par plasma. C’est pourquoi la
perméabilité de la Camelina sativa a été mesurée (morphologiquement proche d’A. thaliana
mais detaille plus grosse) dont on sait déja que sa mouillabilité augmente lorsqu’elle est traitée
au plasma (voir paragraphe précédent).

Dans cette expérience, 30 graines de C. sativa sont incubées dansle sel de tétrazolium pendant
40 h. L’absorbance mesurée est directement corrélée ala perméabilité de lagraine.

Une premiéere tendance a la réduction de la perméabilité se dégage apres traitement de 15 min
avec laFE-DBD. Cette tendance a la baisse de la perméabilité de laC. sativa traitée au plasma
nous conforte d’une certaine maniére sur la cohérence de 1’augmentation observée du taux de
germination I’A. thaliana traitée au plasma avec la baisse de sa perméabilité. Cependant cette
réduction dela C. sativa traitée au plasman’est pas significativement prouveée avec le test non-

paramétrique de Mann Whitney (p = 0.56) et nécessite une confirmation dans le futur.

Figure |11-14 : Diagramme en bdton de I’absorbance du broyat de graines de C. sativa incubées
pendant 40 h dans une solution de 1% de sel detétrazolium en fonction du traitement. La barre bleue
représente [’absorbance des lots de graines controles et la rouge de graines traitées a la FE-DBD

pendant 15 min. [’expérimentation a été réalisé sur 30 graines et répétées 3 fois.
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I11.4 Le développement des plantes

Apres avoir observé différents effets du traitement plasma sur la germination et essayé de
comprendre comment ces effets se mettent en place, hous nous sommes intéresses aux effets

indirects du plasma sur le développement et la croissance d’A. thaliana.

I[11.4.1 I’eau activée par plasma

Dans cette partie, les effets du plasma sont observés sur le dével oppement des parties aériennes
des plantes. Letraitement au plasmasefait ici de maniereindirecte vial’eau activée par plasma
(PAW). Cette eau est traitée grace au jet de plasma d’hélium pendant 15 minutes. Ce traitement
fait réagir le plasma d’hélium avec 1’eau et de nombreuses réactions chimiques peuvent avoir
lieu entre ces différents acteurs qui sont aussi au contact de I’air.

En fait, comme déja souligné I’interaction plasma/eau permet d’activer 1’eau en générant des
RONS (espéces réactives d’oxygene et d’azote) de durées de vie variables. La demi-vie des
espéeces a longue durée de vie peut aler de plusieurs mois (nitrates, NOz) a plusieurs jours
(nitrites, NO> et ammonium, NH4"), ou quelques heures (peroxyde d’hydrogéne, H2O2) a
plusieurs dizaines de minutes (ozone, Os). A 1’inverse les espéces radicalaires comme OH'
(Hydroxyle) ou NO (monoxyde d’azote), ou O>" (ion superoxyde) ou OONO;" (peroxynitrates)
ou ONO" (peroxynitrites) ont des durées de vie bien plus courtes voire trés courtes (inférieures
ala seconde voire a quelques ns). Cela va donc influencer I’utilisation que 1’on peut faire par

la suite de ’eau activée en fonction des espéces qui nous intéressent.

Cette eau activée par plasma (PAW) riche en RONS a été utilisée notamment dans les
applications liées a I’agriculture pour améliorer les taux de germination, la croissance des semis
ainsi que le développement des racines, de la tige et des feuilles jusqu’a la floraison de la plante.
On sait que la disponibilité de I'azote (N) est un facteur majeur déterminant pour une bonne
croissance des plantes. Les plantes acquiérent I’azote (N) inorganique du sol, principalement
sousformedenitrate (NOz-) et dammonium (NH4+). I aété montré que lesmélanges de nitrate
et d'ammonium sont bénéfiques pour la croissance par rapport au nitrate ou al'ammonium seul.
Les réponses synergiques a ces deux sources d'azote gréce aux interactions entre le nitrate et
I'ammonium permettent donc une meilleure efficacité lors des différentes étapes de la
croissance en partant de l'absorption de I’azote, son allocation, son assimilation et sa

signalisation [95].
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Dans certains cas, 1’eau activée (PAW) est également utilisée pour inactiver les micro-
organismes pathogenes et les champignons susceptibles d’infecter la plante. Le principe actif
de cette eau activée est naturellement corrélé a la présence des RONS générés par le plasma.
Par exemple, le peroxyde d'hydrogéne (H202) peut déclencher la libération de dormance en
réduisant le blocage de I'acide abscissique (ABA). Cela permet de réguler positivement les
influences significatives sur le dével oppement et la croissance des plantes tout en réduisant ala
fois lavirulence des agents pathogénes et |'expression des symptomes de la maladie, ainsi que

I'inhibition de |a croissance des feuilles rudimentaires [96]

De plus, on sait que les RNS jouent deux roles principaux dans I'agriculture moderne: (1) ils
sont absorbés comme déa souligné précédemment en tant que nutriment par les enzymes
végétales (comme la nitrate réductase en abaissant 1’énergie d’activation) ce qui entraine la
génération de composés azotés et d'acides aminés; et (2) ils peuvent controler certains aspects
du métabolisme et du développement des plantes, notamment en tant que molécule de
signalisation [97].

Lorsque le plasma entre en contact avec |’eau notamment a ’aide du dispositif décrit dans le
paragraphe 11.4.6, la formation des RONS résulte d’une succession de processus réactionnels
ou de phénoménes physico-chimiques complexes. Cela commence en premier par les
meécani smes de génération de ces espéces réactives ou de leurs précurseurs formés d’abord dans
laphase gaz d’un mélange hélium-air, puis ¢’est au tour de leur transport de la phase gazeuse a
laphase liquide. Ceci est ensuite suivi par la solvatation des especes réactives qui sont sujettes
a des réactions d’association moléculaire dans le liquide, ainsi que par desinteractions plasma-
liquide.

Par exemple, il est admis que la formation de H202a en phase liquide (ou agueuse indice aq)
qu’on retrouve dans I’eau activée peut se faire suivant les schémas réactionnels suivants en
partant des espéces déja formeées en phase gaz (indice g) :

H.O — Hagq+ OHag (irradiation par UV ou éectrons énergétiques de H20)

OHg — OHag + OHagq — H202aq

OHg + OHg — H20.g — H200aq
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L’ozone connu pour ces propriétés antioxydante et antimicrobienne par excellence peut étre
forméaussi bien en phase gaz Ozg apartir de réactions atrois corps incluant I’oxygeéne atomique
(radical .O) issu de la dissociation de I’oxygéne moléculaire par impacts €lectroniques et un
troisieme corps M. Ensuite Osg est transporté dans le liquide mais 1’ozone (Ozaq) peut
également étre directement formé en phase liquide. Ceci peut étre résumé par ce type de
réactions :

e+0,—»>.0+.0

O+02+M — O3g - Oz

L es nitrites sont générés dans I'eau activée par plasma gréace a la dissolution des NOx générés
par les réactions de N2 et d'O. en phase gaz. Une fois que NO.™ coexiste avec des agents
oxydants tels que H20. ou Os, il sera facilement converti en nitrate (NO3™) avec les réactions
associées comme par exemple & partir de la molécule NO> elle-méme formée a partir de NO
résultant de la dissociation des molécules d’azote et d’oxygene par impacts électroniques :

NO2 +NO; + HoO— NO>™ + NO3™ +2H"

La voie de formation de 1’ion d’ammonium, qui permet avec le nitrate d’apporter 1’azote
nécessaire a la croissance de la plante, peut étre résumée par une série de réactions d’abord dans
la phase gaz en partant de ’hydrogéne atomique H (issu de la dissociation de la vapeur d’eau)
et de I’azote atomique N (issu de la dissociation de N2) pour former d’abord 1’ammoniac NHzg
[98] qui est ensuite solvaté dans ’eau (NHsaq) avant de former I’ion d’ammonium (NH4"aq):
N+H-—>NH+H-— NH2+H — NHzg > NHsag

NHsag + H" - NHas'aq

Danslestravaux de Judée et a qui ont analyse 16 especes radicalaires RONS dans I’eau activée
par plasma, il est proposé une voie de formation de NH3 en phase gaz différente passant par

1’état métastable de 1’azote moléculaire et I’hydrogéne moléculaire [95].

Dans le présent travail, on a commenceé par doser quelques RONS comme le nitrite, le nitrate,
le peroxyde d’hydrogéne, le carbonate de calcium, le potassium (P) et I’ozone (O3). D’autres
espéces comme notamment 1’ammonium seront dosées dans un second temps. A noter que dans
nos conditions d’activation de I’eau, le potassium (P) et 1’ozone (O3) sont a 1’état de trace.

Dansle Tableau I11-1, nous observons une augmentation de la concentration des espéces dosees
apres traitement par le jet d’hélium. De plus, nous pouvons noter une augmentation de I’acidité

de I’eau activée a travers une diminution du pH ainsi qu’une augmentation de la conductivité



95

Résultats

desPAW qui s’explique par I’augmentation des espéces chargées en phase aqueuse. Enfin I’ecau
du robinet contient plus d’espéces actives que 1’eau désionisée comme cela était attendu. De

tels résultats sont en accord avec ceux de lalittérature [83-97].

Tableau I 11-1 : Paramétres physico-chimiques des eaux. Parameétres é ectriques et chimiques de I'eau
désionisée (H20d), de I'eau du robinet (Tap) et de I'eau activée par plasma (PAW). La conductivité est
exprimée mScm* et les concentrations en mg.L™. Les mesures des concentrations, du pH et de la

conductivité sont effectuées 3 fois indépendamment.

Nitrates Nitrites ’Peroxyo!e Carbon.ate Ammonium s,
i i d’hydrogéne | de Calcium Conductivité
Eau [NO5] [NO,] [NH,*] 1 pH
me.L! me.L ! [H,0,] [CaCO,] me.L? Sm
’ ’ mg.L? mg.L? ’
. 7,53
H,0d faible 0,00 0,05 0 5,95 0,14 0,00 8,25 %2,3 +0.34
. 7,16
PAW,;,04 faible 1,94 +0,1 1,65 +0,12 10,9 +0,16 | 0,33 40,01 26,42 +0,86 +0.07
15,45 8,07
+ + o + ’
Tap 2,12 +0,02 0,00 0,07 £0,01 +138 0,00 10,96 +0,03 +0.16
20,45 7,57
+ + + + +
PAW:,, | 5,90+0,01 | 3,02 +0,06 | 3,03 +0,02 0,37 0,83 0,02 16,07 0,46 +0.18

Le nitrate et I’ammonium étant deux espéces essentielles dans la nutrition azotée, il est
important d’observer leur durée de vie dans I’eau activée. Dans la Figure 111-15, les
concentrations de NO3™ et de NH4" sont analysées en fonction du temps (entre I’instant ot I’eau
a été traitée et elle sera analysée) qui varient entre 0 et 96 h. Les analyses ont été également
faites en fonction de la température de stockage de 1’eau qui a été fait dans deux conditions : a
température ambiante et a 4°C. La température de stockage n’a pas affecté la concentration en
NOs qui est restée quasi identique dans les deux conditions de températures de stockage. Ce
qui d’une certaine manicre est pratique pour I’utilisation de I’eau activée, au vu de sa teneur en
nitrates, qui n’a pas besoin de conditions particuliere de stockage avant son utilisation. En
revanche, la concentration en NH4" est plus élevée quand le stockage est fait a température
ambiante. Ce qui présente aussi un aspect pratique puisqu’a température ambiante on maintient
mieux la concentration d’ammonium. A noter que cette derniére chute durant la premiére heure
aprés le traitement passant de 0.83 a 0.31 ou 0.36 mg.L™. De plus, la concentration en
ammonium devient négligeable au bout de 3 jours apres le traitement quand 1’eau est stockée a
4 °C et apres 4 jours atempérature ambiante. Ces paramétres de durée de vie sont importants a
connaitre lorsqu’on veut utiliser 1’eau activée par plasma pour I’arrosage des plantes durant leur

développement comme il a étéfait et décrit dans e paragraphe suivant.
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Figure 111-15 : Courbe de I’évolution de la concentration en ammonium et nitrates en fonction du
temps et du stockage dans ’eau du robinet activée par plasma PAWr4p.

Un autre aspect de 1’étude de 1’eau activée est celui du temps de génération des especes en
fonction du temps de traitement (Figure I11-15). Ici nous avons choisi d’observer les
concentrations en Nitrate et en Ammonium en fonction du temps d’exposition au jet de plasma
d’hélium.

Le temps d’exposition a été varié entre 5 et 30 min (Figure 111-16). Pour I’ammonium, la
concentration reste tres faible avant 10 min de traitement et atteint par |a suite un plateau autour
de 0.85 mg.Lt aprés 15 min d’exposition au plasma. Pour la concentration en nitrate, aprés 5
min, on observe 4.45 mg.L ! puis ’augmentation est quasiment constante et n’atteint pas de
plateau méme aprés 30 min d’exposition ou on observe une concentration approchant les 8
mg.L™t. Pour toutes nos expériences d’arrosage des plantes durant leur croissance (voir
paragraphe suivant) nous avons choisi le temps médian de 15 min pour le traitement de 1I’eau

par plasma.

Figurelll-16 : Courbe des concentrations en ammonium et nitrate en fonction du temps d’exposition
au jet de plasma d’hélium dans ’eau activée par plasma PAWrsp. La courbe verte représente la

concentration en NOs™ et la courbe rose la concentration en NH4* en mg.L™.



97

Résultats

I11.4.2 Les différents effets sur le développement d’ Arabidopsis thaliana
Un autre aspect des effets du plasma est le traitement indirect par le biais de I’eau activée
(PAW). Dans cette partie, de 1’eau est mise en contact avec le jet de plasma d’hélium, pendant
ce traitement de nombreuses especes réactives de 1’oxygene et de 1’azote sont produites et sont
susceptibles d’influencer la croissance des plantes (section 111.4.1 L’eau activée par plasma)
Afin de tester cela, des plantes d’A. thaliana sont mises en culture puis arrosées de maniere
réguliére et controlée avec différentes caux. L’eau d’arrosage peut étre de 1’eau du robinet (Tap)
activée ou non et de I’eau désionisée activée ou non. Les plantes sont prises en photo a intervalle
régulier (jusqu’a 42 jours de développement) pour suivre leur croissance jusqu’a la floraison.
Notons que seule I’eau du robinet activée a eu un effet par rapport au contréle. Les plantes
arrosées avec 1’eau déionisée activée montrent la méme croissance que les eaux non-activées.
Afin de suivrele dével oppement des plantes, différents parametres végeétaux tels que le nombre
defeuilles, le diamétre de larosette, lasurface foliaire et le nombre total de plantes afleurs sont
Mesurés.
I Sur le nombre de feuilles total (Figure 111-17C), un effet significatif a été observé
21 jours aprés le semis (p-valeur= 0,03161), avec une augmentation moyenne d'une
feuille par plante pour les plantes arrosées avec le PAWtap. On retrouve cet effet a
28 jours apres semis (p-vaeur= 0,0035).
ii. Pour I'effet sur la surface foliaire de la plante, (Figure 111-17D) une augmentation
significative de la surface foliaire est notée lors des trois premiéres observations. A
la premiére observation (21 jours), il y aune augmentation de + 191 mm? ( 53) (p-
valeur= 0,0020). A |adeuxiéme (28 jours), |'augmentation est égale a+ 419 mm? (+
81) (p-valeur= 0,0097) tandis qu'a la troisiéme observation (35 jours), la surface a
atteint environ + 743 mm? (p-valeur= 0,0995).
iii. Les effets significatifs suivants sont notés concernant le diamétre de la rosette
(Figurelll-17E) : a21 jours, il y aune augmentation de 0,83 cm (p-valeur= 0,0064).
A 28 jours, une extension de 1,28 cm du diamétre est relevée (p-valeur= 0,0005)
tandis qu'a 35 jours, le diamétre moyen des plantes arrosées a I'eau du robinet
activées par plasma (PAWtap) est plus grand de 1,03 cm avec une p-valeur de
0,0106.
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V. Enfin, I'évolution de la tige florale a é&é notée (Figure 111-17F). D’apres les
observations, nous pouvons noter que le nombre de plantes ayant un début de
floraison est logiquement plusimportant en fonction du temps. De plus, I’apparition
de latige florale se fait plus précocement dans le cas des plantes arrosees avec le

PAW. A partir du 35°™ jour, toutes les plantes arrosées avec du PAWtap sont au
stade de floraison.

Figure 111-17 : Evolution des différents caractéres de la plante pendant son développement en
fonction du temps utilisant de I’eau du robinet (Watertap) ou de ’eau du robinet activé par jet de
plasma d’hélium (PAWtap). Nombre de feuilles en fonction de ['dge de la plante et du traitement (A);
Diamétre de la rosette (B); Aire des feuilles (C); Nombre total de plante en floraison (D). Photos de
deux plantes d’A. thaliana a 28 jours de développement (E & F), la photo du haut correspond a une
plante arrosée avec du PAW et celle du bas contrdle (arrosée avec de I’eau du robinet) Le test de
Wilcoxon a été utilisé pour la significativité entre les moyennes, la p-valeurest : - = 0,1; *=0,05 ;
**=0,005; ***=0,002.

Dans un deuxiéme temps, le développement du systeme racinaire a été étudié. Ici les graines
ont subi un traitement direct avec laFE-DBD dans I’air puis ont été semées sur du milieu nutritif
de culture. Les observations faites des plantules n’ont malheureusement pas révélé de
changement de taille du systéme racinaire apres traitement. Le traitement plasma direct tel que
réalise dans cette étude montre des effets positifs sur lagermination mais pas sur les étapes plus
tardives du développement.
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Chapitre IV Discussion, Conclusion et Perspectives

IV.1 Discussion

Dans ce paragraphe, je résume les principaux résultats obtenus dans mes travaux de these en
lesinterprétant afin de mesurer jusqu’a quel point ils permettent de répondre aux objectifsqu’on
s’est fixé au début de ces travaux et qui consistent a amener des ¢léments de compréhension

des mécanismes biologiques actionnés par les plasmas.

Dans un premier temps, une phase de mise au point du traitement a été réalisée pour trouver
quel plasma utiliser, dans quelles conditions et pour quelle durée d’exposition afin d’observer
des effets positifs sur la germination (augmentation de la vitesse ou du taux).

Parmi les dispositifs a notre disposition (Jet DBD d’Hélium, Jet Corona, Corona multi-pointes
et FE-DBD sans oublier |e plasma micro-onde basse pression utilisée dans des mélanges N2-O»
en début de la collaboration Laplace-LRSV), le plasma d’air FE-DBD en traitement direct
semble donc étre le plus intéressant pour les effets recherchés sur la germination. Pour la
majorité des expérimentations suivantes, le traitement prédéfini en mode direct est donc celui
utilisant le dispositif FE-DBD pour une durée d’exposition de 15 min. Il est & noter que le jet
de plasma d’hélium induit un flux de plasma sur les graines cent foisinférieur acelui de la FE-
DBD (environ 0.5 mW/cm? contre 50 m\W/cm?) ¢’est pour cela que le plasma d’air créé avec le
dispositif FE-DBD a un effet plus important et plus significatif sur le taux de rupture que les
graines traitées avec le jet d’hélium. A noter aussi que le dispositif Corona multi-pointes
partiellement testé dans ce travail et qui a un flux de puissance plasma est encore plus grand
(100 mW/cm? ) que les 2 autres a clairement montré qu’une durée de traitement de 1,5 min
(donc beaucoup plus courte que les 15 min du FE-DBD) suffit largement pour donner le méme
taux de germination. Il est clair que la dose plasma ou le flux de puissance plasma vu par la
graine lors de son traitement est d’une importance capitale pour expliquer en partie
I’augmentation des vitesses de germination des graines traitées aux plasmas. En plus du flux de
puissance plasma appelé aussi dose plasma (dépendant de la densité de courant des particules
chargées et du champ éectrique), les RONS générés par ces plasmas contribuent également a

I’augmentation de la germination des graines traitées.
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Par la suite, les mutants gl2 et gpat5 sont utilisés. Le gene GL2 est un facteur de transcription
qui permet le développement normal du tégument et du mucilage [100, 101]. Le mutant gpat5
présente un manque de cuticule dans le tégument [ 102, 103]. Mes résultats ont confirmeé certains
résultats de lalittérature [104, 105] montrant des taux de germination des mutants gl2 et gpat5
réduits par rapport a I'écotype Col-0. Pour les mutants gl2, les observations sont similaires &
cellesfaites pour I'écotype Col-0 car le plasma a basse température augmente le taux et lavitesse
de germination. Cela pourrait sexpliquer par |'affaiblissement des couches externes. En
revanche, les graines de mutant gpat5 ne présentent plus la capacité de germer apres le
traitement au plasma. Comme ce mutant gpat5 spécifique est atéré dans ses couches
protectrices [106], I'hypothese sous-jacente est que les graines sont plus sensibles au traitement
par plasma et que la survie de I'embryon est altérée de facon permanente.

Pour rappel, les plasmas a basse température ont généralement un effet dose-dépendant comme
démontré sur les graines de tomate [107]. A faible dose, c'est adire lestemps d’exposition plus
court, cela augmente ladivision cellulaire et & forte dose celal'inhibe [108, 109].

Deux autres mutants (ttgl et tt8 [110, 111]) sont aussi utilisés mais ne montrent pas de réponse
significative au plasma. Le gene TTGL1 code pour une protéine indispensable a 1’accumulation
de pigment (les anthocyanes). Il agit de pair avec les protéines codées par lesgenes GL2 et TT8.
Le géne TT8 est un facteur de transcription essentiel pour la voie de biosynthése des
anthocyanes et proanthocyanidines. Aucune différence n’a pu étre observeée entre les graines
contréles et traitées du fait de leur germination dgatres basse.

Comme expliqué dansle début de ce travail, lagermination est un phénomeéne complexe régulé
par de nombreux facteurs tels que les hormones, les dormances, le vieillissament des graines
ou encore | es stress environnementaux [112-113]. C’est sur ce dernier point qu’est concentré la
partie suivante. Cependant des études complémentaires sont proposées en perspectives afin de

répondre a d’autres facteurs concernant le controle de la germination.

Dans un contexte de changement climatique et de salinisation des sols [114-116], il est
intéressant d’observer la germination sous stress. De plus, A. thaliana est une plante a
germination rapide et I’application de stress permet de retarder la germination, puisque la plante
va devoir se protéger de ce stress, et donc de mieux apprecier les effets des traitements au
plasma[117]. Cette é&ude met en évidence la neutralisation partielle par traitement plasma des
effets néfastes du sel et du stress osmotique sur la germination des graines.
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Le stress salin a des effets négatifs sur la germination en grande partie dus aux déséquilibres
ioniques mais aussi aux interférences dans |'absorption de I'eau et des nutriments essentiels au
dével oppement des plantes [118]. En présence d'une concentration élevée de NaCl, letaux et la
vitesse de germination diminuent fortement [119].

Les grainestraitées au plasma abasse température et germées en condition saline sont affectées
par ce stress ; néanmoins, il faut noter que le taux de germination des graines traitées est plus
élevé que celui des graines témoins. Cela signifie que I'effet plasma neutralise partiellement
I'effet négatif du stress salin.

La mise en germination de graines en condition de stress osmotique et en présence de PEG a
eu pour effet une réduction et un retard du taux de germination. Le traitement au PEG inhibe
plus fortement la germination des graines que le traitement au NaCl [120]. Cela pourrait
sexpliquer par le déséquilibre ionique des tissus de la graine, I'entrée de NaCl réduirait la
pression osmotique mais les cellules végétales n’étant pas perméables au PEG, |'équilibre
ionique reste trop fort pour une germination optimale des graines [120, 121]. Cependant, il est
a noter que le plasma a basse température réduit I'effet du stress osmotique en permettant un

meilleur taux de germination.

Dans un but d’application des résultats, il est essentiel de voir si les effets du traitement par le
plasma sont durables dans le temps ou non. En effet, une longévité de 1’effet du traitement
permettrait a terme un stockage des graines avant semis. Dans ce cas-ci, la cinétique de
germination mise en place, allant detO at0 + 9 jours apréstraitement, montre bien que les effets
positifs du plasma sur la germination s’amenuisent avec le temps. Nous pouvons émettre
I’hypothése de I’importance des RONS produits par le traitement plasma sur la surface des
graines, pour expliquer I’augmentation du taux et de la vitesse de germination puisque nous
savons que ces especes ont une durée de vie limitée de plus, il est d§a bien décrit dans la
littérature I’importance de ces espéces dans e contréle de lagermination [122-123]. De plus, il
serait intéressant d’observer les effets du traitement plasma a plus longue durée (jusqu'a un an
par exemple) afin d’observer si le traitement induit un changement de viabilité a long terme.
D'autre part, nous avons étudié les effets possibles du traitement plasma a basse température
sur lasurface des graines. Le tégument joue un role important lors de |'étape de germination car
il agit & la fois comme une protection physique [124] mais peut également agir comme une
contrainte pour la libération de la radicule [125]. Ainsi, toute modification chimique ou
structurale des couches externes peut affecter |la germination des graines [12].
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La microscopie électronique a balayage a révélé une modification importante de 1’aspect de la
surface des graines traitées au plasma. Cette atération, qui ressemble a une gravure plasma de
la surface, a également été relevée lors de mes observations en microscopie confocale. Quel
gue soit I'écotype, la surface des différentes graines est similaire au contréle Col-0 en I’absence
detraitement plasma. Aprésletraitement au plasma, une modification significative est observée
alasurface des graines de Col-0 et du mutant g2 puisgu'une disparition du signal fluorescent
est constatée. L'observation des graines du mutant gpat5 montre que le traitement au plasma a
un effet moindre par rapport aux deux autres genotypes. Cela peut sexpliquer par le déficit en
cuticules du mutant gpat5 ; de plus son faible taux de germination pourrait étre expliqué par
une dormance initia e plus profonde des graines de ce mutant [102] et pourrait plaider en faveur
d'une structure lipidique formée a la surface des graines aprés traitement plasma
L augmentation du taux de germination et le changement de la structure de surface sont donc
corrélés[74, 126].

Afin d’expliquer un peu plus la stimulation de la germination par le plasma, I’hypothése d’un
effet de limitation des échanges avec I'environnement direct de la graine apres un traitement au
plasma est avancée [127]. Il apparait que les couches protectrices de I'embryon ont été altérées
par le traitement plasma réduisant la perméabilité des graines de tous les génotypes. Cela
semblait contradictoire avec notamment une étude précédente qui avait montré une
augmentation de I'absorption d'eau pour les graines de pois traitées au plasma [74]. Cet écart
peut étre lié ala difficulté d'effectuer une absorption d'eau avec les graines d'A. thaliana, qui
ont la capacité d'extruder une couche de mucilage en présence d'eau [128] et qui sont plus
petites que les graines de pois. La diminution de la perméabilité due au traitement plasma a
basse température pourrait cependant expliquer la réduction de I'effet inhibiteur du NaCl et du
PEG. De plus, cette imperméabilisation pourrait participer au piégeage du peu d’eau que
contient lagraine qui pourrait par lasuite servir efficacement alagermination indépendamment
des conditions d’humidité exogene.

Les expérimentations concernant 1’angle de contact nous montrent une augmentation de
I’hydrophilicité de la surface des graines de C. sativa. Ces résultats sont en accord avec la
littérature [4 ; 83 ; 84] mais en quelque sorte semble contradictoire avec la réduction de la
perméabilité observée précédemment sur 1I’A. thaliana traitée au plasma. En fait c¢’était pour
répondre ala question sur la cohérence observée entre I’augmentation du taux de germination
et la baisse concomitante de la perméabilité de I’A. thaliana traitée au plasma, qu’on a fait des

expériences d’abord sur 1’angle de contact de C. sativa (morphologiquement proche d’A.
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thaliana mais de taille plus grande) qui a montré une augmentation de sa mouillabilité. Ces
expériences ont été suivies par une premiere série d’expériences sur laperméabilité de C. sativa.
Ces premiéres expérimentations sur la perméabilité des graines de Caméline sativa montrent
comme sur A. thalina une tendance a la réduction de la perméabilité qui, pour étre plus
significative, nécessite d’étre confirmées par des expériences futures. Cependant, ces premiers
résultats vont dans le bon sens pour montrer la cohérence de ce double effet (baisse de
perméabilité et augmentation du taux de germination) observé sur les graines I’A. thaliana
traitées au plasma. De plus, I’hypothése du lissage de la surface entrainée par lagravure plasma
ainsi que des possibles interactions chimiques et électrostatiques est émise pour expliquer un
étalement plus important de la goutte ala surface des graines traitées.

La modification de la surface des graines observée en microscopie ainsi que la baisse de la
perméabilité des graines peut nous laisser penser que des composes lipidiques de surface
pourraient ére modifiés. C’est dans ce but que nous avons cherché aidentifier leslipideslibres
présents sur la surface de lagraine.

L’analyse de ces derniers montre un changement de composition apres traitement. NoOus
observons notamment la diminution apres traitement de certains lipides comme 1’acide
palmitique qui est un lipide de base produit par la graine. Ceci indique une réorganisation des
lipides se trouvant ala surface des graines par le traitement au plasma. Indépendamment de ces
changements structurels, nous ne pouvons pas exclure la formation de nouveaux groupes
fonctionnels qui pourraient stimuler la germination des graines [129-130]. De plus
I’observation de composés lipidiques de plus petites tailles nous oriente vers la piste d’une
réduction de taille des lipides dg§a présents a la surface qui affecterait donc la perméabilité et

lamouillabilité des graines.

D’autre part, il est montré que les graines d’A. thaliana possedent sur la face extérieure une
couche de cellules sécrétrices du mucilage [131].Aprés avoir observe les changements sur la
surface des graines nous nous sommes donc intéresses a observer 1’intégrité des cellules
sécrétrices du mucilage qui sont les cellules en contact direct avec le plasma. Le mucilage, un
gd polysaccharidique, sécrété par cette derniére couche cellulaire peut avoir un impact sur la
germination [132-133].. Nous avons noté qu’il n’y a pas de changement quant a 1’aspect du
mucilage des graines sur Col-O ains que pour les graines des mutants gl2 et tt8. Les
changements observés sur les deux autres lignées mutantes peuvent résulter de I’importance

des genes mutés dans le relargage du mucilage. Ces observations nous indiquent que le
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changement de surface est uniquement superficiel puisque 1’intégrité et la fonctionnalité de ces

cellules restent, pour la plupart et notamment pour e génotype de référence, entieres.

Malgré la production avérée d’espéces réactives par les plasmas [134, 135], I’observation de
ces mémes especes sur les graines ne montre aucune différence pour le méme stade de
germination qui est comme on 1’a vu précédemment un peu plus précoce lorsque la graine est
traitée par plasma. Parmi les RONS de durée de vie variables créés (voir la section 111.4.1), on
peut expliquer cela en supposant que seul les RONS afaible durée de vie seraient effectifslors
de la phase de germination. De plus, la quantification de I’activité des peroxydases ne montre
également aucune différence avec ou sans traitement plasma. Cela est cohérent avec la
constance du niveau de RONS présents sur les graines. Enfin la courte durée de vie de certain
RONS peut expliquer I’amenuisement de 1’effet du traitement sur la germination.

Cela reste cohérent vis-a-vis de la littérature ou I’importance essentielle des RONS dans le
controle a la fois positif et négatif est indiqué [41-46 ; 122 ; 123]. De plus, les observations
indiquent que la quantité de RONS a un méme stade de germination est le méme quel que soit
le traitement mais cette germination étant avancée on observe plus de RONS apreés traitement

plasma ce qui nous indique clairement leur importance.

En ce qui concerne I'effet de I'eau activée par plasma utilisé pour 1’arrosage pendant la phase
post-germination durant la croissance des plantes, la conductivité est augmentée dans les deux
types d'eaux activées par plasma (eau du robinet qui contient des especes neutres comme des
especes chargées et eau dé-ionisée qui ne contient plus d’ions mais qui peut contenir des espéces
non chargées). De plus, |es especes réactives quantifiées (nitrite, nitrate, ammonium, peroxyde
d’hydrogene, etc.) voient également leur concentration augmenter en particulier dans le cas de
I’eau de robinet et non dans 1’eau distillée. D’ailleurs seule I’eau du robinet a montré un effet
significatif sur la croissance. En tous cas toutes ces especes réactives générées par le plasmaen
phase agueuse et notamment le nitrate et ’ammonium ont donc la capacité d’agir,
probablement de fagcon synergique, comme une sorte d’engrais stimulants la croissance et le
dével oppement des plantes [136, 137]. ,

De plus, nous avons observé que I’ammonium et le nitrate sont encore présents apres plusieurs
jours dans 1’eau activée. Cette durée de vie assez grande de ces deux RNS nous conforte dans
notre démarche de leur attribuer une effet stimulateur certain sur la croissance des plantes.
Enfin la cinétique de traitement de I’eau en fonction du temps d’exposition au plasma nous

permet d’affirmer que le traitement de 15 minutes est un bon compromis pour ’activation de
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I’eau, compromis entre la quantité de RONS produite et e temps passé a les produire. Ceci ne
peut étre mis en corrélation avec d’autres études de la littérature puisque le traitement indirect
avec de I’eau activé dépend de la géométrie du dispositif ainsi que des parametres électriques

comme souligné par exemple dans 1’étude de Park et al en 2013 [82].

IV.2 Conclusion

Cette these pluridisciplinaire a éé consacrée a la recherche de quelques pistes pour la
compréhension de 1’effet des traitements directs et indirects au plasma froid sur la germination
des graines et le dével oppement des plantes.

Afin de comprendre ces effets, une phase d’optimisation a été nécessaire pour identifier le
plasma et ses conditions d’utilisation pour avoir le meilleur effet sur la germination a savoir
une augmentation du taux et de la vitesse. Grace a cela, il est déterminé que le plasma d’air,
généré avec la FE-DBD, en traitement direct de 15 minutes avait le plus d’effet positif sur la
germination de graines d’A. thaliana.

Apres cette phase d’optimisation, le traitement de mutants, affectés dans 1’intégrité du manteau
de la graine, a donnée des résultats contrastés. En effet, le mutant gl2 est stimulé tandis que le
mutant gpat5 a une germination inhibée apres traitement, ce type de traitement n’a aucun effet
sur la germination des mutants tt8 et ttgl.

Dans un contexte de changement climatique global, larésistance aux stress salin et osmique a
été étudiée. Dans ce but, le génotype sauvage Col-0 ainsi que les mutants gpat5 et gl2 sont
utilisés. La méme tendance sur la germination est observée en présence ou absence de stress
osmotique et salin. Cependant il est a noter que 1’effet du plasma est plus important en condition
saline et permet une neutralisation partielle du stress sur la germination.

Un autre aspect de I’étude des effets du plasma est salongévité dansletemps. || a éé démontré
dans cette étude que I’augmentation de lavitesse de germination n’est plus significative au-dela
de 7 jours aprés le traitement des graines au plasma.

Dans une seconde phase de 1’étude, aprées avoir montre les effets du traitement plasma sur la
vitesse de germination, nous nous sommes intéressés de plus prés alasurface desgraines. |l est
observé un changement sur la surface des graines traitées au plasma d’air. Ce changement apres
analyse est di a une réorganisation des lipides de surface présents sur la graine. En effet,
certains composés tels que les acides palmitiques ou linolé ques ne sont plus ou peu retrouvés
aprés le traitement.
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Directement liées a la surface, les analyses de la perméabilité des graines révelent que le
traitement au plasma réduit la perméabilité de la graine a 1’eau. Ceci reste cohérent avec le
remaniement des lipides de surface ainsi qu’a la résistance accrue au stress salin.

Par la suite, les mesures de I’angle de contact sur la Cameline (graine morphol ogiquement et
phylogénétiquement proche de I’A. thaliana mais detaille plus grande) ont montré des résultats
Opposés aceux attendus avec la baisse de la perméabilité puisqu’ici la mouillabilité des graines
de Cameline a augmenté apres traitement au plasma. Aprés mesure de la perméabilité de cette
graine cette réduction est également observée et il est avancé la possibilité d’interactions
éectrostatiques affectant la tension de surface de la goutte corrélés avec la gravure plasma
observée au MEB.

En outre, la couche la plus externe des graines notamment d’A. thaliana est constituée de
cellules sécrétrices du mucilage qui permettent la libération de ce gel polysaccharidique qui est
important dans le processus de germination mais aussi dans I’imbibition. Aprés observation, il
est démontré que I’intégrité de ces cellules reste dans la plupart des cas inchangée apres
traitement au plasma.

Les ROS éant produits en grande quantité grace au traitement plasma, leur présence a été
analysée. Il s’avére que la quantité de ROS ainsi que ’activité peroxydase correspondante est
similaire avant ou aprés traitement au plasma. A un temps donné la présence est plusimportante
sur des graines traitées mais cela est corrélé avec 1’avancement ou la précocité du processus de
germination.

Dans une derniére partie, le dével oppement des plantes est observé aprestraitement indirect via
I’eau activée par plasma. Ici nous pouvons noter que 1’eau du robinet activée par plasma a un
effet positif sur le développement des parties aériennes des plantes. C'est-a-dire que les plantes
arrosées avec 1’eau activée sont plus grandes et fleurissent plus vite. De plus I’analyse de I’eau
montre que le traitement de 15 minutes est un choix optimal pour créer une quantité suffisante

de RONS dans I’eau du robinet activée en un temps de traitement acceptable.



109

Discussion, Conclusion et Perspectives

IV.3 Perspectives

En plus du jet de plasma d’hélium et du plasma d’air avec la décharge a barriére diélectrique,
nous disposons d’un appareillage corona multi-pointes qui crée un rideau de plasma dans I’air
ambiant dans un espace inter-électrode de I’ordre du cm permettant un traitement de graines
plus grandes qu’A. thaliana. Dans cette optique des expérimentations préliminaires ont éé
effectuéessur lelin et le colzaavec le dispositif corona-multi-pointes. De plus, afin de comparer
avec les différents dispositifs, les graines d’A. thaliana ont également été traitées avec le
dispositif corona.

Les graines d’A. thaliana ont été traitées gréce au dispositif corona entre 30 secondes et 3
minutes. L’observation de la germination de ces graines montre une |égére augmentation de la
rupture du testaa 1,5 min de traitement. Au-dela de 2 minutes, la germination est réduite voire
inhibée et en dessous d’une minute, il n’y a pas d’amélioration de la germination.

Une phase d’optimisation de ce traitement est donc nécessaire pour 1’appliquer sur A. thaliana.
Cependant nous pouvons dégja noter que ce dispositif a un effet beaucoup plus intense sur la
germination puisqu’elle est inhibée apres un court laps de temps. Cela est d0 a la quantité
d’énergie déposée sur la surface des graines, en effet nous pouvons observer une réduction de
90 % du temps de traitement passant de 900 a 90 secondes. Aprés cal culs grace aux mesures de
courant et de tension, la quantité d’énergie sur cible est de 50 mW pour laFE-DBD et 100 mW
pour la corona. L’augmentation de la quantité d’énergie n’est pas proportionnelle avec la
diminution du temps de traitement cependant la quantité d’espéces réactives produites rentre
également en jeux dans cet effet sur lagermination et il est logique d’attendre une quantité plus
importante avec le traitement corona.

Dans le but d’observer les effets des plasmas sur d’autres graines, le lin est utilisé avec le
dispositif corona. Ici nous pouvons observer que | e traitement indépendamment du temps (5 ou

10 min) n’a pas d’effet sur la germination (Figure IV-1).
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Figure IV-1 : Modulation de ’effet du temps de traitement par la Corona sur la germination de
Linum usitatissmum. Courbe des pourcentages de rupture du testa (4) et de [’endosperme (B) sur des
graines de Linum usitatisssmum en fonction du temps apreés leur imbibition. Les graines ont subi un
traitement au systéme Corona (10k V, 10 kHz). Chaque courbe représente un temps de traitement

différent. Chaque point est le résultat d 'un comptage de 90 graines.

D’autre part, les graines de colza (Brassica napus) ont également été testées avec le dispositif
corona multi-pointes, cependant la germination étant déja tres rapide, aucune différence de
rupture du manteau n’est notée entre les graines controles et les graines traitées.

Les expérimentations présentées des traitements avec le dispositif corona sont des études
préliminaires servant a I’optimisation de ce type traitement (parametres électrique, temps de
traitement, ...), elles permettent de donner une direction pour de futures éudes sur des graines

plus grosses qu’A. thaliana.

Enfin, cette étude a permis de donner des pistes quant aux effets du traitement plasma sur la
germination, mais, il reste encore a comprendre plus précisément les mécanismes cellulaires et

physiologiques induits par ce traitement.

Pour ce faire, dans un futur proche et dans le cadre de la collaboration LaplaceLRSV on
envisage d’élargir les études a des graines appartenant a 2 familles différentes tout en
poursuivant les travaux sur 1’arabette : (i) en premier lieu, il est prévu des graines utilisées en
laboratoire comme modéles : Arabidopsisthaliana et Medicago truncatula (ii) et en second lieu
des graines d’intérét agronomique telles que le colza (Brassica napus) et laluzerne (Medicago
sativa). A. thaliana et B. napus appartiennent a la famille des Brassicaceae tandis que M.
truncatula et M. sativa a celle des Fabaceae. La continuité de I’utilisation d’A. thaliana nous

permettra de pousser plus loin la compréhension de la physiologie végétal e et des mécanismes
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induits par le plasma gréce notamment a des analyses plus fines a I’échelle cellulaire
(transcriptomique et protéomique). Tandis que B. napus permet d’étendre le champ
d’investigation a une plante d’intérét agronomique. Ensuite on éudierale M. truncatula qui est
une petite légumineuse largement utilisée en laboratoire et qui peut former des symbioses avec
des bactéries et des champignons tandis que M. sativa est une plante d’intérét agronomique
cultivée comme plante fourragere pour sateneur €l evée en protéines.

De plus, il serait intéressant d’observer les effets du plasma en fonction de la dormance primaire
ou secondaire (mettre en présence de condition non favorable ou en présence d’hormone
induisant la dormance) mais aussi en fonction de 1’age des graines. En effet on sait qu’une
graine juste aprés maturation n’a pas la méme capacité germinative qu’une graine plus vieille.

Dans le méme temps, on continuera le dével oppement du dispositif SC-DBD (surface coplanar
dielectric barrier discharge) commencé dans le cadre de cette thése pour pouvoir traiter des
graines de plus grandes tailles et en plus grande quantité, en générant le plasma directement a
partir de I’air ambiant sans avoir besoin de systeme de conditionnement du gaz (donc pas de
bouteilles ni de débitmétres, ni de pompes, etc) tout en utilisant une alimentation électrique
dternative standard. Naturellement, ce type de plasma devra étre minutieusement caractérisé
notamment par spectroscopie d’émission et laser ainsi que par des études électriques et
d’imagerie du plasma pour identifier et quantifier les densités et énergies des principaes
especes actives en biologie végétale en fonction des paramétres opératoires. Ces études
expérimentales devront nécessairement étre associées a des travaux de modélisation éectro-
hydrodynamiques et chimiques du plasma afin d’accéder a des informations spatio-temporelles
tres localisées sur les densités et les températures des espéces actives du plasma et aussi sur le
champ électrique de charge d’espace susceptible d’affecter également les effets biologiques

généralement observées sur lagermination des graines et leur croissance.

Enfin les analyses poussees sur les réactions physiologiques des graines d’A. thaliana
permettrons de comprendre avec précision les effets du plasma qu’ils soient directement
physiques ou induits. De plus, I’équipe EEP du LRSV dispose d’écotype d’A. thaliana, qui sont
des variants naturels adaptés a leurs environnements. L’utilisation de cette population permettra

I’obtention de résultats plus fins que I’utilisation de certains mutants.
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Abstract

Two plasma devices at atmospheric pressure (air dielectric barrier discharge and helium
plasma jet) have been used to study the early germination of Arabidopsis thaliana seeds
during the first days. Then, plasma activated waters are used during the later stage of plant
development and growth until 42 days. The effects on both testa and endospserm ruptures
during the germination stage are significantin the case of air plasma due to its higher energy
and efficiency of producing reactive oxygen species than the case of helium plasma. The lat-
ter has shown distinct effects only for testa rupture. Analysis of germination stimulations are
based on specific stainings for reactive oxygen species production, peroxidase activity and
also membrane permeability tests. Furthermore, scanning electron microscopy (SEM) has
shown a smoother seed surface for air plasma treated seeds that can explain the plasma
induced-germination. During the growth stage, plants were watered using 4 kinds of water
(tap and deionized waters activated or not by the low temperature plasma jet). With regards
to other water kinds, the characterization of the tap water has shown a larger conductivity,
acidity and concentration of reactive nitrogen and oxygen species. Only the tap water acti-
vated by the plasma jet has shown a significant effect on the plant growth. This effect could
be correlated to reactive nitrogen species such as nitrite/nitrate species present in plasma
activated tap water.

Introduction

Low temperature plasmas are initially composed by a background gas medium subjected to an
electric or electromagnetic stress that allows to initial seed electrons (naturally present in the
gas medium) to store energy high enough to undergo many inelastic processes with atoms or
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molecules of the background gas. Those inelastic ionization or dissociation or excitation colli-
sions due to the energetic electrons lead to the creation of new plasma species as radicals, ions,
long-lived excited species, neutral byproducts, photons and even electric field self-induced by
the space charges present in the plasma. The physico-chemical properties of these active
plasma species are exploited in many fields as for instance biomedical and plant biology.

Indeed, most research on the effects of plasmas on organisms began about a decade ago and
has been conducted by physicists as well as by biologists. Systems studied include, for instance,
wound healing or malignant cell inactivation (e.g. [1-3] and the references given therein).
Prior to these investigations in this “plasma medicine” field, there is a long list of research
devoted to sterilization and decontamination of surfaces based on the bactericide properties of
low temperature plasmas. Most of this literature is devoted to the inactivation of planktonic
microorganisms [4, 5] and some to biofilm removal [6, 7]. There is also research in the field of
engineering of biomaterial and tissues exploiting, for instance, the ability of low temperature
plasmas to change the surface properties and to functionalize surfaces [8, 9]. There are also
studies in the field of plasma gene transfection which is promising for applications in regenera-
tive medicine and/or gene therapy [10, 11].

However, the use of low temperature plasmas in the field of plant biology has been less
investigated than in the biomedical field. The first studies date back to the 1990s where a pat-
ented glow discharge device using different gases at low pressure (O, and N,-O, mixtures)
stimulated the germination and the growth of soybean seeds [12]. This was followed by a few
studies devoted to plasma treatments of for instance the stimulation of germination of certain
grain crops by using a low pressure direct-current and pulsed glow air discharges [13,14].
Another study demonstrated that low pressure helium radio-frequency discharge induces
growth of tomato seeds and resistance to tomato wilt (a bacterial disease) after harvest [15].
There are also recent investigations on the effect of two nano-pulsed electric discharge devices
on the stimulation of germination of brown mustard seeds [16]. In fact, seeds from various
species (maize, oat, wheat, radish, tomato, bean, lentil, sunflower, honey clover and soy, etc.)
were already studied up to now using different plasma setups (radio-frequency discharges,
microwave discharges, gliding discharges, surface discharges, etc.) at low or atmospheric pres-
sures using various gas compositions (Air, Ar, He, O,, or mixtures of part of them, etc.). How-
ever, only a very few of them are devoted to analysis on the plasma effects and the action
mechanisms at the cellular level (see e.g. [17]).

Thus, even though low temperature plasmas commonly enhance germination and plant
growth, the mechanism for this effect remains largely unexplored.

Here, we use Arabidopsis thaliana, a plant model for many years, to continue a previous
studies on how low temperature plasmas affect germination that allowed us more particularly
to select the plasma devices and the seed exposure times [18]. Here, we compare two plasma
devices: (i) a helium plasma jet setup [19] and (ii) a floating electrode dielectric barrier dis-
charge in ambient air [20] both powered by a pulsed high voltage generator.

It is noteworthy that seeds have generally important resistant structures necessary to ensure
the transition between two successive generations. The formation of mature seed of A. thaliana
takes about twenty days following fertilization. Seeds comprise three principal tissues that are,
starting from outside to inside: (i) the testa or the seed coat; (ii) the endosperm, which is
divided in 3 parts: the peripheral, the chalazal, and the micropylar endosperm, the last being
adjacent to the radicle and; (iii) the embryo, enclosed by the two first envelopes, which com-
prises hypocoyl, cotyledon, and radicle [21].

Furthermore, plants produce endogenous reactive oxygen species such as hydrogen perox-
ide, superoxide, hydroxyl radicals, constitutively throughout their lives. Reactive oxygen spe-
cies have a dual role and a dose-dependent effect [22]. At high concentrations, these species
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have an important oxidizing power and harm the development of the plant [15]. However,
with a lower concentration, reactive oxygen species act as secondary messengers within the
plant [23]. They are also involved in the regulation of A. thaliana seed dormancy [24] and in
the breakdown of embryonic cell layers, such as testa rupture and endosperm rupture [25, 26].
It is noteworthy that the plants possess a battery of enzymes to achieve homeostasis for reactive
oxygen species [22]. Class III peroxidases are part of these proteins; they can oxidize various
phenolic compounds in presence of hydrogen peroxide and also regulated hydrogen peroxide
concentration [27]. Class III peroxidases and hydrogen peroxide are co-localized in the testa
and endosperm prior to rupture of these two envelopes [28]. More specifically, class III peroxi-
dases are located at the periphery of the cells. The enzymatic activity of these proteins could
play a role in the breakdown of the two cell envelopes to facilitate the radicle protrusion [29].

The present work consists of performing germination assays to confirm a positive plasma
effect, and more precisely, the effects of plasma on the testa rupture and endosperm rupture
since they are the two protective layers of the plant embryo. In addition, in order to study the
long-term effect of plasma on plant development and growth, plasma-activated water is used
as the source of water.

To access plasma-induced germination and effects of plasma-activated water on plant
growth, we analyzed of reactive oxygen species and peroxidase activity based on colorimetric
tests and we also analyzed seed membrane permeability. We used scanning electron micros-
copy (SEM) to underline the change on the seed surface after plasma treatment. Furthermore,
to emphasize the role of long-lived aqueous reactive species on plant growth, we determined
concentrations of protons, hydrogen peroxide, reactive nitrogen species and also conductivity
of plasma-activated waters by using either distilled water or tap water.

Materials and methods
Plant material and biological assays

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh of the Columbia ecotype (Col) was used throughout. For each
germination test, between 150 seeds to 300 seeds were exposed to the low temperature plasmas.
Germination assays were performed after the plasma exposure at various times t; ranging from
immediately at time t, to times t, = 2 days, t; = 7 days and ty = 9 days. Culture took place in 35
mm diameter Petri dishes containing Whatman paper circles (3 MM Chr Chromatography
Paper: Medium thickness: 0.34 mm). The paper was soaked with 0.5 mL of distilled water,
with the exception of boxes containing plasma-activated water or non-activated water. The
boxes were sealed with ANAPORE surgical tape. Germination took place in a culture chamber
under controlled conditions (40% humidity, temperature 22°C/20°C, photoperiod 16 h/8 h).
The germination was analyzed 24 h and 40 h after imbibition. The Petri dishes were observed
at the Toulouse imaging platform by using a Zeiss Axiozoom V16 stereomicroscope and the
pictures were taken using a Zeiss HRC colour camera. Germination stages were distinguished,
as follows: (i) the absence of rupture, (ii) testa rupture and (iii) endosperm rupture. Six to nine
hundred seeds from two technical replicates and from three independent biological experi-
ments were analyzed for each condition.

To measure the effect of the plasma-activated water on development, 40 A. thaliana plants
were sown and cultivated in a growth room (75% humidity, temperature 24°C/20 °C, photope-
riod 16 h/8 h). These plants were arbitrarily divided into four groups so that each one was
watered with a particular kind of water: plasma activated distilled water, non-activated distilled
water, plasma activated tap water and non-activated tap water. Watering was performed every
2 days using controlled volumes. The volume for watering was increased as plants develop
(from 10 to 30 mL per week). Pictures of each plant were taken at regular intervals in order to
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perform phenotypic analysis (the number of leaves, the leaf area and the rosette diameter). Ten
plants per assay were analyzed and this experiment was performed twice independently.

Reactive oxygen species and nitrate quantifications; class III peroxidase
activity and mucilage detection

Potassium permanganate (KMnOy,, Sigma Aldrich and Saint-Quentin Fallavier, France) was
used to quantify the concentration of hydrogen peroxide generated in the plasma-activated
water. The assay of 1 mL of water or plasma-activated water was titrated with 20 mM of potas-
sium permanganate and the staining was quantified thanks to the change of colour to the
equivalence solution. Colour change occurred when concentration equivalence was reached
between hydrogen peroxide and potassium permanganate.

Nitro Blue tetrazolium chloride (NBT, Sigma-Aldrich) was used to detect in the seeds the
presence of superoxide ion. The seeds were covered with a 2 mM aqueous solution and incu-
bated for 30 min at room temperature in the dark. A blue colour appears at the surface of the
seeds when superoxide ion is present [30].

To detect the amount of nitrate in water, 1-phenol-2,4-disulfonic acid (25% CsHgO-S, in
sulfuric acid, Sordalab, Etampes, France) was used. The assay was carried out in a 96-well plate
using 100 puL of 10X-concentrated sample in a final volume of 200 pL containing phenol-disul-
fonic acid and NaOH at 10 M (to obtain a basic medium). Absorbance was quantified at 405
nm.

To observe the activity of peroxidases, seeds were incubated at room temperature during 30
min in the dark in 1 mL of 200 mM phosphate buffer, pH 6.1, containing 0.125% guaiacol
(Fluka-Sigma-Aldrich, Steinheim, Switzerland) and 150 pL of 11 mM hydrogen peroxide. The
oxidation of the guaiacol by the peroxidase releases a brown precipitate.

Mucilage released by the seed was observed after incubation of the treated and control
seeds with a solution of 0.2% ruthenium red (Sigma-Aldrich).

The pictures for the 3,3’-diaminobenzidine (DAB) staining, class III peroxidase activity and
released mucilage were taken without seed checking to avoid the dispersion of the non-adher-
ent mucilage layer by using a Zeiss Axiozoom V16 stereomicroscope and a Zeiss HRC colour
camera.

Membrane permeability test

The seed permeability assay was performed using 2,3-5 triphenyltetrazolium chloride (Tetra-
zolium red, Sigma Aldrich) that has the property to be reduced when it crosses the plasma
membrane and form formazan, a red precipitate. Control seeds and seeds treated with the low
temperature plasmas were incubated with a solution of 1% tetrazolium red for 40 h at 28°C.
The seeds were rinsed with distilled water and ground in 1.5 mL of 95% ethanol. After centri-
fugation at 3500 rpm for 3 min, the formazan contained in the supernatant was assessed by
measuring absorbance at 492 nm.

Scanning electron microscopy (SEM)

The surface morphology and integrity of seeds were observed with SEM. Three independent
batches involving treated and non-treated seeds were prepared. Each sample of 30 seeds was
affixed to the surface of an aluminum stub with double-sided carbon tape and sputter coated
with ~10 nm of platinum. SEM was carried out on a Quanta 250 FEG (FEI Company) at 5 kV
acceleration voltage, a spot size of 3.0 and, a pressure of 3.50 x 10™* Pa.
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Statistical analysis

Image processing was performed using Image] version 1.46r [31]. The results were analyzed
statistically using software R studio version 1.0.136 (cran.r-project.org). Student’s tests and
Wilcoxon tests were carried out to verify the normality of the results and the possible differ-
ences of the plasma effects between the different plasma treatments.

Low temperature plasma devices for seed treatment and water activation

For this study, two devices were used to generate low temperature plasmas generated at atmo-
spheric pressure. The first device generates a plasma jet through a glass tube crossed by helium
gas flow at atmospheric pressure [19]. This helium plasma jet launched in ambient air was
used in both direct seed treatment and the water activation (Fig 1A). The second device is a
dielectric barrier discharge generated in ambient air without rare gases and uses the seeds as a
floating electrode [20] (Fig 1B). We refer to it here as: floating electrode dielectric-barrier dis-
charge (FE-DBD).

The parameters of the pulsed power supply used to generate these two low temperature
plasmas are 10 kV for the voltage, 9.7 kHz for the frequency and 1 ys for the pulse duration.

In the case of the plasma jet, the helium (with 4.5 for purity) was injected at 3 L min™'
through a glass tube (4 mm inner diameter). The distance between the tube outlet and the
treated target (either seeds or water) was fixed at 2 cm.

Two types of treatment were performed with the helium plasma jet.

Fig 1. Different plasma devices. A. Schematic view of the helium plasma jet device on the right side and picture during the generation of plasma
activated water inside a glass beaker using the helium plasma jet and a magnetic stirrer. B. Schematic view of the floating electrode-dielectric barrier
discharges (FE-DBD) in air showing the powered electrode covered by glass (in blue colour) with seeds in ambient air plasma above the lamella (right
side) and picture displaying the air plasma over the glass lamella.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0195512.g001
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1. For the direct treatment, 200 to 300 A. thaliana seeds are placed in a specific Eppendorf
tube with a round bottom. The seeds were stirred half way through the exposure time to
ensure a better homogeneity of the plasma treatment. A control test was carried out with a
plasma-free helium flow. The optimal exposure time of 15 min was based on previous work
[18].

2. For the water activation by the plasma jet, 30 mL of water, inside a beaker with magnetic
stirring, were exposed to the plasma jet for 15 min. This activates distilled water (PAW504)
and tap water (PAW,,;,). To reduce experimental bias, the water volume needed for the 5
weeks involving germination and plant growth was set aside and stored at 4°C in a large
bottle at the initial time t,. Then the required water volume per week (from 150 to 300 mL)
was activated by the helium plasma jet at the beginning of each week. Controls with non-
activated water were also executed. The plasma-activated water was stored at 4 “C in the
dark to avoid the loss of reactive nitrogen and oxygen species.

In the case of the floating electrode dielectric-barrier discharge setup, the plasma formation
is substantially different from the helium plasma jet since the plasma is generated directly in
ambient air without using rare gases. The cylindrical high-voltage electrode, 8 mm in diameter,
is covered by a glass dielectric with practically 8 mm for the inner diameter (Fig 1B). The
grounded electrode is a thin glass plate (1 mm thickness) on which the seeds are placed. Six
hundred to 800 A. thaliana seeds arranged on this glass plate in a circular manner (diameter of
about 8 mm), are directly exposed to the air plasma action. The generated plasma species (radi-
cals, excited, charged particles and photons) with the associated space charge electric field nec-
essarily leads to a better plasma energy and efficiency than the case of helium plasma jet setup
[20].

Results
Low temperature plasmas stimulate A. thaliana germination

Here we tested the effects of Arabidopsis thaliana germination rate of direct plasma treatment
(helium plasma jet and air FE-DBD) and the indirect plasma actions (plasma activated tap and
deionized waters). The seed germination rates were first determined for imbibition immedi-
ately after the plasma treatment (at time labelled t;). Seeds treated with the air plasma had a
significant increase of testa rupture and endosperm rupture 24 h and after imbibition when
compared to the non-treated seeds (Fig 2). For the helium plasma jet, the only significant effect
was observed 24 h after imbibition with an increase of the testa rupture (p-value = 0.01068).
No significant effect was observed when the seeds were imbibibed with any of the plasma acti-
vated waters (Fig 2).

To determine whether the plasma treatment effect was retained, we assayed germination
when imbibition followed the plasma treatment by 2, 7, or 9 days. As the air plasma effect
appeared to be the strongest with immediate imbibition, the air plasma device was used for
this test.

We assayed testa rupture at 24 h (Fig 3A) and 40 h (Fig 3B) and endosperm rupture after 40
h. For testa rupture at 24 h, the plasma treated increased the incidence of rupture from 1% or
2% in the controls to about 5%. The effect was highly significant with imbibition immediately
after plasma treatment and became less so as time increased between plasma treatment and
imbibition, although this lessened significance appeared to result from greater variability in
the samples, both control and plasma-treated. At 40 h after imbibition, the plasma treatment
increased the incidence of testa rupture from around 95% to nearly 100%, with the effect
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Fig 2. Direct and indirect plasma effects on germination rate of Arabidopsis thaliana seeds. The boxplots show the
effects of different applied plasmas on the testa rupture. Observations are made on four independent assays at t0+24h.
Six hundred seeds are counted for each batch. Wilcoxon test has been used for the significance between the means, the
p-value is: * < 0.05; ***<0.002 (For data see S1 Fig).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0195512.9002

becomes less clear with a 9 days interval again owing to the variability among the seeds (Fig
3B). These trends were confirmed by scoring endosperm rupture (Fig 3C).

Finally, Figs 2 and 3 show an increase of testa and endosperm rupture incidence for seeds
treated by the air plasma as compared to control seeds. The early stages of germination (e.g.
testa and endosperm ruptures) are generally controlled in part by reactive oxygen species. As
the plasmas are a known source of reactive oxygen species, we analyzed plasma treated seeds
for evidence of these species. As expected, class III peroxidases activity, as well as superoxide,
was detected in the cells neighboring the rupture region (Fig 4 and [28]) but in terms of
quantity no difference was observed between the treated and non-treated seeds. Due to the
increased germination rate, stained seeds were observed after plasma treatment regarding class
III peroxidases activity as well as superoxide detection. This indicates that the plasma treat-
ment did not modify the quantity of produced reactive oxygen species but could accelerate
their productions.

Seed imbibition is one of major factors controlling the transition from dry seed to germi-
nating seed. Such as most of the plant aerial organs, A. Thaliana seeds possesses hydrophobic
layer (cuticle) containing fatty acid. Recent studies have demonstrated that decrease of fatty
acid containing alcohols and diols functional groups in the seed, both increase the seed coat
permeability and the seed germination sensitivity to abscisic acid [31] and to gibberellin [32].
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Fig 3. Air plasma stimulated germination rate of A. thaliana. Boxplots show control (cyan) and treated (magenta). A. Testa rupture as a function of
time between treatment and imbibition (times to, t,, t; and to are given in days), observed 24 h after imbibition. B. As panel A but observations made at
40 h after imbibition. C. Endosperm rupture (observations at 40 h). Six hundred seeds are counted for each of the four considered batches. Wilcoxon
test has been used to test the significance between the means, the p-value is: * < 0.05; *** < 0.002 (For data see S1 Fig).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0195512.g003

The permeability of A. thaliana seed coat is strongly enhanced in seeds with defect in fatty
alcohols and diols [31, 33]. The treatment with the air plasma seems to largely modify the seed
coat permeability as treated seed produced little if any red formazan is detected (Fig 5). This
modification might be responsible for the variation in germination rate. Recent studies
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Fig 4. Class III peroxidases activity and reactive oxygen species detection. Class III peroxidases activity was detected
seeds by using guaiacol as substrate (A and B). Superoxide ion O, was observed y with NBT (C and D). Control seeds
(A and C) and seeds treated with air plasma (B and D). The intensity of the coloration appeared to be identical at the
same level of germination for both cases (control or plasma treated seeds). Each scale bar corresponds to 100 pm.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0195512.9004

performed on pea seeds have demonstrated an acceleration in water uptake following treat-
ment with low temperature plasmas [34].

The seed coat has a major function during early germination steps, acting both as a physical
protection against environment and as a constraint for radicle protrusion. Therefore any struc-
tural modification of this envelope could affect seed germination. To examine the seed coat,
we used SEM. The SEM images show that plasma treatment reduced the prominence of the
volcano-like protuberances (Fig 6A-6D) and changed the appearance of the surface of the
seed, making it more granulated (Fig 6C-6F). The alteration of the seed surface due to plasma
exposure can be associated with a modification of seed coat water uptake and therefore might
directly affect the germination rate of the plasma treated seeds. Indeed, an increase of the
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Fig 5. A. thaliana seed permeability assay. Seeds were incubated for 24 h in tetrazolium red at 28°C and formazan
production assayed by measuring absorbance of the incubation solution at 492 nm. For plasma treated (purple bar),
the air plasma was used and seeds were incubated with tetrazolium immediately following treatment. Control (blue
bar) were treated similarly but without activating the plasma. Water (white bar) treatment omitted the tetrazolium.

Bars show mean of 4 assays and the error bars are 0.05 (For data see S1 Fig).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0195512.9005

germination rate and a change in the surface structure has previously been reported for saf-
flower (Carthamus tinctorium) and pea seeds [34, 35].

In addition, the modification of the seed coat surface is not transitory insofar as we
observed similar changes of the seed surface 7 days after the plasma treatment.

Plasma-activated water stimulates A. thaliana development

In parallel to the germination assays, we tested the effect of plasma activated water on plant
growth. Deionized and tap waters were exposed to the helium plasma jet for 15 min. Then the
A. thaliana plants were regularly watered using four kinds of waters (deionized water, plasma-
activated deionized water, tap water and plasma-activated tap water) during their growth until
their final stage, reached after 42 days. It is noteworthy that only plasma-activated tap water
had a significant effect on the plant growth while the use of plasma-activated deionized water
give similar results as the control cases watered either using deionized water or tap water (data
not shown). Then, various plant parameters such leaf number, rosette diameter, leaf area, and
total number of flowering plants were quantified (Fig 7C-7F). All the measured parameters
are significantly increased when using plasma-activated tap water.

Regarding the diameter of the rosette, a significant increase was observed when using the
plasma activated-water (Fig 7C). At 21 days, there was an increase of 0.83 cm; at 28 days the
increase was about of 1.28 cm; finally at 35 days, the average diameter of the plants watered
with plasma-activated tap was still about a 1 cm larger than the controls.

Regarding the number of leaves, a significant effect was observed at 21 days after sowing,
with an average increase of the treated plants compared with the control of about one leaf per
plant (Fig 7D). There is also a positive effect of plasma-activated water at 28 days.
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Fig 6. Scanning electron microscopy (SEM) images of A. thaliana seeds. (A, C, E) are the control while (B, D, F) are
the air plasma treated. Scale bars: 100 um A, B; 50 um C, D; 10 um E, F.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0195512.9006

Furthermore regarding the leaf area, there was a significant increase visible at the first three
observation times (Fig 7E). At the first time (21 days), there was an increase of about 200 mm?>
At the second time (28 days) the increase was equal to about 400 mm? while at the third obser-
vation time (35 days) the increase reached about 750 mm?>.

The development of the inflorescence stem showed that there were more plants with flow-
ers at all development stages when the plasma-activated tap water was used for the watering
(Fig 7F). We also noted that all the plants had flowered by 35 days when using plasma-acti-
vated tap water while it was not the case of the plants watered with the tap water.
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Fig 7. Effects of plasma-activated tap water (PAW(,;,) on A. thaliana growth. Photos after 28 days of development watered by tap water (A) and
PAW,,, (B). Diameter of the rosette (C); A. thaliana seedling leaf number (D); area of the leaves (E), and total number of flowering plants (F).
Wilcoxon test was used to test the significance between the means with p-value indicated as: - < 0.1; *<0.05; **<0.005; ***<0.002 (For data see S1 Fig).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0195512.g007

For a better understanding of the plant growth stimulation by plasma activated water, some
chemical characteristics of the tested waters were analyzed (Table 1). As expected, hydrogen
peroxide was undetectable in the non-activated waters (Water,, or H,O4) while significant
concentrations of hydrogen peroxide were detected in plasma-activated waters (Table 1).

The nitrate ion concentration was estimated by using an assay based on the reaction
between the nitrate ion and the aromatic ring of 1-phenol-2,4-disulfonic acid. As expected, the
concentration of nitrate ions was significantly increased (3 times bigger) in the tap water when
it was activated by the plasma while it is negligible in deionized waters (activated or not).

The increase of the electrical conductivity when the water (deionized or tap) is activated
by the low temperature plasma was consistent with results in the literature [36]. The plasma
activation of the water also changed acidity. The presence of a larger concentration of these
reactive nitrogen ions in the plasma-activated tap water could partly explain the faster develop-
ment of the plant when it is watered with this plasma-activated water.

Table 1. Physico-chemical parameters of waters. Electric and chemical parameters of deionized water (H,0Od), tap water (Water,,) and plasma-activated deionized

water (PAWy oq) and tap water (PAW,,;,). The conductivity is expressed in relative value differences: Ac/c. The measurements of concentrations, pH and conductivity are
made 3 times independently.

Water H,0, concentration (mg.L'l) NO;™ concentration (mg.L’l) Variation of electrical conductivity Ao/c pH

H,O0d 0 0 Ao H,0,d 7.41+0.13
PAWy 04 17.0 0.1 0 20 x 0 H,0,d 7.07 + 0.04
Wateri,p, 0 5+2 o Watery,, 8.02 +0.25
PAW,,, 255+0.1 15+2 2 x 0 Watery, 7.62+£0.13

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0195512.t001
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Discussion

The significant increase of germination rate of A. thaliana seeds observed after plasma air
treatment is due neither to a modification of the mucilage release nor to a global change of
production of reactive oxygen species. However, the early reactive oxygen species production
was certainly favoured in the case of plasma treated seeds. Indeed, exogenous addition of reac-
tive oxygen species largely speed up the first steps of germination [28] as observed with plasma
treated seeds. On the other hand, major modification of the seed surface and a reduction of
testa permeability were observed. This appeared contradictory to a previous study which
showed an increase of water uptake for pea seed treated with plasma [34]. This discrepancy
might be related to the difficulty of performing water uptake with A. thaliana seeds, which
have the capacity to extrude a mucilage layer in presence of water and which are much smaller
than pea seeds.

SEM has shown new and lumpy structures on the seed surface after plasma treatment. This
needs to be further analysed to better understand the mechanisms of germination stimulation
induced by low temperature plasmas. Independently of these structural changes, we cannot
exclude the formation of new functional groups which could stimulate the seed germination
[37].

Regarding the effect of the plasma activated water on the plant growth, both conductivity
and hydrogen peroxide levels were increased in the two kind of plasma activated waters (tap
and deionised waters). Furthermore, we observed a clear increase of nitrate concentration in
the plasma activated tap water. Nevertheless, among the four considered waters only plasma
activated tap water had a significant effect on the plant development. This certainly means that
some long-lived aqueous reactive nitrogen species as nitrate ions are responsible of the
observed efficient growth of the plants.

Supporting information

S1 Fig. Page 1 (Data for Fig 2): Percentages of testa rupture versus the different kinds of treat-
ment: deonized water (H20d), plasma activated deonized water (PAW H20d), tap water,
plasma-activated tap water (PAWtap), helium flow (He), Plasma Helium, ambiant air and
Plasma air. Page 2 (Data for Fig 3): A. Percentages of testa rupture for control (C) and plasma
(P) versus different days after treatment: 0 day (t0), 2days (t2), 7 days (t7) and 9 days (t9) and
24h after imbibition. B. Percentages of testa rupture for control (C) and plasma (P) versus dif-
ferent days after treatment: 0 day (t0), 2days (t2), 7 days (t7) and 9 days (t9) and 40h after imbi-
bition. C. Percentages of endosperm rupture for control (C) and plasma (P) versus different
days after treatment: 0 day (t0), 2days (t2), 7 days (t7) and 9 days (t9) and 40h after imbibition.
Page 3 (Data for Fig 5): Absorbance for water, control and plasma treatment: 5 successive tests
and their average. Page 4 (Data for Fig 7): C. Diameter of the rosette versus age using tap water
and plasma-activated tap water. D. Number of leaves versus age using tap water and plasma-
activated tap water. E. Area of the leaves versus age using tap water and plasma-activated tap
water. F. Total number of flowering plants versus age using tap water and plasma-activated tap
water.
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New insights of low-temperature
plasma effects on germination of
‘three genotypes of Arabidopsis
= thaliana seeds under osmotic and
mmemenr - saline stresses

Maxime Bafoil'2, Aurélie Le Ru3, Nofel Merbahi?, Olivier Eichwald?, Christophe Dunand? &
Mohammed Yousfi'

In order to investigate the effects of low temperature plasmas on germination of Arabidopsis thaliana
seeds, a dielectric barrier discharge device generating the plasma in ambient air was used. To highlight
the different plasma effects on the seed surface, saline and osmotic stresses were considered in the
case of reference Col-0 seeds and two further seed coat mutants g/2 and gpat5 to better analyse the
seed surface changes and their consequences on germination. The GL2 gene encode a transcription
factor controlling the balance between the biosynthesis of fatty acids in the embryo and the production
of mucilage and flavonoid pigments in the seed coat. The GPAT5 gene encode for an acyltransferase
necessary for the accumulation of suberin in the seed coat which is essential for the embryo protection.
The testa and endosperm ruptures are identified to note the germination stage. An increasing of
germination rate, possibly due to the modification of mantle layers structure, is observed in most

of cases, even in presence of saline or osmotic stress, after plasma treatment. Furthermore, we
demonstrated that the germination rate of the gl2 mutant seeds is increased by at most 47% after
plasma treatment, contrariwise, the germination of gpat5 mutant being initially lower is inhibited

by the same plasma treatment. The scanning electron microscopy pictures and confocal microscopy
fluorescence both showed changes of the exterior aspects of the seeds after plasma treatment.
Considering these results, we assumed that lipid compounds can be found on the surface. To validate
this hypothesis, permeability tests were performed, and it was clearly shown that a permeability
decrease is induced by the low temperature plasma treatment.

Germination is a vital process in plant development. It gathers events that result from the water absorption by the
quiescent dry seed and end with the lengthening of the embryonic axis'. In order to carry out this essential and
crucial step, the environmental conditions of the seeds must be favourable at a given moment and for a sufficient
period®.

Opverall, conditions are reaching their optimum only over a short period of time; the acceleration of the ger-
mination rate is a major asset for the survival of a species. The seeds are often treated by many phytosanitary
products before sowing®. The use of such chemical products has major impacts on both the environment and the
human health. For the purpose of reduction of pesticide use, researchers are trying to develop multiple ways to
find substitute to these chemicals.

In order to find other substitute methods based more particularly on the use of the low temperature plasmas,
the collaboration between plant biology and plasma physics aims to find alternative solutions to increase the ger-
mination rate while preserving both the environment and the seed quality.
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Végétale, Castanet-Tolosan, France. Correspondence and requests for materials should be addressed to C.D. (email:
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Low temperature plasmas can be produced by several kinds of electric discharges using different background
gas compositions and pressure and electric or electromagnetic power supplies*. The resulting weakly ionized
gas, composed by low densities of energetic electrons with dissociated, excited and ionized species, is called
non-thermal plasmas since there is a strong thermal non-equilibrium between the different species. It is also
called low temperature plasmas because the mean plasma temperature generally does not exceed the body tem-
perature (about 37 °C) thus allowing the treatment of living cells without any significant thermal effects.

In fact, the low temperature plasmas are a good candidate in the plant biology field because they firstly showed
their efficiency in many biological applications®. For many years, the antibacterial properties of low temperature
plasma have been used for the sterilization of medical equipment and the decontamination of surfaces®’. Low
temperature plasmas are also known for their healing properties®® or for the induced changes of biological surface
properties!®!!. Low temperature plasmas also contribute to tumour cell reduction'? and even can partially perme-
abilize cell membranes for gene transfection applications'.

In the field of plasma agriculture, previous studies have shown that the germination rate of various seeds of
agronomic interest such as tomato, mustard, soybean...!*"'” can be stimulated by the low temperature plasmas.
However, only few studies have investigated the mechanisms responsible for the improvement of the seed germi-
nation rate and the plant growth after the plasma treatment'®. Further research studies are therefore needed in
order to better explain the processes involved in seed germination and development.

In the present work, the model plant Arabidopsis thaliana was chosen because its growth conditions and its
short life cycle are favourable to laboratory experiments'®. Moreover, this plant does not have economic interest,
which allows the diffusion and the exchange of results in the scientific community without confidentiality prob-
lem. In addition, the results obtained could be easily transferred to close related plants with agronomical interest.

The seed is composed of several external layers, aiming to protect the embryo. The outermost layer is also
called the testa and it protects the endosperm. The rupture of all these peripheral layers which occurs sequentially,
allows the seed to initiate its first stage of growth: the germination®.

In a previous work?!, it was more particularly shown the good efficiency of the low temperature plasmas on
the increase of the germination rate of the A. thaliana ecotype Col-0. In order to better understand the effects of
the low temperature plasma on early germination steps and also on the seed surface modification, we considered
in the present work, two further mutants of A. thaliana (gpat5 and gI2). The GL2 (AT1G79840) gene encodes for
a transcription factor, which control the morphological development of trichomes but also the normal develop-
ment of the seed coat and mucilage??. The seeds of the gI2 mutant have an altered layer mantle, a reduced muci-
lage release and a lower germination rate?. The GPAT5 (AT3G11430) protein is an acyltransferase necessary
for the proper production of fatty acids****. The gpat5 mutants are affected in the synthesis of suberin and cutin,
which means that seeds of the mutant cannot produce any cuticle that is part of the seed coat which protect the
embryo®. Interestingly, these two genes have been found to be expressed in the seed outer cell layer during seed
formation (Supplementary Fig. S1; Supplementary Tables 1-2)’.

In fact, many compounds as reactive oxygen species (ROS) are involved during the germination process
ROS are constitutively produced in the plant during photosynthesis, photorespiration and respiration®! and have
a dose-dependent effect®’. They are known to be produced in stress condition such as saline stress*. At a high
concentration, the oxidizing power is important and deleterious for the regular plant development. But at lower
concentrations, they could act as secondary messengers!®*. In order to maintain a non-deleterious level of ROS,
plants possess a battery of proteins able to regulate the ROS homeostasis**. Among these proteins, class III per-
oxidases (CIII Prxs) can reduce or oxidize hydrogen peroxide to regulate its concentration®. In the literature,
the hydrogen peroxide and the CIII Prxs activity were shown to be colocalized in the seed coat prior the rup-
ture of these two protective layers*>*”. Some CIII Prxs genes are expressed during the first germination steps
(Supplementary Fig. S2), it is thinkable that the protein encoding genes may play a role in the rupture of those
layers of the embryo and thereby improving the germination®.

Saline stress has negative effects on germination due to ionic imbalances®® and interference in the uptake of
nutrients essential for the plant development®. This could be highlighted, in the presence of a strong concentra-
tion of NaCl, by large reduction of germination rate and germination speed of the seeds* (i.e. the treated seeds
need less time to have a given germination rate than the control one). As NaCl has both saline and osmotic effects,
osmotic stress alone can be tested with the use of Polyethylene Glycol (PEG). It was found to have a comparable
effect to heavy metals and interferes with the water transport within plants*'. The consequence is the necrosis of
adult plant. If the seed is treated with PEG during germination a variable reduction and delay in the process will
be observed*.

Therefore, in the following we will analyze the effects of the low temperature plasma generated in ambient air
using a floating electrode dielectric barrier discharge (FE-DBD) setup on the seed germination and surface under
saline and osmotic stresses in the case of three A. thaliana genotypes seeds (Col-0, g2 and gpat5 mutants). Col-0
is the wild type seed, it carries the functional genes GL2 and GPAT5.

28-30

Results

Effects of plasma treatments under saline and osmotic stresses. In the context of global climate
change, the effect of low temperature plasma on seeds germination under salt or osmotic stresses is very interest-
ing to analyze. For the seeds treatment we used the low temperature plasma DBD device displayed in Fig. 1 and
described in material and method section. First of all, in standard growth conditions without any specific stress,
the low temperature plasma treatment increases the speed of testa and endosperm ruptures of the ecotype Col-0
of A. thaliana (Fig. 2A). However, the rate of germination was not affected. Indeed, after 64 hours of imbibition,
the control curve catches up the plasma treated curve in the case of the testa rupture (TR) when the maximum of
ruptures is reached (between 95 and 100%).
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Figure 1. Scheme of the plasma device of dielectric barrier discharges (DBD) in ambient air. Interior glass tube
diameter: 8 mm; glass slide thickness: 1 mm; metallic powered electrode diameter: ~8 mm.

In addition, our previous studies have shown an effect of the low temperature plasma on the seed surface of the
genotype Col-0%!. It is therefore of interest to determine if these differences are still observable on the two other
considered genotypes. As already underlined, the mutants gI2 and gpat5 have been chosen because they have
abnormal seed coat layers. The germination of the two different mutants of A. thaliana was analyzed and com-
pared with Col-0 (Fig. 2). The germination rate and speed of gI2 and gpat5 seeds are considerably reduced com-
pared to that of Col-0. After 64, it is reduced from 95% for Col-0 down to 50% for gI2 and gpat5 seeds. Despite
this, the plasma treatment increases the germination for the gI2 seeds (Fig. 2D) but prevents the germination of
the gpat5 seeds by inhibiting the testa rupture (Fig. 2G).

In saline stress growth condition, the plasma stimulation of the seed germination was always observable since
the plasma treated seeds have a better germination rate than the control seeds for Col-0 and g2 (Fig. 2B,C,E,F).
However, the germination rate of the plasma treated seeds is lower than the non-stressed case and decreases with
the increasing concentration of NaCl (from 0 to 50 mM). It is noteworthy that germination is totally inhibited
from 100 mM NaCl (data not shown). Therefore, the low temperature plasma treatment partially restores the
germination rate that decreased under saline stress condition. 64 h after sowing with 25 mM NaCl, the plasma
treated seeds reach a rate of 78% of TR whereas the non-treated seeds are only at 29% of TR for gI2 seeds (Fig. 2E).

The bar charts display the plasma effects on the percentage of the testa rupture compared to the control seeds
(Fig. 2J-L). As we can see, the negative effect (i.e. inhibition of TR) of the plasma on the testa rupture of gpat5
mutant seeds is constant. Moreover, the positive effect on Col-0 seeds (i.e. increase of TR proportion) becomes
lower with the augmentation of the salt concentration. Then, we must note that the positive effect of the plasma is
more important for the gI2 mutant seeds but that this effect decreases over time since the non-treated seeds catch
up the delay.

In order to separate the effects of osmotic and saline stresses, A. thaliana seeds were germinated in presence
of various PEG 6000 percentages. Increasing the percentage of PEG has a detrimental impact on the germina-
tion rate (Fig. 3). With 15% PEG, both control and plasma treated seeds did not germinate (data not shown). As
observed in the case of NaCl stress, the treatment of seeds with plasma partially restores the germination rate for
the seed grown on 5% PEG for Col-0 and g2 seeds (Fig. 3C,F). Using the literature, an equivalent osmotic pres-
sure expressed in bar could be calculated®** (Supplementary Fig. S2), thus showing that 25 mM of NaCl is equiv-
alent to 10% of PEG. But, the germination at 25 mM of NaCl is higher than the germination observed with 10% of
PEG. Then, at equal osmotic pressure the PEG has more inhibitory effect than the NaCl. In parallel, the positive
effect of plasma treatment seems to be lower in the case of seeds germinated in presence of PEG (Figs 2, 3).

Modification of seeds surface. Scanning electron microscopy (SEM) pictures show the appearance of
particular structure on the treated seed surface (Fig. 4A). There is no significant difference between the ecotype
Col-0, and the two mutants gI2 and gpat5 for control seeds (Fig. 4A,,B.;,B5,By). In parallel, Auramine-O staining,
allows to visualize by fluorescence the hydrophobic compounds such as lignin which is one of the structural
compounds of the seed*+*¢. The contours of the cells and the columella are visible on all shots. In the case of the
pictures obtained for plasma treated seeds, surface modifications are observed (Fig. 4A,,B,,B,,B;). On the refer-
ence ecotype Col-0, the fluorescent signal is decreased, the contours of the cells and columella are very sparsely
visible in the case of the treated seeds. For the seeds of gI2 mutants, there is a very strong loss of the fluorescent
signal; nevertheless, the walls and columella remain recognizable. For the gpat5 mutant, we observe a lower signal
loss and even an increase of the red fluorescence on the columella when compared with the treated Col-0 seeds.
This loss of signal could be explained by the modification of the seed surface as for instance a rearrangement of
the lipidic compounds over the surface due to the plasma treatment.
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Figure 2. Plasma treatment has opposite effect on germination of A. thaliana Col-0, gI2 and gpat5 seeds under
saline condition. This means that Col-0 and g2 seeds showed a plasma stimulation of the germination rate
while gpat5 showed the inverse effect (i.e. an inhibition of the germination). The testa rupture was evaluated as
a function of time and different genotypes. The blue curves represent the control seeds and the red the plasma
treated seeds. (A—C): Col-0; (D-F): gI2; (G-1): gpat5. 3 different germination conditions were tested: control
without NaCl (A,D,G,)); 25 mM of NaCl (B,E,H,K); 50 mM of NaCl (C,F,LL). Due to the lack of germination
with NaCl concentration higher than 50 mM, the obtained percentage of testa rupture are not shown. The bar
charts represent the plasma effect on the testa rupture compared to the control one (J-L).

In addition to the seed surface observation, the permeability of the seeds treated or not treated with the low
temperature plasma was tested with tetrazolium red. When it passes through the plant cell wall, tetrazolium red
is oxidized via dehydrogenases in the respiratory chain and turns red. Quantification of the red staining is pro-
portional to the seed permeability. Such tests were carried out on A. thaliana seeds of the 3 different lines, Col-0
which is the reference ecotype, and the two considered mutants gi2 and gpat5. Regardless of the genotypes, the
seed permeability decreases with the low temperature plasma treatment (Fig. 5). For Col-0, the absorbance is
decreased by a factor 1/3 with a p-value of 0.02857. The decrease in permeability for gI2 seeds is not significant
enough even if a small reduction was observed. The absorbance of the seeds of gpat5 was much higher in the
control condition due to the absence of cuticle and was reduced by a half after plasma treatment (from 0.8 to 0.4),
with a p-value of 0.01481 at Wilcoxon test.
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Testarupture as a function of time and PEG concentration

0% PEG 2,5% PEG 5% PEG

" ® “® “©
75 75 - 75 4
o
- 501 50 - 50
S
25 ¢ 25 + 28 4
0 + v 0o v 0 - v -
20 20 60 20 a0 60 20 40 60 -
100 | 100 100 - ®
© ® .
o
75 75 75 2
Y
]
)
N so 50 50 o
&) 4
w
25 - 25 - 25 //' &
=
[ =4
0+ g ’ 0 0 e 'g'
20 40 60 20 40 60 20 a0 60 5
“© G) " ©
75 1 75 75 4
2
50 - 50 - 0 -
O
Q
B’ 25 25 25
0 0 - . 0
20 40 60 20 40 60 20 40 60
Time (h)
“wo wo 400
w@ w@ -f@ £ 5
-y
w
400 @00 a0 -~ n
o 3
20 0 Laad c v
100 100 00 I 22
o ~
PR - II .---l-- °l-- I -
EE:
Wi le s s e 2 o8 2/ ™ sz s s 2l & 2 g e s 2 s &2
Col0 gi2 gpots Coko of2 gpots Colo iz gpots

Figure 3. Plasma treatment has opposite effect on germination of A. thaliana Col-0, gI2 and gpat5 seeds under
osmotic condition. This means that Col-0 and gI2 seeds showed a plasma stimulation of the germination rate
while gpat5 showed the inverse effect (i.e. an inhibition of the germination). The testa rupture was evaluated as
a function of time and different genotypes. The blue curves represent the control seeds and the red the plasma
treated seeds. (A—C): Col-0; (D-F): gI2; (G-1): gpat5. 3 different germination conditions were tested: control
without PEG (A,D,G,]); 2,5% of PEG (B,E,H,K); 5% of PEG (C,F,LLL). Due to the lack of germination with PEG
content higher than 5%, the obtained percentage of testa rupture are not shown. The bar charts represent the
plasma effect on the testa rupture compared to the control one (J-L).

Change of peroxidase activities. At least 23 CIII Prxs genes have been shown to be expressed during
early germination steps (see Supplementary Fig. S2 and Supplementary Table S3 rebuilt in the present work
from litterature data*’). They were detected in both testa and endosperm tissues where the corresponding pro-
teins could have major function to favor the rupture of the two seed envelops prior the radicle protrusion as
previously demonstrated®*#s. In this study, the whole peroxidases activity has been quantified and reported in
Supplementary Fig. S2. We can see that the total peroxidases activity was increased in the case of plasma treated
seeds.This is in agreement with recent studies demonstraiting the function of peroxidase in seed germination®"*
that could explain a part of the plasma germination activation.

Discussion
This study highlights the partial neutralization by the plasma treatment of the adverse effects of the salt and

osmotic stresses on seed germination.
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Treated seeds

Control

Figure 4. Low temperature plasma affects A. thaliana seeds surface. (A) Col-0 seed columella with or without
plasma treatment observed with a scanning electron microscopy. Scale bar: 10 um. (B) Confocal observation of
seed from the three different A. thaliana genotypes with or without plasma treatment using lens 10X zoom x9.
The seeds are previously stained with auramine-O. After excitation at 488 nm, seed surface was visualized by
reflection at 484-494 nm (gray); by fluorescence at 505-560 nm (green), by fluorescence at 572-642 nm (red).
The right bottom panel corresponds to the merged of the 3 detection. Scale bar: 100 um.
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Figure 5. Low temperature plasma treatment modifies A. thaliana seed permeability. (A) Picture of the three
Arabidopsis seed genotypes (Col-0, gI2 and gpat5) treated or not with plasma. The seeds were incubated for
48hours in tetrazolium red. (B) Boxplots of the absorbance of the grind seeds with tetrazolium versus the
genotype and the treatment (T for plasma treatment and C for control). The blue boxplots display the control
seeds and the red ones the plasma treated seeds. 3 batches of 100 ug seeds for each genotype and treatment were
tested for permeability assays.

Depending on the considered seed genotype and mutants, a reduction and, in some cases, an inhibition of
germination in saline conditions were observed. Saline stress has negative effects largely due to the ionic imbal-
ances’® and the interference in the absorption of water and essential nutrients for plant development®*>*!. In the
presence of a high concentration of NaCl, the germination rate and speed strongly decrease. The seeds treated
with low temperature plasma remain affected by the effects of salt stress; however, it appears that germination rate
of treated seeds is still higher than the control one except for gpat5 mutant. This means that the effect of plasma
counteracts partially the negative effect of the saline stress.

If the seeds are germinated in presence of PEG, variable reduction and delay of the rate of germination are
found*2. Moreover, it has been shown that the PEG has a more negative effect than the NaCl on the germination.
This could be explained by the ionic balance in the seed, the influx of NaCl will reduce the osmotic pressure but
as the PEG cannot pass through the cell wall, the ionic balance remains too strong for proper water intake and
then a correct seed germination*-*. This is in agreement with the results presented in this study. It is noted that
the low temperature plasma reduces the effect of osmotic stress by allowing a better germination rate except as
expected for gpat5 mutant.

One of the hypotheses to explain the plasma-stimulated germination is an effect of limitation of exchanges
with the direct environment of the seed after a plasma treatment. Indeed, it appears that the protective layers of
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the embryo were altered by the plasma treatment reducing the seed permeability. The decrease of the permeability
due to the low temperature plasma, observed in the three genotypes, could explain the reduction of the inhibitory
effect of NaCl and PEG.

To confirm this hypothesis the mutants gi2 and gpat5 have been used. The GL2 gene is a transcription factor
that allows the normal development of the seed coat and mucilage?. The gpat5 mutant presents a lack of cuticle in
the seed coat®. Our results confirm that the germination rates of gI2 and gpat5 mutants were reduced compared
to the ecotype Col-0%. For the gI2 mutants the observations are similar to those done for Col-0 ecotype since
the low temperature plasma increases the rate and the germination speed. This can be explained in part by the
weakening of the outer layers. On the other hand, the gpat5 mutant did not germinate after the plasma treatment.
As this specific gpat5 mutant is altered in its protective layers, the underlying assumption is that seeds are more
sensitive to the plasma processing and the survival of the embryo is permanently impaired. For recall, the low
temperature plasmas have generally a dose-dependent effect'>'® since at low dose, which in this case corresponds
to a shorter treatment time, this increases cell division and at high dose this inhibits it.

On the other hand, we investigated the possible effects of the low temperature plasma treatment on seed sur-
face. The seed coat plays an important role during the germination step since it acts both as a physical protection
but can also act as a constraint for the release of the radicle. As a result, any change of the outer layers can affect
the seed germination. Scanning electron microscopy has clearly revealed a change on the seed surface after the
plasma treatment. Thus, it appear that this surface modification can correspond to lipid compounds exuded from
the seed following the plasma treatment. An increase of the germination rate and a change in the surface structure
could be correlated®'.

In addition, the modification of the surface is also confirmed by the fluorescence observations. Regardless
of the Col-0 ecotype, the seed surface is similar between the different seeds without plasma treatment. After the
plasma treatment, a significant modification is observed on the seed surface of Col-0 and gI2 since a disappear-
ance of the fluorescent signal is noted. The observation of the seeds of the gpat5 mutants shows that the plasma
has a smaller effect compared to the two other genotypes. This can be explained by the cuticle deficiency of the
gpat5 mutant and can point out the formation of a neo-lipidic structure at the seed surface after the plasma
treatment.

The modification of the seed surface observed in microscopy which can be due to the change of the lipidic
structure, could explain the reduction of the permeability of the plasma treated seeds compared to the controls.
Plasma treatment makes the seeds less permeable which could have a beneficial effect on the physical dormancy
of the seed*2. This effect is observed for the ecotype Col-0 and the mutant gpat5, however we have not observed
significant permeability reduction for the gi2 seeds. But the initial low germination rate of this mutant could
explain the negative effect of the plasma treatment. Complexity of fatty acid composition of the seeds but also in
the signalling pathways of mantle formation could explain this observation®’. Moreover, since the permeability of
the seeds of the mutants gi2 is initially low, it seems to make it difficult to reduce the permeability of these seeds. It
is interesting to observe the significant decrease in permeability for gpat5 seeds. Indeed, it is half reduced after the
low temperature plasma treatment which clearly indicates and underlines the plasma effect without any ambigu-
ity. This is also related to the properties of gpat5 mutant and allows to conclude that the effect of the plasma is not
only due to the alteration of the cuticle since gpat5 does not present a synthesis of this polymer.

Conclusion

In this study, the effects of low temperature plasmas on germination of A. thaliana seeds were thoroughly inves-
tigated. The low temperature plasma was generated in ambient air by a dielectric barrier discharge setup while
the ecotype Col-0 and the two mutants gl2 and gpat5 were analyzed under osmotic and saline stresses to better
understand the plasma effects on testa and endosperm ruptures during the early germination step.

It is highlighted that plasma treatment increased the germination speed and rate under the different stress
conditions, which may be of great interest for agronomy. In fact, the increased germination rate of plasma-treated
seeds grown in salt stress allows the investment of greater areas with saline soil. It is clearly underlined that the
low temperature plasma treatment does not completely counteract the effects of stress, but it may, in some cases,
compensate the germination delay. The plasma-induced changes of seed surfaces that were observed in scanning
electron and confocal microscopies and the plasma-induced decrease of the seed permeability of the embryonic
external layers suggests that the observed effects on seed germination are due to the changes of the seed layers.
Nevertheless, the use of the ecotype Col-0 and of the two mutants gl2 and gpat5 illustrate the importance of the
integrity of these layers. Indeed, the treatment of the mutant gpat5 almost completely inhibits germination. This
suggests that a prolonged plasma treatment or a treatment with more reactive and energetic plasma active species
would have negative effects on germination.

Moreover, the present results propose that plasma treatment could affect both the changes in the structure and
in the composition of lipid compounds of the seed surface prior germination and the seed metabolisms during
early germination step.

Methods

Low temperature plasma device. Dielectric Barrier Discharge (DBD) is a device that generates low tem-
perature plasma at atmospheric pressure between a cylindrical electrode covered with a dielectric and connected
to the high voltage power supply and a grounded electrode also covered with a dielectric (Fig. 1) while ambient air
is used as a background gas. Due to the possibility to use any surface as a grounded electrode, such plasma device
is called floating electrode DBD (FE-DBD). The electrical parameters of the mono-polar pulsed power supply are
set to 10kV for the voltage, 10 kHz for the frequency and 1 ps for the pulse width while the rise and fall times of
the voltage pulse are of about 80 ns. Further details on the plasma characteristics generated by this FE-DBD air
plasma can be found elsewhere*.
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As displayed in Fig. 1, A. thaliana seeds are placed in the inter-electrode gap between the glass of powered
and grounded electrodes directly in contact with the air low temperature plasma. The treatment time of the dif-
ferent seed genotypes is fixed at 15 min which is an optimal time already parameterized and chosen in previous
works?,

Plant material. Several genotypes were used, Col-0 (which is the wild type strain carrying functional GPAT5
and GL2 genes) and two mutant lines (gpat5 and g12)>+%.

The seeds of A. thaliana are germinated on Whatman ™ paper circles (3MM Char Chromatography Paper,
Medium thickness: 0.34 mm), which are placed in Petri dishes of 35 mm in diameter. The boxes are saddled
with ANAPORE surgical plaster. In vitro culture conditions are considered: humidity 100%, box temperature
22°C/20°C, photoperiod 16 h/8h. The paper is soaked with 0.5 mL of the following solutions: distilled water;
NaCl (25mM, 50 mM, 75 mM and 100 mM); PEG 6000 (5%, 10%, 15% and 20%) (Polyethylene glycol, BioUltra,
Sigma Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France).

Conduct of experiments. The A. thaliana seeds are treated during 15 min and placed in a Petri dish. The
different seed observations are made 24 h, 40 h, 48h and 64 h after imbibition. About 150 seeds per dish and 3
independent batches.

Seed germination. In order to quantify the seed germination, the rate of testa and endosperm ruptures as well
as the number of cotyledons were noted using a binocular microscope. The resulting image processing is done on
Image]J version 1.46r°. The obtained results are entered on an Excel® table and statistically analyzed using the R
studio software version 1.0.136 (cran.r-project.org). Student tests*’ as well as Wilcoxon tests*® were carried out to
detect the significance of the differences between the various seed analyses.

Seed surface. Pictures of the seed surface are made using a confocal monophoton microscope (Leica SP8).
Observations are made using at least 20 seeds of the different genotypes treated or not. The optical characteristics
are set as follows: excitation laser at 488 nm; reflection from 484 nm to 494 nm; auto fluorescence at 505-560 nm
and 570-640 nm. The used lens is a 10 x 0.3 dry. The distance between the focal planes is fixed to 3 pm. The differ-
ent seeds are prior stained with a fluorescent compound, Auramine-O at 0.003% in 70% ethanol (Sigma Aldrich).
This compound allows to localize hydrophobic compounds such as the waxes and precursors of cutin as well as
lipid compounds™.

Seed permeability. Seed permeability tests are performed using triphenyltetrazolium chloride (tetrazolium red,
Fisher) which has the property of being reduced to formazans becoming red, as they cross the plasma membrane.
The control and plasma-treated seeds are incubated with 1% tetrazolium red solution for 40h at 28 °C. They are
rinsed with distilled water and grind by hand in 95% ethanol using pestles. The grind material is centrifuged at
3500 rpm during 3 min and the absorbance of the supernatant is measured at 492 nm. Each permeability assay
was performed 3 times using 10 mg of seeds from 3 independent batches of seed treated or not with the low tem-
perature plasma.

Analysis of gene expression data. Gene expression data, available from seed embryogenesis and germina-
tion kinetic, were extracted from two previous studies?”*’. The extracted data were transformed to log2 val-
ues. The gene expression limit was set up at 5, under that threshold, the expression is considered as negligible.
Subsequently, GL2 or GPATS5 for the embryogenesis set and Peroxidase 69 (AT5G64100) for the germination set
were used as a bait to calculate the Pearson correlation coefficient (PCC). Then, the genes are sorted and ranked
according to their decreasing PCC. This allows to extract the genes that have a similar spatio-temporal expression
profile. From this ranking, all the first 50 genes are selected from the embryogenesis set and only the peroxidases
encoding genes were selected from the germination set. The expression profiles of the different genes are high-
lighted by a heatmap: gray (expression data below the threshold of 5); from yellow® (minimum expression data
above the threshold of 5) to red (maximum expression data).
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Title

Stimulation of seed germination and plant growth by cold plasmas at

atmospheric pressure

Abstract

This work is part of the convergence of the fields of plasma physics and plant biology. The
objective of this thesis is to contribute answers to the mechanisms involved in the effects of
cold plasmas at atmospheric pressure on the germination and development of plants.

The plant model in plant biology Arabidopsis thaliana is used; by considering the reference
genotype Col-0 and several of its mutants (gl2 and gpat5) in order to better highlight the effect
of plasma, in particular on osmotic and saline stresses. For the direct treatment of seeds to
promote germination, air plasmas are used. Indirect treatment for growth stimulation uses

plasma-activated water (PAW) thanks to helium plasma jets.

The results show a positive effect of the plasma treatment of air generated by a dielectric barrier
discharge device on a floating electrode (FE-DBD) and also a corona device in ambient air.
These direct treatments allow an increase in the germination rate but above all an increase in
the speed of germination. Analysis of the seed permeability revealed a change in the seed
surface due to a physical effect of the plasma on the surface. Analysis of the surface residues
shows a change in lipid composition. This being strongly correlated with germination; these
results allow the identification of an understanding track of the effects of plasmas on the

germination of seeds.

In a second part, the indirect treatment of plants with PAW has the effect of increasing the
growth rate. The plasma creating a certain number of reactive species of oxygen and nitrogen

(in particular nitrates and nitrites) acts as a fertilizer stimulating the growth of plants.
Keywords

Cold plasma, Germination, Arabidopsis thaliana, Reactive species, Plasma-agriculture,

Development



