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INTRODUCTTION

- LES GLYCOSPHINGOLIPIDES -

Les glycosphingolipides forment une classe de lipides caractérisés
par une grande complexité structurale mais aussi par le caractére énigmatique

de leurs fonctions (d'oll 1'étymologie de leur nom).

Les méthodes de fractionnement, de chromatographie en phase gazeuse
et de spectroscopie de masse, ont démontr? la grande hétérogénéité de ces
lipides. Cette hétérogénéité repose en effet sur la juxtaposition dans leur
molécule, de 3 constituants : sphingosine ou base 3 longue chaine (ICB.: diol
aminé ou 1'un de ses analogues), acides gras (AG) et hydrates de carbone
(sauf dans les cBramides). Cette complexité structurale est accrue par la va-
riabilité de ces constituants et par la présence de divers résidus sulfuriques'

ou phosphoriques.

les glycosphingolipides ont été& identifiés chez les végétaux par
CARTER (1969). Un grand pas dans la connaissance de ces composés est apporté
par de nombreux travaux qui s'attachent & &lucider la structure de leur copu-
le osidique (SHAPIRO, 1969), la nature des bases & longue chaine (KARLSSON,
1971) et égalemeﬁt i définir leurs @&ventuelles propriétés biologiques
(RAPPORT et GRAF, 1969).



1 - Glycosphingolipides et structure membranaire :

Si 1l'implication de ces lipides dans la structure des membranes vivantes est
un fait bien €tabli, il n'en est pas de méme gquant & leur participation aux
multiples activités physiologiques reconnues aux membranes animales et végé-
tales. Cependant, ces derniéres années sont marqufes par un grand progrés
dans ce domaine de la biologie ol s'est imposé un nouveau mode de raisonne-—
ment pour les biochimistes préoccupés par une meilleure connaissance de 1'@€di-
fice moléculaire et des activités membranaires qui lui sont associées. Ils
raisonnent en effet de plus en plus en "fractions polaires et apolaires" qui
résultent de 1l'arrangement, de la distribution des charges &lectrigues sur

un ensemble plurimoléculaire. Ainsi, la localisation et l'accumulation de ces
lipides aux "frontiéres" des différents compartiments intracellulaires sont ‘
étroitement dépendantes du caractére amphipathique de la molécule lipidique
ol "téte" et "queue" apolaire, hydrophobe et lipcphile (acides gras, bases &

longue chaine) sont associées.

2 - Glycosphingolipides et propriétés membranaires :

Intéressante dans la compréhension de 1'établissement des structures et de
1'architecture membranaires, 1'amphipolarité des glycosphingolipides le sera
également pour expliciter leur participation directe aux diverses activités

qui sont reconnues aux membranes vivantes.

I1 est bien &tabli actuellement qu'elles sont au centre de la plupart des
grandsproblémes physiologiques tels la perméabilité (notamment la perméabilité
sélective vis—-3-vis des ions minéraux et des petites molécules, le transport
actif et le contrdle des échanges), la plasticité, 1'extension, 1'adhésivité

de la surface cellulaire, la régulation ou la limitation de la croissance,

la biosynthése des parois, la génération et la conducticn de 1'influx nerveux,

de 1'information lors de 1l'irritabilité et de la reconnaissance.

Elles sont également impliquées dans de nombreuses conversions de 1'@nergie
lumineuse en impulsions &lectriques (rétine) ou en énergie chimique (chloro-
plastes). Enfin, elles contribuent & diverses exocytoses et & établir les

frontiéres des territoires ol sont localisées les enzymes autolytiques.



Ces derniéres années, la participation des glycosphingolipides semble détermi-
nante dans les propriétés des meubranes snimales et notemment dans les pro-
priétés mécaniques telle la plasticité, ou plus physiologiques telles 1'excita-
bilité et la conduction. Ils semblent contrdler les propriétés fondamentales
de permfabilité liée au transport actif des ions et par conséquent .a sa sé-
lectivité. La plasticité des membranes est illustrée par la formation de .
vésicules qui apparaissent par exemple lors du gonflement réversible des glo-
bules rouges soumis 34 un choc osmotiquej ou aprés 1l'insertion d'une microglec-—
trode par la possibilité de mesurer une différence de potentiel sans qu'aucune
perturbation, tel un court circuit, n'apparaisse;ou,enfin, lors de la libéra-
tion par ultrasons des sous—unités lipoprotéiques des membranes mitochondria-~

les.(GREEN et coll., 1967).

Dans tous ces exemples, la vésicularisation est responsable de la cicatrisa-
tion, elle est rendue possible sans nul doute par la présence des protéines‘
menbranaires mais aussi grice aux propriétés lubrifiantes des lipides de ces
membranes. Actuellement, des expériences d'@lectrophysiologie appliquées &
1'axoplasme du nerf de Crabe impliquent expressément dans ce processus de

réponse 4 l'excitabilité, les glycosphingolipides membranaires.

~ INCOMPATIBILITE DE FECONDATION -

Iles mécanismes physiologiques gqui se produisent entre la pollini-

sation & la surface du stigmate et la fécondation de 1'ovule, reposent sur
la reconnaissance du pollen par un stigmate ou un style, et sur des &changes
de substrats assurant la germination et la croissance d'un tube pollinique qui

~ -~ . ) . 12
ameénera les gametes au sac embryonnaire. Ces processus de reconnaissance, d'é-
change et de métabolisme actif sont scumis i des mécanismes rigoureux de
contrdle génétique strictement définis pour chacun des partenaires et chez

toutes les especes.



Ie style nous a paru représenter un excellent matériel pour analy-
ser les rapports entre glycosphingolipides totaux et glycosphingolipides neu-

tres et ces processus de reconnaissance, d'échange et de métabolisme actif.

Un mécanisme d'incompatibilité de fécondation est en effet connu
qui se traduit par 1l'inhibition dans le style du tube pollinique formé, c'est-
d-dire par l'autostérilité de 1'individu bien que les deux partenaires soient

physiologiquement normaux.

Une meilleure connaissance des mécanismes qui régissent 1'auto-
incompatibilité a été trés diversement envisagée, car les démarches expérimen-~
tales proposées reflétent les différents courants de pensée de ce siécle
- applications de technigues histologiques aux différentes barriéres a la fer-
tilité reconnues ;

- applications de méthodes de fractionnement et d'identification zux différents
aspects du métabolisme aprés pollinisation compatible et incompatible ;

- analyse des relations possibles entre surfaces polliniques et stylaires
afin de mieux comprendre les modalités de leur reconnaissance et de leur refus ;

~ analyse ¢&galement, des structures membranaires afin de mieux comprendre quel-
ques—unes de leurs activité@s en particulier dans l'effet des modifications de
la perméabilité d8s le signal de reconnaissance ou dans la qualité du trans-
fert de ce signal.

Ce sont ces différents aspects de la recherche appliquée & une meil-~
leure compréhension du processus de l'autoincompatibilité de fécondation que

nous allons résumer ci-aprés.

I - DEFINITION DES BARRIERES DE FECONDATION

L'incompatibilité de fécondation est trés répandue chez plus de
3000 espéces végétales appartenant d 350 genres distribuées dans environ

70 familles (GAGNIEU, 1950 ; BREWBAKER, 1957 ; LINSKENS et KROH, 1967).

Jusqu'd ces derniéres années, toutes tentatives d'une meilleure
compréhension de 1'incompatibilité de fécondation ont reposé sur 1l'analyse des
relations de 1l'inhibition de la croissance du tube pollinique en fonction de
son déterminisme génétique et d'un métabolisme actif nouveau par de multiples

déviations glucidiques, protéiques et lipidiques. Ces tentatives ont conduit



FIGURE 1

LOCALISATION DES BARRIERES D'INCOMPATIBILITE

1 ¢ Anhibition de La germination du ghain de pollen
2 : inhibition de Za croissance du fube pollinique
3 : prévention de La fusion des gamétes
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8 distinguer des barriéres 4 la fertilité selon les sites d'inhibition (fi-

gure 1) au niveau du stigmate, du style et de 1'embryon.

1 - Localisation au niveau du stigmate

Au niveau du stigmate, la germination du pollen peut &tre plus ou moins tota-
lement inhibde. Les rares tubes polliniques formés sont courts et recroque- .
villés, ils ne pénétrent pas dans la papille stigmatique et l'orientation de
leur croissance est anormale dans son tropisme. Finalement, la formation

d'un dépdt de callose margue le terme ultime de cette &bauche de germination.
Ce processus est trés largement distribué chez les Crucifdres (CORRENS, 1913 ;

RILEY, 1936 ; STOUT, 1922 ; BATEMAN, 1955).

La destruction du stigmate ou de sa surface par décapitation, irradiation aux
rayons X ou solubilisation des lipides de surface par des solvants organigues
léve 1l'inhibition, montrant ainsi que le site de la réaction incompatible est

bien le stigmate.

2 - Loealisation au niveau du style :

Le tube pollinique formé par germination du pollen sur un stigmate péndtre
dans le style, mais sa croissance primitivement ralentie sera finalement blo-
quée 3 une certaine distance ou hauteur du stigmate dans le style. Ses parois

sont épaissies et un bouchon de callose obstrue &galement sa partie apicale.

v

Etudié chez Veronica (FILZER, 1926) et Nicotiana (EAST et MANGELSDORF, 1925)
ce cas d'incompatibilité correspond au type personé parce gu'il est trds ré-
pandu chez les Personées qui comprennent &galement Petunia. Mais ce cas
d'incompatibilité apparalt également dans des groupes plus Zloignds tels que

les genres Prunus ou Oenothera (LINDER, 1957).



3 - Localisation au nivequ de 1'embryon :

Ies tubes polliniques atteignent le sac embryonnaire et la syngsmie est effec~
tive mais les embryons dégénérent. Observé par SEARS (1937) ce cas correspond
davantage & une inhibition de combinaison gamétique probsblement sous 1'in-

fluence des téguments (LINSKENS, 1966).

IT - DETERMINISME GENETIQUE

Depuis les travaux de DARWIN (1876), CORRENS (1913), EAST et
MANGELSDORF (1925), EAST (1915 ~ 1929), on sait que la réaction d'inhibition
est dlie 4 la présence d'uﬁ géne S dont la transmission héréditaire s'effectue -
selon un mécanisme mendélien. Deux systémes génétiques ont été identifiés
1'un 3 détermination gamétophytique (AIG), 1l'autre 3 détermination sporophy-

tique (AIS).

1 = Autoincompatibilitd gamétophytique de fécondation :

Dans ce cas, c'est le génotype haploide du pollen (gamétophyte issu de la
méiose) qui détermine la compatibilité ou 1'incompatibilité de fécondation.
Bien représenté chez de nombreuses Personnées telle Petunia, il peut &tre
compris en considérant 1l'exemple d'Oenothera missouriensis (LINDER, 1967).

Une plante 3 génotype S1S3 par exemple donnera, aprés méiose, une population
des microspores composée par moitié d'individus S1 et d'individus 83. Leur
comportement varie selon 1'alléle S rencontré dans le style (cf. schéma de
ségrégation méiotique). Le tube pollinique S1 ne peut traverser lé style de la
plante S S, et féconder ses ovules. Par contre, le style 8,8
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La descendance ne comporte ici que deux génotypes : le croisement est dit
demi-compatible et le type d'incompatibilité est bien & détermination haploi-
de. Ce contrdle se fait par un seul locus possédant plusieurs alléles. Ce
type d'incompatibilité peut donc étre défini comme gamétophytique monofacto-
riel. Il est rencontré chez les genres Nicotiana, Petunia, Lycopersicum,
Solanwr, Prunus et Trifolium. Un systéme gamétophytique bifactoriel a été dé-
couvert chez les Graminées (LUNDQUIST, 1955). Dans ce cas, deux loci (8 et Z)
indépendants sont polyalléligues et le pollen est rejeté quand les alldles
aux deux loci sont également présents dans le stigmate et dans le style; il

ne l'est pas dans les autres cas.

D'autres syst@mes bifactoriels ont été étendus 4 d'autres familles par
DE NETTANCOURT (1972), PANDEY (1957) et LUNDQUIST (1962). Ils seraient égale-
ment répandus chez les Angiospermes et en particulier chez les Dicotyl@dones

(LUNDQUIST, 1975).

2 - Autoincompatibilité sporophytique de fécondation :

Ie second cas d'incompatibilité est dit sporophytique, car c'est le génotype
du sporophyte qui s'inscrit globalement dans le cytoplasme et la paroi de
toute la population des microspores, indépendamment du génotype haploide de
chague grain de pollen. Le controle sporophytique du comportement du pollen
dsns ce systéme d'autoincompatibilité a &€té analysé par CORRENS (1913) chez
les Cruciféres. L'étude génétique de ce contrdle a été poursuivie par BATEMAN
(1954 - 1955). Un systéme analogue a &té décrit pour les Composées par HUGHES
et BABCOCK (1950). ‘

Un seul locus possédant des séries alléliques est en cause. Le systéme sporo-
phytique est monofactoriel, mais il peut €tre homomorphe ou hétéromorphe

(DE NETTANCOURT, 1972). le systéme AIS homomorphique est plus simple que le
systéme AIS hétéromorphe (qui repose sur des différences structurales flora-
les), bien que des relations de dominance et d'indépendance entre les divers
alléles au moment de la détermination des phénotypes du pollen et du style

soient connues (SAMPSON, 1957 ; THOMPSON, 1957 ; DE NETTANCOURT, 1972).



TABLEAU 1

CONTROLE GENETIQUE DE L'AUTOINCOMPATIBILITE

Contnole
Morphologie | ~TTTTTTTTTTTTTITYTTTTTTTTTTITTTIO Nombre de | Nombre
. 'l lE
Pollen Stigmate-Style Loet d eles
Homomorphique sporophytique :
dépend des gines, comme iizi le 1 plusieurs
relation de do- po
minance.
gamétophytique
action des geénes | action des génes 182 plusieurs
dans chaque grain!| dans chaque cel-
haploide lule haploide
Hétéromorphique | sporophytigue
avec dominance dominance 1 2 .
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Le tableau 1 (LEWIS, 1954) et la figure 2 (DE NETTANCOURT, 1972) résument
les diverses situations génétiques publiées par des revues récentes (ARASU,

1968 ; TOWNSEND, 1971 et DE NETTANCOURT, 1972).

IIT - PHYSIOLOGIE DE L'INCOMPATIBILITE

De nombreuses hypothSses ont été avancées pour tenter de fournir
une interprétation moléculaire aux barridres d'incompatibilité de fécondation
rd

en retenant que cette réaction est toujours caractérisée par sa haute spéei-

ficité.

1 - Relations avee la respiration

Les études expérimentales ont porté essentiellement sur les autoincompatibi~
1ités de surface (Cruciféres) ou d'inhibition de croissance du tube polli-
nique (Petunia, Oenothera et Lilium). D'une maniére générale, la pollinisation
exige un apport énergétique des tissus stylaires mais cette exigence sera
beaucoup plus impérieuse en incompatibilité. Le processus respiratoire est
perturbé, ce que montre ia forte conscmmation en oxygéne des auto-tubes ou,
entre 3 et 8 heures de pollinisation, les valeurs des tensions en oxygéne sont
environ 20 % plus élevées. Cet accroissement repose sur 1'augmentation des
activités des enzymes impliquées dans la respiration (phosphatase acide et cy-
tochrome oxydase), sur la dégradation des substrats glucidiques, protéiques et
enfin sur une participation plus active des lipides dont 1'augmentation du '

taux de désaturation doitétre 1ié 4 ce processus (CARON, 1972).

I1 faut, avec STANLEY et LINSKENS (1967), souligner l'importance du gradient
de pression en oxygéne qui va décroissant du stigmate vers 1l'ovule, or 1'é-

clatement des tubes polliniques est 1ié 4 1l'apparition de faibles tensions en
oxygeéne. Ainsi, toutes variations de ces tensions interviéndraient dans le

contrdle du développement de 1'autostérilité.



FIGURE 2

CLASSIFICATION DES SYSTEMES D'AUTO-INCOMPATIBILITE
SELON DE NETTANCOURT
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2 - Relations avec le métabolisme des hydrates de carbone :

En ce qui concerne le bilan des hydrates de carbone, les observations mon-
trent que les tubes incompatibles possédent par rapport aux xéno-tubes, un
plus grand nombre de bouchons de callose ainsi qu'une trame plus dense de
fibrilles cellulosiques dans la paroi de 1l'extrémité du tube. Ces dépdts de

glucides sont utilisés pour la croissance normale du xéno-tube.

Lors de la croissance du tube pollinique, les hydrates de carbone affluent dans
le style en méme temps que baisse le taux de sucre libre. Il y a accumulation
d'amides, telles l'asparagine et la glutamine (LINSKENS, 1967). Ce processus
plus rapide dans les styles xénopollinisés que dans les styles autopollinisés
permet de conclure i une dégradation et & une cgnsommation plus intenses des
protéines par les phénoménes respiratoires. C'est aussi ce qu'indique, aprés‘
autopollinisation, l'apparition d'une forte reconversion de proline et gluta-
mine, cette dernidre &tant incorporée aux processus respiratoires (LINDER-
LINSKENS, 1972 ; LINDER-COUSTAUT, 1966).

Bien que des relations existent entre la réaction d'inhibition de croissance
du tube pollinique (expression de 1'autoincompatibilité) et sa nutrition, ce
sont les &tudes du métabolisme protéique 1ié § la pollinisation compatible

ou incompatible qui ont &té prépondérantes jusqu'en 1973 environ.

3 - Relations avec le métabolisme protéique :

Il a été montré que le tube pollinigue et les cellules du tissu conducteur
sont le sidge d'intenses réactions métabtoliques nées de leurs échanges. Le
tube pollinique émet des hormones et des enzymes ; ces derniéres sont desti-
nées & se frayer un chemin et a assurer sa nutrition et 1'élaboration de sa
paroi. De son cGté, le style fournira l'eau, les substrats et également les

enzymes.

Ces intéractions métaboliques bien étudifes en pollinisation compatible,
conduisent & des modifications des activités enzymatioues locales ol des inhi* 3
bitions temporaires (phosphatases alcalines) sont notées paralldlement & 1'ac—
tivation d'autres systémes enzymatiques (ROGGEN, 1967). C'est ainsi que chez

Petunia si la xénopollinisation est caractérisée par 1'augmentation des
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a-mannosidases (multipliée par 5), de la N-acétyl- B —glucosaminidase (doublée),
1'autopollinisation par contre ne modifie pas l'activité de la N-acétyli-B-glu-
cosaminidase et de l'o-mannosidase, mais double celle de l'o-galactosidase du
style (LINSKENS et coll., 1969). Il est vraisemblable que ces rapports simples
qui sont obtenus (2 pour la N-acétyl-B-glucosaminidase, 5 pour l'o-mannosidase)
supposent liinduction d'une synthése spécifique conduisant & des poljméres

hybrides (isozymes).

La croissance d'un tube pollinique semble dépendre de la formation d'isozymes
bien adaptées a4 la synthése de la paroi des tubes. Mais 1'induction d'isozy-
mes repose sur la présence de sites complémentaires dans les structures molé-
culaires de telle sorte que 1'absence de sites conduit 4 1l'impossibilité de
synthétiser des monomeres spécifiques des deux alléles identiques, - ce qui -

explique la non augmentation des activit€s enzymatiques observée.

Dans 1l'incompatibilité ce ne sont pas tellement les relations inhibition -
nutrition qui semblent les plus importantes, bien que les alternances lumidre -
obscurité influencent la capacité photosynthétisante des styles de Petunia

et par voie de conséquence la réaction d'inhibition d'un tube pollinique.

On sait en effet, que ses réserves nutritives sont faibles et la demande en
substrat €levée tant pour sa croissance que pour le processus respiratoire

1ié i sa croissance.

I1 apparalt surtout que 1l'incompatibilité de fécondation est dominée par la
spécificité génétique d'induction d'une synthése protéique dans le tissu
récepteur, sous l'influence d'une molécule spécifique introduite au cours de
la gamétogénése. Mais il a été constaté que la pollinisation fait largement
appel 3 des échanges d'eau, de substrats et que les activités enzymatiques
nécessaires 4 la croissance du tube pollinique sont sous 1'étroite dépendance

de 1'éguilibre des concentrations ioniques dans le milieu stylaire.

I1 est ainsi devenu de plus en plus évident que 1'incompatibilité de féconda-~
tion évoque, dans une large mesure, l'absence d'un facteur de perméabilité des

membranes que le pollen ne peut trouver que sur un stigmate porteur d'un au-
tre alléle.



11

4 - Relations avec le métabolisme lipidique :

Les relations entre troubles de la perméabilité et perturbations des échanges
de substrats et d'activités enzymatiques d'une part, entre perméabilité et
signal de reconnaissance, réception et transfert de 1'information d'autre
part, ont conduit 3 des analyses préliminaires des lipides. Ces analyses con-
cernent le métabolisme des lipides totaux, les études des lipides participant
aux structures membranaires, leurs inter-relations dans les membranes, ou avec
d'autres molécules constitutives telles les glycoprotéines ou les polysac-
charides impliqués dans la structure des parois ou des membranes, ou encore
avec les sécrétions des surfaces de contact pollen - stigmate. Aussi, dif-
férentes méthodes d'analyses blochimiques, de cytologie, de cytochimie et

d'électro-physiologie participent-elles & ce renouveau des recherches.

Rappelons, avant d'envisager les relations de surface pollen - stigmate, les
quelques acquisitions apportées par 1'€tude de la participation des lipides.
a4 1'inhibition de croissance et au métabolisme spécifique de 1'incompatibilité

de fécondation.

La participation des lipides dans la réaction d'incompatibilité a été envisa-
gée bien que nos connaissances sur les lipides des plsntes soient peu avancées.
STOWE (1960) avait montré que la croissance des sections de Pois était faci-
1itée par la présence d'esters méthyliques d'acides gras & longue chaine (lino-
léate de méthyle) sans doute en synergie avec l'auxine si la concentration en
esters est faible. Par contre, une activité& inhibitrice de la croissance des
bourgeons axillaires des plants de Tabac par certains acides gras, a été ca-

ractérisée par TSO (1964).

Ie pollen d'Oenothera missouriensis renferme deux esters méthyliques naturels
(COUSTAUT-LINDER, 1977) : oléate et arachidonate de méthyle. Cette composi-
tion a été& rapprochée de celle du pollen de blé ol coexistent caproate et
caprylate de méthyle (CONNELL, 196L4) et surtout du pollen de mais bien que
les concentrations soient ici plus faibles (FATHIPOUR, 1967). L'acide capri-
que (C10 : 0), inhibiteur de croissance, est caractérisé strictement dans

le pollen en relation avec l'alléle S1. Mais ces recherches sont surtout

intéressantes au niveau des phospholipides par leur distribution qui est
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spécifique de la nature pollinique riche en phosphatidylinositols, ou sty-
laire qui renferme essentiellement des phosphatidylglycérois. Cependant, cette
fraction lipidique est trés hétérogeéne ; le pollen est plus riche que le style
en phospholipides et la pollinisation est illustrée par une nette diminution

des phospholipides (CARON, 1972).

Iv - CONCEFPTIONS ACTUELLES CONCERNANT LES RELATIONS POLLEN - STIGMATE -
STYLE

La ré&action d'incompatibilité est une r€action qui résulte de 1la
reconnaissance d'un pollen, d8s son dépbdt, sur un stigmate et du refus de ce
pollen par le style si tous deux renfefment le géne S d'incompatibilité. Ces
relations sont admises depuis longtemps et plusieurs hypothéses ont été

avancées afin d'en comprendre le mécanisme.

Les unes reposent sur des'analogies avec les phénoménes de 1'im-
munité (SAMPSON, 1962 ; IEWIS, 1960 ; LINSKENS, 1965 ; BURNET, 1971),
ou sur des systémes inducteurs-répresseurs tels qu'ils ont été identifiés
chez les microorganismes (LEWIS, 1965 ; ASCHER, 1966 ; LINSKENS, 197k ;
PANDEY, 1975). Mais toutes ces hypothéses poss€dent en commun 1'éventuelle
synthése, induite par le géne S, d'une molécule spécifique dans le style in-
compatible et dans le pollen. L'interaction entre ces molécules serait respon-
sable des réactions de reconnaissance et ultérieurement de celles du rejet.
Aucune précision n'est apportée concernant, lors de la réaction dé reconnais-—
sance, 1l'identité de ces molécules ou leur complémentarité structurale. De
méme, ces hypothéses conduisent i une grande variabilité des origines molé-
culaires d'une réaction de rejet qui reposerait sur 1l'induction de systémes
inhibiteurs (LEWIS, 1965), sur une répression des systémes de croissance
(LEWIS, 1965 ; ASCHER, 1966 ; PANDEY, 1975) ou sur une dérépression des
systémes inhibiteurs (LINSKENS, 197L).

D'autres hypothéses, enfin, s'appuient sur la déficience d'un sys—
téme enzymatigue. Elles sont issues de la Verbrauchs-théorie formulée par
STRAUB (1947) ; un géne S induirait quantitativement la biosynth&se d'une mo-
lécule qui sera ultérieurement inactivée par un systéme dont la synthése est

également induite par le méme géne S dans un style incompatible.
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Pour KROES (1973), les pollens de génotype S ne différent que par
1l'absence ou la déficience d'une molécule ; par exemple, la présence d'un
alléle S spécifique dans un pollen se concrétisera par l'absence d'une enzy-
me indispensable i sa croissance ou & sa nutrition. Dans un style, la présence
d'un alléle S se traduira par la formation d'un complexe spécifique dans le-
quel une molécule (monosaccharide ou élément inorganique tel le bore) néces-
saire 4 la croissance pollinigue, est liée-é une protéine. Ainsi, chaque
tube pollinique est supposé €tre capable de synthétiser toutes les enzymes
nécessaires 4 la destruction du complexe stylaire, exception faite d'une

seule enzyme correspondant & 1'alléle S qu'il porte.

Ainsi, des nombreuses hypothéses présentées ici, aucune ne satis-
fait pleinement. Leur multiplicité méme atteste'de l'insuffisance de chacune’
d'elle. Si un accord unanime semble €tre réalisé quant & la structure tri-
partite du locus S proposé par LEWIS (1965), elles apparaissent trés éloignées
les unes des autres dans les modalités de la reconnaissence, le moment ol
s'effectue la synthése des molécules permettant la reconnaissance, leurs sites
respectifs et surtout, aucune précision ne conduit 3 une meilleure connais-~
sance des bases moléculaires du transfert de 1'information & partir du site

de reconnaissance vers les sites de rejet (stigmates et styles).

L'incompatibilité de fécondation semble dépendre largement d'ef-
fets de surface entre pollen et stigmate. L'inhibition de la germination ou
de la croissance du tube pollinique, porteur de 1'alléle S d'incompatibilité,
doit €tre en relation avec une information née de la reconnaissance du pollen
dés son dépdt sur un stigmate, et de la transmission de cette information dans

le style et stigmate €tant également porteurs du méme alléle S.

Les recherches dans ce domaine concernent essentiellement 1'€luci-
dation d'un fait acquis : la présence d'un geéne S d'incompatibilité dans le
pollen et les styles. L'autoincompatibilité de fécondation fait largement
penser a une réaction entre plusieurs surfaces actives- celle du pollen qui
va s'opposer aux surfaces du pistil- qui s'achéverait par un processus d'auto-
rejet qu'illustre la formation de caliose. En effet, 1l'incompatibilité n'est
pas dle 4 une incapacité des gamdtes mais est issue des interactions (HESLOP-
HARRISON, 1975) qui se déroulent & divers niveaux entre le gamétophyte mile et

le sporophyte femelle qui porte le gamétophyte femelle.



FIGURE 3
INTERACTIONS GAMETOPHYTE - SPOROPHYTE DURANT LE PROCESSUS
DE FECONDATION
Phase Destin du gaméitophyte make | Interaction avec fes Lis-
sus sporophytiques
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Pollinisation
Phase 1T : n® 1 : capture avec le matériel de la
Progamique surface stigmatique
n® 2 : hydratation
& ) . .
3 ¢ permnustics avec la surface stigma-—
n® 4 : pénétration du tube tique et les papilles
pollinique sous-jacentes
n® 5 : croissance du tube | avec le tissu conducteur
pollinique dans le | du style
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Phase IITI : n® 6 : pénétration dans aucune : les intéractions
; le gamétophyte fe— | se font avec le gamétophy-—
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Ainsi du cOté femelle, le contrdle de 1l'incompatibilité dépend du
sporophyte diploide pour les premiéres phases puis du gamétophyte haploide
pour la dernidre. Du cOté méle, le contrdle dépend du gamétophyte haploide
et par extension du parent dont il est issu, par l'intermédiaire des matériaux
qu'il transporte. A partir du stade 5, il.en est totalement responsable (fi-

gure 3).

I1 est intéressant de comparer le rejet dans la réponse auto-
incompatible et le rejet immunologique. Ces deux phénoménes impliquent un sta-
de de reconnaissance mais, contrairement aux systémes immuns, la reconnaissan-—
ce dans les systémes autoincompatibles n'est pas. conditionnée par une molécu-
le étrangére, mais par une molécule constitutive dans le sens ou les tissus
de reconnaissance femelles sont programmds pour identifier et réagir contre

wne autre cellule du méme individu portant le méme génome (HESLOP-HARRISON,
1975) . '

V - SURFACE POLLINIQUE ET REACTION D'INCOMPATIBILITE

I1 est évident,du moins dans les systémes AIS, que la paroi pol-
linique a un rdle important & Jouer dans 1l'installation de la réaction d'in-
compatibilité. Le grain de pollen mature, chez la plupart des Angiospermes,
posséde une double paroi : la paroi la plus interne est appelée intine et

la partie la plus externe est appelée exine.

1 - Rappel de l'architecture de la paroi pollinique :

L'exine est essentiellement composée de sporopollénine. C'est une substance
mal définie chimiquement, de nature lipidique, considérée comme un polymére
oxydé de caroténoides et d'esters de caroténoides (BROCKS et SHAW, 1971 ;

SHAW, 1971 ; HESLOP-HARRISON, 1G75), trés résistante aux dégradations acides

ou enzymatiques.

A maturité, l'exine d'aspect stratifié, est différencife en une partie interne
non sculptée (nexine) et une partie externe sculptée, la sexine (HESLOP-

HARRISON, 1975).
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La sexine est un ensemble de colonnes radiales provenant d? la nexine. L'ar-
chitecture de ces colonnes ou bacules est identique en général chez les mono
et dicotylédones. En 1l'absence de tectum (toit) les cavités délimitées par
les bacules sont ouvertes d l'extérieur ; par contre, quand le tectum est
formé, il est perforé et des micropores assurent les communications avec

ltextérieur.

Par sa structure, l'exine semble donc bien adaptée & 1l'émission de produits
d'importance capitale (HESLOP-HARRISON, 1975). C'est ainsi que les protéines
de 1l'assise nourriciére du tapis seront libérées lors de la dissociation de
ce tissu et transférée dans l'exine. Le transfert des lipides, également
synthétisés en grande quantité & la fin de la durée de vie accordée au tapis,
sera ainsi assuré vers la surface‘du pollen. Certains caroténoides résponsa—
bles de la couleur du pollen (HESLOP-HARRISON, 1968), accompagnent ces lipi-
des en raison de leur liposolubilité. L'exine enfin, est remarquable par la

faiblesse de ces activités enzymatiques (HESLOP-HARRISON et coll., 1973).

L'intine, ou couche interne de la microspore, est synthétisée par vagues suc-
cessives parallélement au développement de l'exine, par accumulstion de ma-
tériel amorphe celluiosique. Chronologiquement, le développement de 1l'intine
suit donc celui de la sporopollénine. Par sa nature, elle est essentiellement
pecto—cellulosique bien qu'une incorporation de protéines ait été démontrée
(KNOX, 1971 ; KNOX et HESLOP-HARRISON, 1970). Les enzymes, notamment les
hydrolases acides, ne représentent gqu'un faible pourcentage des protéines de

1'intine. .

I1 n'était pas inutile de rappeler ici les principaux traits de 1l'architec-—
ture de la paroi et les modalités de l'incorporation des constituants dans
les enveloppes pollinigues pour plusieurs raisons. D'une part, parce que les
différentes macromolécules (glucides, lipides et protéines) déposées succes-
sivement, n'ont pas la méme origine ; les unes dérivent du gamétophyte ha~
ploide, les autres du sporophyte paren‘ta.l.diploide. D'autre part, par les
nombreuses cavités délimitées par les bacules, les parois ont une structure
adaptée d.1'accumulation de ces molécules puis a4 leur libération quelle qu'en

soit leur origine.



TABLEAU 2

DETECTION DES EMISSIONS PROTEIQUES DES SITES DE L'EXINE ET DE
L' INTINE DANS DES GRAINS DE POLLEN DE DIFFERENTS TYPES STRUCTURAUX.

Especes et types de Vitesses d'émission des | Vitesses d'emission des
ollen fractions protiiques gractions protéiques
P sporophytiques de La gamétophytiques des sites
sexine de £'intine
Alopecturus pratensis
Dactylis glomerata
Graminées, 1 seule ouvertu- < 25 sec. 5 - 3 min.

re de germination.
Exine lisse

Silene vulgaris

Caryophyllacées, plusieurs
ouvertures. < 30 sec. ' 1 - 5 min.
Exine plus ou moins lisse

Cosmos bipinnatus

Composées, 3 fentes 2 - 5 sec. 10 - 20 min.

ambrosia trifida

Composées, 3 fentes ‘ 2 - 5 sec. 30 sec.

Iberis sempervirens

Cruciféres, 3 fentes < 20 sec. 6 - 10 min.

Hibiscus rosa—sinensis

Malvacées, plusieurs ou-
vertures non operculées. < 30 sec. 4 - 5 min.
Exine plus ou moins lisse

5
-

LR
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2 - Dépét et émission des protéines du pollen :

Au cours de sa maturation, le grain de pollen se déshydrate progressivement
et ne renferme finalement que 15 % d'eau. Une substance de nature lipidique
recouvre souvent sa surface (HESLOP-HARRISON, 1968 3 HESLOP-HARRISON et
coll., 1973). Sa germination implique un processus de réhydratation qui débu-
tera dés son dépdt sur la papille stigmatique. Il s'en suit une courte pério-
de de reconnaissance déterminante pour la germination, la formation du tube
pollinique, sa pénétration dans le stigmate, sa croissance dans le style et

enfin la libération des gametes.

Le mécanisme qui préside 3 1'émission d'une ébauche de tube pollinique dé-
pend d'un équilibre hydrodynamique (HESLOP-HARRISON, 1972). Les pores germi-
natifs & opercule possédent par exemple un systéme de "feed back" positif.
En effet, 3 1'état déshydraté, les pores sont fermés par un bouchon de spo-
ropollenine qui sera ultérieurement propulsé vers 1l'extérieur lors de la

réhydratation du pollen déposé sur la surface du stigmate.

L'hydratation des grains de pollen s'accompagne de la libération de fractions
protéiques (STANLEY-LINSKENS, 1965 ; MAKINEN-BREWBAKER, 1967). Ces émissions
protéiques proviennent de la paroi du grain de pollen, et non de la cellule
végétative elle-méme ; elles sont retrouvées sans aucune exception dans toutes

les espéces &tudiées.

Par différentes techniques d'identification et de localisation, deux types
d'exsudats sont distingués : exsudats a4 court terme et exsudats & long terme.
En 1965, STANLEY et LINSKENS avaient remarqué que la diffusion des protéines
s'effectuait avec une certaine vitesse, trés rapide au début de 1'hydratation,
la diffusion se prolonge selon des vitesses décroissantes pendant au moins

30 minutes. ILe volume final de 1l'exsudat pollinique correspond i environ

5000 ug de protéines, ce qui implique une reprise de la vitesse de diffusion.
L'existence de deux types d'exsudats en fonction de leurs vitessesrespecti-
ves a été confirmle par la technique des empreintes polliniques (pollen’prints)
associée 2 la coloration protéique par le bleu de coomassie. Ces deux typés
d'exsudats sont indépendants de 1l'espéce et du type de pollen considérés

(tableau 2 ) et leurs vitesses différent en fonction de leurs origines.



PETN

ERRIER

‘4"".\«

TABLEAU 3

LOCALISATION DES EMISSIONS PROTEIQUES DANS LES GRAINS DE POLLEN DE TYPE

STRUCTURAL: DIFFERENT (KNOX ET COLL.,

1969)

Pas d'ouverture

Crécus vernus

£

Partie centrale de
1'intine
Uniforme sur toute la

surface du grain de
pollen

Un seul pore

Zea mays

L'intine au niveau du
pore

Mais il existe une
fine zone d'activité
dans 1l'intine ailleurs
qu'au niveau du pore

e o o s s A e o wn -

Nombreux pones

Malvaviscus
Malvacées

Intine au niveau de
ticulier au niveau de

la cellulose diffuse
du pore

11 existe une fine

1'intine interporale

b o e o - - - o

chaque pore et en par-

zone d'activité dans

Une seule gente

Lilium
Monocotylédones

Intine du colpus

La plus grande partie
de 1l'activité est si-
‘tuée au niveau des
bords du colpus dans
le grain distendu

s o o e e e - - - - - - - -

Cosmos
Dicotylédones

Couche externe de l'in-
tine au niveau de cha-
que colpus et plus par-—
ticuliérement sur les
bords de ces colpus
dans les grains disten-—
dus

I1 existe une faible
activité au niveau de
1'intine mésocolpiale
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Ainsi, l'exsudat dit & court terme correspond a la diffusion rapide de pro-
téines (1 & 30 secondes) contenues dans les cavités de l'exine et qui sont
d'origine sporophytique. Par contre, l'exsudat 4 long terme correspondra &
des protéines caractérisées par la lenteur de leurs vitesses de diffusion,
Emises par les sites de 1l'intine, ces prctéines sont d‘'origine gamétophyti-

que.

3 - Localisation et identification des protéines émises :

L'identification des deux types de fractions protéiques différentes psr leur
origine et leur localisation, n'a été réalisée que chez les pollens des

plantes 3 autoincompatibilité sporophytique.

a) protéines de l'intine. L'étude de ces prot€ines de l'intine a &té faci-
1litée par la faiblesse de leur vitesse de diffusion et par l'association

des technigues cytochimiques et d'immunofluorescence (KNOX et coll., 1969 -
1972). Ainsi il a été possible non seulement de déterminer leur localisation,
mais simultanément de montrer que ces localisationscolincident avec les sites
des activités enzymatiques qui sont précisées par des méthodes cytochimiques
en microscopie optique. La localisation des protéines de l'intine ainsi dé-
finies par KNOX et coll. (1969), en fonction des espdces et du type de pollen,
est reportée tableau 3 . Ces protéines sont toujours concentrées au niveau
des orifices de germination. En 1'absence d'ouvertures bien définies, 1'émis-
sion protéiqug est uniformément répartie sur toute la surface. La lenteur

de l'émission protéique peut dés lors se comprendre en fonction de cette
fixation sur l'exine par 1l'absolue nécessité d'une réhydratation totale

de 1'intine, avant que ne commence leur diffusion.

La nature enzymatique de ces protéines de 1l'intine a ét& montrée pour la
premiére fois par TSINGER (1961). Par la suite, KNOX (1969 - 1970 - 1971) 1le
confirmera en identifiant une classe d'enzymes hydrolytiques strictement
localisées dans la couche interne de la paroi, dais plus de 60 espdces. Mais
la richesse enzymatique du pollen serait encore plus importante et selon
BREWBAKER (1971), plus de 40 enzymes différentes par leurs asctivités spéeci-

fiques sont identifiées. Cependant, paradoxalement A ¢ette large distribution
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TABLEAU &4

REPARTITION DES ENZYMES DANS LES DIVERS SITES DE LA PAROI

POLLINIQUE
Localisation
Protéines | [ 77 Auteurns
Aintine exdine
déshydrogénases - + TSINGER et coll., 1961
BREDEMEIGER, 1970 - KNOX, 1971
DAVIES, 1972.
cytochrome oxydase - + TSINGER et coll., 1961
Groxydase _ _ LEWIS et coll., 1967
peroxy PANDEY, 1967 - 1972
BREDEMEIGER, 1973 - 1975
phosphorylase + ~ MARTIN, 1968 - HOPPER, 1972
ribonucléase rapidement diffu- KNOX et coll., 1969 - 1970

phosphataze acide

amylase

B-1,4-glucanase

estérase

B-fructo-furanosidase

polygalacturconase
(pectinase) ‘

protéinase (LAP)

allergénes (E,K)

sible

+ -—

rapidement diffu-
sible

externe au plas-
malemme

rapidenent diffu-
sible

DICKINSON et coll., 1971

HOWLETT
STANIEY
MAKINEN
KNOX et

et coll., 1975
et coll., 1965
et coll., 1967
coll., 1970 - 1971

KNOX et
MAKINEN

coll., 1970 - 1971
et coll., 1967

STANIEY et coll., 1965
LINSKENS et coll., 1969 - 1970

KNOX et coll., 1969 - 1970
HOWLETT et coll., 1975
AHOKAS, 1976

ILEWIS et coll., 1967
STANIEY et coll., 1965

KONAR et coll., 1969
ROGGEN et coll., 1969

KNOX et coll., 1970 - 1971
MAKINEN et coll., 1967

HOWLETT et coll., 1973 - 1975
KNOX et coll., 1970 - 1971
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leur réelle appartenance 3 la paroi n'a été que rarement prouvée (KNOX et
coll., 1975). Dans le tableau 4 sont consignées les localisations respec—
tives des transférases, UDP-glucose-phosphorylases, ribonucléase et Lydro-

lases telles les phosphatases acides, les estérases, etc...

les enzymes de 1'intine peuvent €tre détectées 3 des stades différents de
1'évolution pollinique et en particulier, au cours de la période qui suit

la séparation des tétrades méiotiques (KNOX, 1975). Le ruban de protéines

est inséré dans des lamelles cellulosiques au fur et a mesﬁre que la paroi
s'épaissit (XNOX, 1970). Les enzymes sont donc synthétisées par la cellule
haploide et leur origine est bien gamétophytique. La présence d'une protéine
d activité antigénique identique & celle des IgE a été &également démontrée

au niveau de 1l'intine (HOWLETT et coll., 1973 ; KNOX, 1971 ; HOWLETT et coll.,
1975). L'antigéne serait présent sous deux formes immunologiquement simi- ‘

laires mais différentes par leurs points isoélectriques.

b) les protéines de l'exine. D'autres protéines sont contenues dans les cavi-

tés de la couche externe de la sexine ol, quelle que soit leur architecture,

la présence des bacules lui confére son aspect réticulé.

Les matériaux nutritifs du tapetum s'accumulent dans ces cavités pendant 1a
phase finale de la maturation pollinique (HESLOP-HARRISON, 1968 - 1973) se-
lon des volumes trés variables. Ces protéines de 1l'exine sont donc d'origine
sporophytique. Leur localisation et leur caractérisation ont exigé l'utili-
sation d'antisérums dirigés contre les diffusats rapides couplée & 1'immuno-
fluorescence afin de pallier i la rapidité de leur diffusion aprés humidi-
fication (HESLOP-HARRISON et coll., 1975).

L'application de ces techniques a permis & KNOX (1975) de préciser la loca-
lisation de ces protéines 4 vitesse de diffusion rapide, au niveau des cavi-
tés de l'exine, entre la nexine et la sexine et plus faiblement au niveau

de 1l'intine.

Par des techniques de diffusion, différentes activités enzymatiques sont
localisées : amylases et protéases (KNOX, 1972), déshydrogénases (KNOX, 1971)
et oxydases (TSINGER, 1961 ; LEWIS et coll., 1967). ves hydrolases (tabieau L)
sont également présentes dans l'exine et dans l'intine ainsi gue des aller-

génes acides et basiques.
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KNOX (1975) a mis en &vidence 6 & 7 fractions protéiques par &lectrofocali-
sation en gel de polyacrylamide, en présence de sodium—-dodécylsulfate. Ces

protéines sont définies par 1'établissement de leurs points isoélectriques

(pKi compris entre pH 5 et T7) et par celui de leurs poids moléculaires qui

varient de 10 000 & 45 000 daltons. ’

Actuellement, les informations apportées par différentes méthodes histochi-
miques et biochimiques sont suffisamment denses pour permettre la comparai-
son des différentes fractions protéiques émises. Ainsi, l'exemen des résui-
tats d'études cytochimiques montre que les proté&ines stockées dans les

deux sites de la paroi, quelle que soit l'origine de leur synthése gaméto-
phytique ou sporophytique, vont différer par leur localisation. En effet,
les déshydrogénases et oxydases appartiennent & 1'exine, cependant que les
phosphatases (acides ou alcalines), les ph;sphorylases et les ribenucléases

appartiendront a& 1l'intine.

Cependant, 1'hypothése de 1'hétérogénéité de certaines protéines a &té émise.

Elle a été vérifiée par 1l'identification des isohydrolases et des isoestérases.

Ainsi, a été avancée l'hypothése de 1'h&térogénéité des hydrolases, ces
protéines sont en effet identifiées & la fois dans l'exine et 1l'intine. En
ces deux sites, malgré des origines différentes, les activités spécifiques
sont les mémes ; il s'agit d'isoenzymes. BREWBAKER (1971) a analysé dans

les pollens, anthéres, styles et ovules d'une méme plante, les caractéres

de la variation des isoestérases. Certaines sont communes aux U4 types de
tissus, deux par contre sont spécifiques du pollen et deux autres de 1'an-
thére. BREWBAKER suggére donc que les estérases provenant du tapis (exine)
et celles du pollen (intine) sont distinctes. Des travaux identiques ont &té
entrepris sur les isoenzymes des leucine-aminopeptidases, des phosphatases

(MAKINEN et coll., 1962) et des estérases (KNOX, 1975).

Plusieurs hypothéses sont suggérées concernant 1'€lucidation de leurs fonc-
tions spécifiques. Il est évident gue de nombreuses enzymes doivent favori-
ser la dégradation de la surface stigmatique par le pollen et faciliter son

mode hétérotrophique de nutrition.

Ainsi, certaines enzymes telles les hydrolases acides, permettent probable-
ment 1'émergence et la nutrition du tube pollinique dés les premiers stades

de la germination puis sa pénétration dans le style.
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Cependant, dans les fractions émises les concentrations de ces protéines en-
zymatiques sont extrémement faibles. Aussi KNOX (1971) leur attribue un rdie
dans la réaction de reconnaissance d'ol leur nom protéines ou substances de
reconnaissance. Leur hétérogénéité permettrait €galement de les impliquer
dans de multiples réponses lors des réactions interspécifiques (en favorisant
la pollinisation) et intraspécifique (en la refusant). Néanmoins, les divers
travaux de KNOX (1975) et de HESLOP-HARRISON et coll. (1975) ne corroborent
pas cette hypothése. '

VI - SURFACE STIGMATIQUE ET REACTION D'INCOMPATIBILITE

De récents travaux sont connus qui s'intdressent i la surface
stigmatique des plantes a4 incompatibilité sporophytique et gamétophytique

(DICKINSON-LAWSON, 1975 ; KONAR-LINSKENS, 1966).

En l'absence d'une classification physiologique des stigmates,
leur distribution dans deux groupes est envisagée en considérant la nature
des sécrétions qui recouvrent les papilles : des stigmates humides et secs

sont ainsi reconnus.

1 - Les stigmates humides :

Solanacées, Liliacées, Rosacfes et Onagracées possé&dent des papilles stigma-
tiques recouvertes d'une sécrétion sbondante qui va s'accumuler et persister
durant la vie du stigmate. Cet exsudat, généralement sous forme d'émulsion

lipidique, sert & fixer, & induire puis 3 maintenir la germination du pollen.

Mais de nombreux travaux soulignent ici également une large hétérogénéité

de composition des surfaces de ces stigmates ol non seulement des constituants
lipidiques mais aussi osidiques et protéiques sont identifids. Chez Petwnia
par exemple, ce fevétement lipidique de la surface stigmatique ou cuticule
liquide associe des acides gras (de 11 & 20 atomes de carbone) (MARTIN, 1968),
des oses (KONAR, 1966), des composés phénoliques (MARTIN, 1568), des acides
aminés libres et enfin des ﬁucopolysaccharides responsables de la viscosité

de cet exsudat.



FIGURE &4

EVOLUTION DU POTENTIEL ELECTRIQUE CHEZ PETUNIA HYBRIDA
EN FONCTION DE LA POLLINISATION (LINSKENS-SPANGERS, 1973)
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Ce revetement est €galement caractérisé par la présence de protéines, quanti-
tativement peu représentées chez Petunia (KROH, 196L4) et cﬁez Lil7um (LABARCA
et coll., 1970) ou le taux de protéines est de T %. Cependant, 1l'application
des techniques cytochimiques permet 1'identification des activités spé-

cifiques telles que celles des estérases (DICKINSON et coll., 1975).

2 - Les stigmates secs :

Ils caractérisent essentiellement des plantes & incompatibilité sporophytique
telles les Cruciféres et les Composées. Mais en réalité, ils ne sont que théo-
riquement secs. Une pellicule protéique hydratée (MATTSON, 19TL4) sensible a
la pronase et insensible aux lipases, recouvre les papilles stigmatiques.
Cette pellicule recouvre a son tour une cuticule de cutine dont la disconti-
nuité favorise les mouvements d'eau entre la couche pecto-cellulcsique de

la paroi et le milieu extérieur (MATTSON, 1974 ; HESLOP-HARRISON, 1975).

L'origine de ces protéines est précisée. Elles sont synthétisées dans le cy-—
toplasme de la papille (HESIOP-HARRISON, 1975) puis diffusent & travers la
couche pecto-cellulosique et s'étalent sur la surface externe. Par son ori-
gine, cette protéine peut donc étre considérée comme une sécrétion séche. Les
méthodes d'électrophorése en gel de polyacrylamide mettent en &vidence une
hétérogénéité protéique ou en particulier une activité estérasique,née au
stade du bouton floral et qui augmente parallélement & la maturation, va
persister jusqu'a 1l'antheése. Trois bandes distinctes d'estérases son% définies

(HESLOP-HARRISON, 1975).

- CONCLUSION -

L'étude des surfaces cellulaires a été entreprises sous un aspect
€lectrophysiologique par LINSKENS et SPANGERS (1973). Des potentiels d'action
sont enregistrés aprés pollinisation entre la surface stigmatique et la base
du style (figure 4 ). Aprds pollinisation (compatible et incompatible), une
faible augmentation du potentiel est enregistréé qui devient négative par la

suite. Son origine serait, d'aprés les valeurs présentdes, ionogénique.
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Tous ces travaux reposent donc sur 1l'hypothése d'un signal né

de 1'intéraction entre deux surfaces pollinique et stylaire. Sans pour au-
tant considérer ces surfaces comme des structures passives (les acquisitions
récentes dans le domaine de la biochimie des parois nous démentiraient),
nous pensons que la réception d'un signal et son transfert doit reposer sur
des structures bien plus actives et dynamiques par leur conformation ,

leur hétérogénéité structurale et par 1l'intimité de leurs relations avec
les organelles intracellulaires (réticulum endoplasmique, appareil de Golgi

et mitochondries).

C'est pourquoi nous avons entrepris, en &troite collaboration
avec Monsieur le Professeur LINSKENS 1lié par un accord inter-universitaire
au Laboratoire de Mademoiselle le Professeur COUSTAUT et avec Monsieur le
Professeur LINDER qui dirige des recherches paralldles entreprises par
Monsieur BRIS chez une autre espéce auto-incompatible (Oenothera missourien=—
sis), 1'étude des glycosphingolipides neutres des systdmes membranaires dans

les pollens et les styles de Petunia hybrida.

Ainsi, aprés avoir défini les techniques d'extraction des lipi-
des totaux, des glycosphingolipides neutres et des glycosphingolipides acides,
leur fractionnement nous permettra une meilleure définition des constituants

de ces glycosphingolipides.

Cette &tude a été entreprise afin de mieux comparer la biochimie
des pollens et celle des styles avant et aprés pollinisation. Elle 1l'a été
dans 1l'espoir de nous conduire a4 une meilleure approche de 1l'expression mo-—
1léculaire du "signal" 1ié 3 la constitution de la membrane biologique, & ses
modifications en fonction de ses propriétés physiologiques ol des altérations
de la perméabilité et de 1l'activité enzymatique accompagnent la reconnaissan-—

ce de 1'alléle S.
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CHAPITRE 1

- GENERALITES SUR LES GLYCOSPHiNGOLIPIDES -

ETAT DE NOS CONNATSSANCES ACTUELLES.

On sait que les sphingolipides ou "cérébrosides" ainsi dénommés par-
ce qu'ils furent découverts par THUDISCHUM dans les neurones cérébraux ont &€té
également isolés dans d'autres cellules animales (spermatozoides, leucocytes,

ete...).

Actuellement, les sphingolipides sont mieux connus et leur apparte-
nance a &té reconnue dans tous les organismes vivants : bactéries, végétaux
et animaux. Ils représentent une classe de composés qui peuvent varier énor-—

mément.

La trés grande multiplicité qu'offrent les glycosphingolipides ré-

sulte de la variabilité des trois constituants qu'ils ont en commun :

- la sphingosine ou base i longue chaine (LCB) ;
- les acides gras (AG) ;

- les carbohydrates.

Certains glycosphingolipides trés complexes contiennent,en plus, des
résidus sulfuriques, et dans le régne végétal, également des résidus phos-—

phoriques.
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I - COMPOSITION ET NOMENCLATURE
1 - Les céramides :

Les sphingolipides représentent une classe de lipides complexes qui renferment
dans leur structure une molécule de sphingosine (diol aminé 3 longue chalne)
liée & un acide gras par une liaison amide en position 2 donnant lieu a la for-

mation de N-acyl-sphingosine ou "céramide".

Notons que ce terme de "céramide" est une appellation communément usitée dés

que la nature de la base ou celle de l'acide gras n'est pas précisée.

On distingﬁe plusieurs autres types de sphingolipides.

2 - Les cérébrosides :

Leur structure est caractérisée par la présence d'une ou plusieurs molécules

d'hexoses (ou d'hexossmines) unie(s) & la sphingosine du céramide par liaison

osidique, ce gqui conduit aux :

- monoglycosylcéramides (MGCer) : ce sont, le plus souvent, des céramides unis
- - . » -~ ”

par lialson osildigue a une molécule de glucose ou de galactose ;

- diglycosylcéramides (DGCer) : ce sont des céramides dérivés des précédents
par fixation d'une seconde molécule d'hexose par une liaison osidique fréquem-
ment de type 1-4 ;

- triglycosylcéramides (TGCer) et tétraglycosylcéramides (TRGCer) : ils ren-
ferment respectivement 3 et 4 résidus monosaccharidiques dans leur molécule.

3 — Les sulfatides :
Ce sont des cérébrosides dont un résidu osidique est sulfaté (exemple : les

esters sulfuriques du galactose (en position C3) ou galactocérébrosides).

Ieurs acides gras possédent fréquemment de longues chalnes carbonées (acide

lignocérique, C:24 ; acide béhénique, C:22).
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4 - Les gangliosides :

’
Ce terme désigne des glycosphingolipides dont la molécule est caractérisde par

la présence d'une ou plusieurs melécules d'acide sialique (acide neuranimique).

De grands progrés ont marqué ces derniéres années la chimie des lipides. Cet
enrichissement de nos connaissances est &troitement 1ié au développement des
techniques de microsnalyse , a4 leur large diffusién dans les laboratoires in-—
téressés par le métabolisme des lipides. La généralisation des technigques de
chromatographie d'adsorption, d'échange ionique, leur association avec d'autres
techniques chromatographiques (sur couche mince et en phase gazeuse) et avec
des méthodes physiques (spectrophotométrie dans 1l'ultra-violet, en infrarouge,
spectrométrie de masse) ont aidé a 1'étude des lipides en général et a montré
1'hétérogénéité des glycosphingolipides qui sont des lipides complexes. Ceux-
ci sont, en particulier, caractériséspar la juxtaposition dans leur molécule
d'une partie lipovhile (acides gras et bases 2 longueschaines) et d'une partie

hydrophile (substituants osidiques).

II - ETUDE DE LA PARTIE HYDROPHOBE DES GLYCOSPHINGOLIPIDES : LES CERAMIDES

Les céramides représentent la fraction lipophile. Leur complexité
structurale a &té établie par l'application et la confrontation de nombreuses
méthodes analytiques qui associent par exemple
- la dégradation oxydative par 1l'acide périodique, la réduction par le boro-
hydrure ou l'hydrolyse acide douce (KATES, 1972) permettent dans un premier

temps la libération des céramides par hydrolyse de la copule osidique des
glycosphingolipides

- 1'utilisation de mélange hydrolytique, tel le méthanol-HC1l qui libére les
bases 3 longue chaine et les acides gras des céramides et des glycosphingo-
lipides (KATES, 1972 ; GAVER et SWEELEY, 1965 ; CARTER et GAVER, 1967) ;

- la chromatographie en phase gazeuse couplée ou non & la spectrométrie de
masse (SAMUELSSON-SAMUELSSON, 1970 ; HAMARSTROM et coll., 1970). La sépara-
tion, l'identification et le dosage des bages et des acides gras seront ainsi
réalisés.

I1 existe un grand nombre de bases connues (60 environ) et d'acides
gras (200 environ), (HIRVISALO-RENKONEN, 1970 ; MARTENSSON, 1969). Il en ré-
sulte une trés grande variabilité dans la structure des céramides. La signifi-

cation bioclogique de cette variabilité est encore mal définie.



TABLEAU

5

CLASSIFICATION DES PRINCIPALES BASES A LONGUE CHAINE

Bases dihydroxylies

Bases trihydroxylées

saturées Lnsaturées satunges Ansaturées
1§ : 0 i e 1 e £18 ¢ 0 £ig ¢ §° T
Sphinganine Sphingenine 4-D-Hydrnoxy- 4-D-Hydroxy-8-
sphinganine sphingenine
il s iy : htosohi : Dehydho-
Dihydrosphingosine Sphingosine Phytosphingosine shutasphtngosing
(,"IHZOH (?HzC}H ?Hz OH ?Hz OoH -
H?-NHZ H(;:-NHZ H(E—NHZ HQ-—NHZ
H(’;-OH HCP-GH Hfi’. -OH HQ-OH
QHZ Hg Hg"OH HC-OH
CH, CH L, (CH,):
CH, CH, CH, HC
CH, CH, GHy CH
(CH2) (CHz) 10 (CH2)yq (CH.),
CH, CH, CH, CH,
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1 - Les bases a longues chaines

Jusqu'ad ces dernifres années, les bases & longue chalne étaient restreintes

3 quelques especes moléculaires (tableau 5 ), soit

- la sphingosin . . ..
. P & © rencontrées toutes deux dans les glycosphingollpides

- la dihydrosphingosine des tissus animaux
~ la phytosphingosine plus localisée dans le régne végétal.

Actuellement, 60 espéces de bases 3 longue chaine ont été dénombrées
(KARLSSON,v1971). La sphingomyé&line du lait de vache ou de rein de boeuf en
contient 30 environ (KARLSSON, 1968). Cependant, le nombre de bases isolées
est'én réalité plus faible puisque 17 au total le sont dont 5 sont communcs
aux organismes végétaux et animaux et une seule, la L-D-hydroxy-8-sphinganine,

est spéecifique des plantes.

Les progrés de la chimie snalytique et les méthodes ncuvelles apportées par
1'évolution et l'application des techniques physiques dans la chimie des 1i-
pides sont & l'origine du grand pas fait dans la connaissance de leur

structure, de leur variabilité et de leur importance &évolutive.

a) structure. Toutes ces bases possédent wniformément un résidu terminal po~
laire de type 1-3-dihydroxy-2 aminé :
R - CH - CH - CHZOH
I {
OH NHZ

Ie nombre d'atomes de carbone des bases varie de 12 4 22. Chez les végétaux,

la chalne carbonée est souvent comprise entre C16 et 020.

Jusqu'a ces dernifres années, seules les structures de la sphingosine, de 1la
dihydro-sphingosine et de la phytosphingosine spécifique des tissus végétaux

€taient établies. Deux types principaux de bases sont distingués

- celui de la sphinganine (1) (type dihydroxylé) ;
- celui de la phytosphingosine (2) ou L-hydroxysphinganine (type trihydroxylé).

R~ CH (OH) - CH (NH,) - CH,OH (1)
R - CH (OH) - CH {OH) - CH (WH,) - CH,OH (2).
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TABLEAU b
CLASSIFICATION DES BASES A LONGUE CHAINE D'APRES KARLSSON, 1970

Mmbre | formule - .
de de nom systématique 4 nom systématique briginefisold
selon IUPAC-IUB
C Phorthand
Bases dihydrnoxylies non branchles saturnées
.12 4¢12:0 1.3-Dihydioxy-2-zminododecane 2X.3X-dodecasphinganine A
14 d14:0 1.3-Dihydroxy-2-aminotctradecane 2X,3X-teiradecasphinganine A
15 d15:0 i.3-Dihydroxy-2-aminopentadecane 2X,3X-pentadecasphinganine ' A
16 dt6:0 1,3-Dinydroxy-2-aminohexadecane 2X.3X-hexadecasphinganine AP
17 al7:9d 1,3-Dihydroxy-2-aminoheptadecanc 2X,3X-heptadecasphinganine AP
18 dig:0 D-crythro-1,3-dikydroxy-2-amincoctadecane Sphinganine ABP +
19 d19:0 1,3-Dihydroxy-2-aminononadecane 2X.3¥-nonadecasphinganine AP
20 d20:0 1.3-Dihydroxy-2-aminocicosane 2X,3X<cicnsa<phinganine AP +
Bases dinydroxylées non branchées mono-insaturées
12 d12:1% ) 1,3-Dihydroxy-2-amino-4-dodecene 2X,3X-dodeca-x-4-sphingenine A
13 d13:14 1.3-Dihydroxy-2-amino-4-tridecene 2X.3X-tadeca-x4-sphingenine A
14 a14:14 ID-erythro- 1 3-dihydroxy-2-amino-rrans-4-tetradecene Tetradeca-4-splungenine A +
15 dis: !4 B 1.3-Dihydroxy-2-amino-4-pentadecene 2X,3X-pentadeca-x-4-sphingenine A
16 dié: 14 D-erythro-1,3-dihvdroxy-2-amino-rrans-4-hexadecene Hexadeca-4-sphingenine A +
17 . dl7:]4 1.3-Dihydroxy-2-amino-4-heptadecene 2X.3X-heptadeca-x-4-csphingenine A
18 d18:1 4 D7y thro-1,3-dikydroxy-2-amino-rrans-4-octadecene 4-Sphingenine A +
12 d1g:100t 4 {,3-Dihydroxy-2-aminooctadecene 21X IX-sphingenine A
18 d18:18 1.3-Dihydrexy-2-ammo-rrans-8-octadecene 2X.3X-8-sphingenine P
19 d19: 14 1.3-Dihydroxy-2-amino-4-nonadecene 2X,3X-nonadeca-x-4-sphingenine A
20 d20: 14 D-erythro-1.3-dithydroxy-2-amino-trans<4-cicosene Eicosa-4-sphingenine A +
20 d29:1 n 1,3-Dikydroxy-2-amino-1 I-eicosene 2X.3X-eicosa-x-1 I-sphingenine A
2 d22:14 1.3-Dihydroxy-2-2mino-4-docosene 2X.3X-docosa-x-4-sphingenine A
22 d422: 19 Erythro-1,3dthydroxy-2-aminocis-9-docosene ervthro-docosa-cis-3-sphingenine A +
2 22:1143 Erythro-1,3-dihydroxy-2-amino~is-13-docosenc erythra-docosa-is-13-sphingcnine A +
Bases dinydroxylées nov branchies di-insaturdes
16 di16:2 1.3-Dihydroxy-2-aminohexadecadiene 2X.2X-hexadecasphingadicnine A
17 d17:2 §.3-Dihydroxy-2-aminoheptadecadiene 2X.3X-heptadecasphingadicnine A
18 dl8:24~!4 Deerythro-1,3-dihydroxy-2-2mino-rrans-4 cis-14- 4.Cis-14-sphingadicnine A +
octadecadiene
18 di1g:2%8 D-erythro-1,3-dihydroxy-2-amino-trans-4 frans-8- 4,8-Sphingadicnine A +
octadecadiene
18 di8: 24~'§ 1,3-Dihydroxy-2-amino-4,13-octadecadiene 2X,3X-x-4 x-13-sphingadienine A
13 dig:2%12 1,3-Dihydroxy-2-amino-4,12-octadecadicne 2X,3X-x4 x-12-sphingadienine A
'8 d18:2, 1,3-Dihydroxy-2-aminooctadecadiene 2X,3X-sphingadienine A
=0 d20:2441 1,3-Dihydroxy-2-amino-4,1 I cicosadienc 2X.3X-¢icosa-x-4 x-11-sphingadienine A
20 d20:2 1,3-Dihydroxy-2-aminocicosadiene X, 3X«cicosasphingadicnine P
22 d22:2%9 Erythro-1,3-dihydroxy-2-amino-trans-4 cis-9- Ervthro-docosa-4,cis-9-sphingadienine A +
docosadicne
22 d22:2413 Erythro-1,3dihydroxy-2-amino-rrans-4 cis-13- Erythro-docosa-4 cis-13-sphingadieninc A t
docosadiene . .
Bases trninydrnoxylies non branchies saturées
16 t16:0 1.3 4 Trihydroxy-2-aminchexadecane 4X-hydroxy-2X 3X-exadecasphinganine AP
17 t17:0 1,3 4-Trihydroxy-2-aminoheptadecane 4X-hydroxy-2X,3X-heptadecasplunganine AP
18 118.0 Dibo- 1,3 4 tnhydroxy 2-aminouctadecane 4D -hydroxysphinganine AP +
19 119:0 1,3,4-Trihydroxy-2-aminononadecane 4X-hydroxy-2X,3X-ncnadecasphinganine AP +
20 1200 D-ribo- 1,3.4-trihydroxy-2-aiminoeicosane 4D-hydroxyeicosasphinganine AP . +
Bases trnihydroxylies non branchles insaturies .
18 l18:18 Dibo- 1,3, 4trihydroxy-2-amino-trans-8-octadecene 4D-hydroxy-8-sphingenine P +
Bases dinydnoxylies branchies saturntes
1?7 xso d17:¢ l_3-D}’hydmxy-2-:|min<> iS-methylhexa iecane 15-Methyl-2X 3X-hexadecasphinganine AB
18 iso d18:0 1,3-Dihydroxy-2-amino- | 6-methylheptadecane 16-Methyl-2X,3X-he ptadecasphinganine A.B N
19 is0 419:0 1-3-Dihydroxy-2-amino-1 7-methyloctadecane 17-Methyl-2X 3X-sphinganine AB
20 iso ¢20:0 1,2-Dihydroxy-2-amino-18-methylnonadecane [8-Methyl-2X,3X-nonadecasphinganine A
17 amciso 417:0 1.3-Dihydroxy-2-amino- 14-methylhexadecane 14-Methyl-2X,3X-hexadecasphinganine A
19 anteiso d19:0 1.3-Dinydroxy-2-amino-1 6-methyloctadecane 15-Methyl-2X,3X-sphinganine A
Bases dihydrnoxylBes branchies insaturées
14 iso d14: 17 1.3-Dihydroxy-2-anuno-12-methyl-4-tridecens 12-Methyl-2X,3X-trideca-x-4-sphingznine A
15 isodis:1 1.3-Dihydroxy-2-amiro-13-methyl-4-tetradecene 13-Methyl-2X,3X-tetradeca-x-4-sphingenine A
H isodl7 1 1.3-Dihydrocy-2-amino-15-methyl-d-hexadecene i5-Methyl-2X 3X-hexadeca-x-4-sphingenine A
18 iso di8:1 1.3-Dihydroxy-2-amnino- 16-methyl-4-heptadecene P6-Methyi-2X 3X-heptadeca-x-4-sphingenine A
i9 isoal9:14 1.3-Dinydroxy-2-amino-1 7-methyl<4-octadecene 17-Mechyl-2X 3X-x-4-<phingenine A
15 anleiso 4151 1,3-Dihydroxy-2-amino-1 2-methyl-4-tetradecene [2-Methyl-2X 3X-tetradeca-x~4-sphingenine A
17 anteiso d17:14 1.3-Dihydroxy-2-amino- | #methyl-4-hexadecene 14-Methyl-2X,3X-hexadeca-x-4-sphingenine A
19 anteiso d19:14 1.3-Dibydroxy-2-amino-16-methyl-truns-4-cctadecene 16-Methyi-2X 3X 4-sphingenine A +
X0 anteiso 42011 1.3-Dikydroxy-2-amino-1 7-inetinyl-4-nonadecene 1 7-Methyl-2X 3X-nonadeca-x-4-sphingenine A
Bases trnihydroxylées branchées satunées
1? 1501170 1.3.4Tnhydroxy-2-anunc-15-methvitiexadecane 4X-hydroxy-15-methyt-2X,3X-hexudecasphinganine A
i3 iso t18:0 1,34 Teshydroxy-2-amino-l -methylboptadecane 4X-hydroxy-i&-methyl-2X 3X-heptadecasphingarine] A
19 is0 1190 1.3.4 Tnhydroxy-2-amino®i 7-methyloctadecane 4X-hydroxy-17-methyl- 2X 3X-sphingunine A
21 [£753 12’!"9 I.% 4 Tribydroxy-2-amino-19-methvlcicosans aX-hydroxy-19-methyl- 21X 3X-cicosaspiunganine A
e : - ‘ EE - Y el L vemthad Y 1YL e A
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A 1'intérieur de ces deux classes, la longueur de la chaine carbonée R, et le

degré de saturation peuvent varier (KARLSSON, 1970 ; 1971).

b) varisgbilité structurale. Une grsnde variabilité structurale a &té &tablie

en considérant le comportement des bases en chromatographie sur couche mince
(SAMBASIVARAO et Mac CLUER, 1963 ; KARLSSON et MARTENSSON, 1968) ou sur co-—
lonne (BARENHOLZ et GATT, 1968). '

La définition de leur structure chimique et leur classification dérivent éga-
lement :

- des analyses de leurs produits d'oxydation (tels les aldéhydes, alcools et
acides gras homclogues) par chromatographie en phase gazeuse (KARLSSON, 1971)

- des analyses de leur N-acdtyl-triméthyl-silyl dérivé par couplage de la
chromatographie en phase gazeuse et de la spectrométrie de masse {KARLSSON,

1970 3 1965) ;

—~ et des analyses des spectres de masse gprés oxydation par 0.0, des dérivés
N-acityl-triméthyl-silyl des bases & longue chaine pour la localisation des
doubles liaisons. '
L'emploi de ces diverses techniques a permis de souligner 1l'ampleur de la va-
riabilité structurale des bases (tableau 6 ). Aussi, tenant compte de la ccon-—
figuration et de la nature des substituants, une classification a &té propo-
sée en 1967 par la Commission de Nomenclature Biochimique (C.N.B.) de
1'IUPAC-TUB. Ces caractféristiques structurales sont schématisées dans le ta-

bleau sulvant :

e
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Caractenistiques struciurales des bases a Longue chaine

Terminaison polaire commune 1.3 dihydroxy-2-amino
Nombre d'atomesde carbone (12)-1Lh § 20-
Branchement de la chaine paraffinique iso (n-1)

anteiso (n-2)

Désaturation
monoénigues . diéniques
- dn 1& trans ~ 318 2& trans, theis
~ 418 : 12 - a8 ?h trans,8 trans
‘?
- 18 . (87 trans - a18 : o4, X
- 18 . (B trEms - azo : gt 1!
- az0 : 1.1 _ apo Zh trans,9 cis
- gop . 19 cis -~ gpp . ol trans, 13 cis
_app . 113 cis ' - '

Remarques : Les dénominations tiennent compte du nombre de groupes hydroxy-~
1és et de doubles liaisons contenus dans la molécule.

Ainsi, les lettres d et t correspondent respectivement gux bases di et tri-
hydroxylées. Ces lettres sont suivies du nombre d'atomes de carbene (d18, +18
par exemple), et, comme pour les acides gras, du nombre de doubles liaisons
(a18 : 0, aucune double liaison ; 418 : 1, une double liaison). La position
et la géométrie de ces doubles liaisons sont représentées par un sigle. Exem-
ple : le signe n-9 indique une double liaison en 9 & partir de 1l'extrémité

méthylée. Les branchements sont indiqués par les lettres "br".

Selon KARLSSON, 1971, les différents types de bases i longue chalne des céra-

mides peuvent &tre classés plus simplement (tableau 5 ).

¢) importance évolutive. Il s'est avéré gue la position d'une ou plusieurs

doubles liasisons est en relation avec l'origine taxonomique des organismes.
Ainsi, une double liaison "trans' en position 8 (n-10) n'appartient qu'aux
bases trihydroyylées spécifiques des végétaux qui semblent d'autre part dé-
pourvues de bases ramififes. Deux doubles liaisons dont une est toujours de
types "trans" 4 et 1l'asutre de type cis (n-4), (n-9) ou (n-13) ou trans (n-10)

vont caractériser les bases dihydroxylées végitales.
g
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Cependant, les bases trihydroxylées saturées communément rencontrées dans les
tissus végétaux, ont &t€ récemment identifiées chez les animaux : dans le plas-
ma sanguin (VANCE-SWEELEY, 1967), le rein de mammiféres (KARLSSON-MARTENSSON,
1968 ; KARLSSON-STEEN, 1968 ; KARLSSON et coll., 1968).

L'importance &évolutive des bases a été évogquée récemment. Ainsi par exemple,
les gengliosides des animaux & sang chaud suraient des bases a 20 atomes de
carbone, cependant que ceux des animaux 4 sang froid n'en poss€deraient que

1h g 15.

Si on peut invoquer 1l'influence de 1l'alimentation pour expliguer la présence
de la phytosphingosine dans les membranes de la muqueuse intestinale (ASSMANN-
STOFFEL, 1972), les végétaux semblent, par les caractéres structuraux de leurs
bases, se comporter comme des intermédisires entre organismes bactériens et

animaux. Ce que montre le tableau suivant :

tableau s Distrnibution naturelle des bases mafeures.

Type de Animaux Plantes Bactinies
dn 0 + + +
dn = 14 + +
d 1not4 N +
dn : 2 + +
br dn : 0 + +
br dn 14 +
n o 0 + +
n s 1 +
br tn : 0 +

Légende : d = bases dihydroxylées - £ = bases tnihydrnoxyliéer -
brn = branchemenis. :
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d) métabolisme: des bases A longue chaine. Nous n'aborderons pas en détail le
r

catabolisme encore mal connu des bases. Les étapes du métabolisme des bases

4 longue chaine ont ét& précisfes par BRADY et coll. (1958) et par STOFFEL
(1976, 1968, 1970, 1971). Leur synthése en présence d'acyl-coenzyme-A (pal-
milyl-coenzyme-A) et de sérine conduit 3 un composé cétonique (MENDERSHAUSEN-
SWEELEY, 1969) dont la réduction stéréospécifique en dihydrosphingosine par
une S-3-déhydrosphinganine~-B-NADFPH oxydoréductase préééde ia synthége de la

phytosphingosine (WEISS-STILLER, 1967).

T1 a été établi récemment que le catsbolisme de ces bases conduit 4 la libé-
ration d'acides gras (BARENHOLZ-GATT, 1968 ; GATT-BARENHOLZ, 1968) et d'étha-
nolamine (SHIMOJC et coll., 1976) par 1'intermédiaire d'un mécanisme de phos-

phorylation consommateur &'ATP (STOFFEL, 1976).

2 - Distribution des acides gras

Iles connaissances de la chimie des acides gras (structure, métabolisme) sont
considérablement enrichies gréce 4 l'application de nouvelles techniques

. . . . P .
physigues : spectroscopie en infra-rouge, résonnance magnétique nucléaire et
chromatographie en phase gazeuse (GUNSTONE, 1975) ou 1'introduction de colon-—
nes capillaires a , en particulier, permis une meilleurs séparation de Giffé-

rents isoméres de position des acides insaturés.

a) définition . On désigne d'une fagcon générale, sous le terme d'acide gras,
toute molécule composée d'une chalne aliphatique, saturfe ou non,et portant

7

une fonction acide carboxylique & 1'extrémité de la chalne.

La chimie des acides gras étant mieux connue que celle des bases, nous n'envi-
sagerons donc que leur répartition dans le rSgne végétal et dans les glyco-—

sphingolipides.

b) distribution des acides gras chez les plantes. Une trés grande variété

d'acides gras existe & 1'état naturel chez les végétaux : environ 200 acides
gras ont €té isolfés 3 partir de plantes inférieures ou supdrieures. Omni-
présents dans tous les lipides, ils sont classés selon deux critdres

- s0it leur distribution dans les tissus ;

- s0it un critére chimique.



CLASS
(H1TCH

nom commun

acide laurique
»w  Mmyristique

»

»

»

palinitique

stearique

cléique

linoléique

linolénique

12:
14:
16:
18:
18:
18
18:

TABLEAU 7

symboles

OO0 0

1(8¢)
2(8c 12¢)
3(9ci2¢ 15¢)

IFICATION DES ACIDES GRAS MAJEURS CHEZ LES PLANTES
1975)

sAthuctwie
CH(CH,)5 COOH
CH3-(QH?_),EQG€)H
CH ~(CH,)7COOH
Ch (‘Lﬂz)mggﬁug
Ch (CHy) 5 CH:CHL(CH ) 7COOH
CH3( hz)g(mz CHe CH); (Ci,);COOH

(Big

N

CLASSIFICATION DES ACIDES GRAS MINEURS CHEZ LES PLANTES (HITCHCOCK, 15875
ACIDES GRAS SATURES
nbre pair de C 10:0]  h2:00  ha:0  [16:0)  18:0 20022102410
|
nbre smpaxre de C | 8.0 Ti:Oi 13:0 5:0 }7:0 19:0
' |
ACIDES GRAS  INSATURES

Famifle en A9

A9-monoérieates 1421 161 a1
131 151 17 .1
A9-dieroates 812
172 19.2
L9-dlincates 18.3
17: 3

Fam(lle en w9
w9-moncéncates 141 16: 1 1811 20.1j22:1
w9-diéncates 18 :2 20.2

Famille en wb
<ué—di.é;1m«:3 ' 16:2 182 2021222

| woruetioates 6:3| [18:3] [R0:3122:3

wb-tithatnoates 404
wé-petainoates 20, 22;5

Famiiie en w3
wi-indlicates 16:3 18:3 0:3
wimtetradnoates 1614  |184| 2014224
L e italnoates

imlm ZU:U 205225
HOares 22:6
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Ie premier critére a conduit & la classification en acides gras majeurs, mi-

neurs et rares (ou inhabituels). 4 '

- Les acddes ghas mafeurns : ils sont largement répandus chez les
végétaux, quel que soit l'organe envisagé. Leurs concentrations sont relati-
vement abondantes. Ils sont souvent représentés par des scides monocarboxyli-
ques saturés ou non, & chalne linfaire, non ramifiée et & nombre pair d’atomes

de carbone.

On rencontre chez les végétaux outre les acides palmitigue, oléique et lino-
1éique, qui sont prédominants (HITCHCOCK, 1975) certains acides gras majeurs ;
citons des acides gras saturés :

- acide dodécanoique ou laurigue ;

- hexadécanoique ou palmitique ;

- octadécanoique ou stéarique (ommiprésents chez les végétaux)

et des acides gras désaturés :
- acide oléique : cis—9-octadécénolique ;
- linoléique : cis-9-cis-12-cctadécadinoique ;

—- alphalinolénique : cis-9, cis-12, cis-15 octadécatriénoique (également
abondants chez les plantes).

- Les acides ghas mineuns : ils correspondent & des acides gras
gqui n'existent qu'd 1'état de traces chez les végétaux. Parfois, certaines
plantes supérieures sont capables d'accumuler un acide gras particulier (ta-
bleau T ) qui, mineur dans d'autres groupes, deviendra ici acide gras ma-

jeur (HITCHCKOCK, 1975). .

- Les acldes ghas nanes : ainsi nommés en raison de leur structure
particuliére. Ce sont les acides gras &thyléniques conjugués ou non, les aci-
des gras acétyléniques, les acides gras substitués (hydroxylés; époxylés,
dicarboxyliques, etc...) et les acides gras & chaine ramifiée (HITCHCOCK, 1975).
Comme les précédents, leur distribution est faible mais ils peuvent devenir

prédominants dans une espéce ou un organe.
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c) distribution des acides gras dans les glycosphingolipides. La distribution

des acides gras peut s'effectuer au hasard entre les diverses classes de 1i-
pides, mais fréquemment, on assiste & des associations préférentielles au ni-

veau de certains lipides. Ceci est valable quel gue soit le rdgne considéré.

Ainsi, les gangliosides des tissus du systéme nerveux central, possddent pres-
que exclusivement de l'acide stéarique (WIEGANDT, 1971). La composition en
acides gras des glycosphingolipides varie selon les organes considérés, et

en est spécifique (MARTENSON, 1966). Ceci est valable également au niveau

du cerveau ou la distribution des acides gras varie en fonction de la locali-
sation des tissus. De méme, le sexe joue un rdle dans la détermination de 1a
structure des glycosphingeclipides au niveau du foie humain (EWITEROVICH et

coll., 1970) ou du rein de souris (COLES et coll., 1970).

3 — Métabolisme des céramides

Les divers acides gras sont 1iés aux bases 4 longue chaine par des acyl-trans-—
férases qui utilisent les acyl-ccenzymes—A comme substrat. La spbcificité de
ces acyl-coenzyme-A-sphingosine-N-~acyl-transférases, dirige la distribution

des acides gras dans les céramides (MORELL-BRAUN, 1972).

YAVIN et GATT (1969) pensent que les céramides sont biosynthétisés par la
réaction réverse de la céramidase, qui hydrolyse normalement les céramides

en acides gras et en bases 4 longue chaine. Cependant, ce rdle de biosynthése
des céramidases n'est gqu'hypothétique, alors que leur role dans le catabolis-— ‘

me des céramides est bien défini (MORELL-BRAUN, 1972).

IIT - ETUDE DE LA PARTTE HYDROPHILE DES CGLYCOSPHINGOLIPIDES
1 - Les oligohexosylcéramides neutres

Un grend nombre de techniques conduisant 4 1l'isclement et 4 la purification

des divers glycosphingolipides ont €té publiées récemment (WIEGANDT, 971 ;

KATES, 1972).



Gal-Cer GalNAcal,3GalNAcB1 ,3Galoc1 ,L4GalBR1,4Glc—Cer

Gala1,LGal-Cer _ GalNAcB81,3Galal,lGalBl,4Gle—Cer
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a) distribution.

- disinibution des monclhexosyleéramides : les monoglycosylcéramides
(MGCer) sont trés largement répandus dans les organismes vivants.
& P
Les monogalactosylicéramides ont été identifids chez les cryptogames inférieurs
& Yyptog
(Candida utilis ou Saccharomjces cerevisiae), chez les végétaux supérieurs (Pha-

seolus vulgaris) et chez les animaux (1'étoile de mer, la souris, l'homme).

Les monogalactosylcdramides (Gal-Cer) représentent le constituant lipidigue
majeur des cellules du systéme nerveux central ol se rencontrent également

les monoglucosylcéramides (Gle—Cer) en faible quantité chez les sujets sains,
en trés forte guantité chez les sujets atteints de la maladie de Gaucher
(DAWSON-CH, 1977). Chez 1l'homme, Gal-Cer et Glc—Cer appartiennent & des tis-—
sus trés variés (rein, intestin, poumon, lait, sang et également au niveau
des plaquettes dont ils sont le constituant majeur (KRIVIT—HAMMARSTROM, 1972 ;
TAO et coll., 1973). Récemment, un cérébroside contenant une molécule de
xylose a été isolé chez le hareng (KARLSSON et coll., 1972). Cependant gque
WATANABE et coll. (1976) ont identifié un fucosylcéramide dans les tissus

cancéreux.

- disinibution des oligohéxcsyledramides neutrnes : les oligohexo-—
sylcéramides neutres peuvent se subdiviser en plusieurs séries (tableau8 )

- série I pour ceux qui résultent d'additions successives de résidus glyco-
sidiques du Gal-Cer

- séries II, IIT : 1, ITI : 2 qui comprennent les oligohexosylcéramides neu-
tres issus de la substitution d'un Glc—-Cer. Ces oligohexosylcframides neutres
sont fréguemment des di, tri et tétraglycosylcéramides. Mais SMITH et coll.
(1975) ont isolé un heptaglycosylcéramide, et GARDAS (1976) un macroglycolipi-
de contenant 22 résidus osidiques.

Glucose, galactose sont les constituants les plus fréquents des oligoh€xosyl-
céramides neutres, mais ils peuvent égaelement contenir des résidus de glucosa-—
mine et galactosamine N-acétylés et de fucose (SMITH et coll., 1975). Nous
envisagerons ultérieurement les oligohéxosylcéramides contenant dans leur mo-
lécule des résidus d'inositol et de mannose qui appartiennent plutdt aux

phytosphingolipides.

les glycosphingolipides des s€ries I et IT ont é%é trouvés au niveau des reins
<

de marmiféres (MARTENSON, 1969) ainsi que dans leurs poumons (ADAMS~GRAY, 1967).
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Seule la série II a €té isolée a partir de tissus de rate, de foie et de

sang (WIEGANDT, 1971). : '

Les séries III : 1 et III : 2 proviennent des mémes sources, c'est-d-dire

le lait, 1'urine, le sérum et parfois la rate (WIEGANDT, 1971).

b) métebolisme. Le métabolisme des oligoglycosylcéramides a &té 1'objet de
nombreux travaux. Ces recherches se sont heurtées i des difficultés expérimen-

tales tenant

la solubilité des substrats ;

Qs

- & la solubilité des produits de la réaction. Les lipides, produits terminaux
des réactions enzymatiques peuvent ne pas avoir les mémes caractéres de solwu—
bilité que les substrats dont ils proviennent ;

- & la nature des enzymes impliguées dans le métabolisme des glycosphingoli~
pides. Ces enzymes liées a des particules résistent en général aux conditions
standardisées des processus de solubilisation (MORELL-BRAUN, 1972).

- metaboliswe des galactosylebramides (Gal-Cen) : la plupart des
travaux concernant le métabolisme des Gal-Cer ont &té réalisés sur les tissus

du systéme nerveux.

La présence 4'UDP galactose est nécessaire. Deux voies mdtaboliques sont pro-

posées (BURTON et coll., 1958 ; MORELL-BRAUN, 1972).

- par acylation de la base (LCB) puis galactosylation
LCB + acyl-CO-A —=  clramides + Co-A
Cen + UDP-Gak =  Gal-Cen + upp

- ou par galactosylation de la base (LCB) puis acylation :
LeB + UDP-Gak = pbsychosine + UDP
psychosine + acyl-Co-A e Gal-Con + Co-A

Cependant, il semblerait que la seconde voie métabolique impliquant la psycho-
sine ait de nombreux supports expérimentaux (CLELAND-KENNEDY, 1960 ; HAMMARSTROM,
1971). ‘

L'hydrolyse du Gal-Cer en galactose et céramide a &té démontrée par HAJRA et
coll. (1966). L'enzyme implique une cérébroside galactosidase d'origine ly-
sozomale. Son activité nécessite la présence de sels biliaires. Le déficit

en cette enzyme est responsable de la maladie de Krabbe chez 1'homme (leukodys-

trophie (SUZUKI-SUZUXI, 1970).



TABLEAU S

GalNAc_Gal_Gal_Glc _Cer Ga}NAc_(ISai_GIC_Cer
| l NANA
Gal Gai_Gk, Cer |
Gal Glc _Cer
A////// NANA
Gal-Glc-Ler |
Glc-Cer
C#er« GalICe'r_
Chol-P-Cer
S Gal_Cer

By
L iif ’ 4 . ’ -
&/ Schéma de la dégradation métabolique

des  sphingolipides complexes
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Actuellement, rien ne prouve que chez les végétaux un tel processus métaboli-

que existe.

- métabolisme des glycosylotramides (GLc-Cer) : les Gle-Cer sont
presque exclusivement rencontrés dans les tissus extra-neuraux. Leur biosyn-
thdse est une étape fondementale de celle des gangliosides. La glycosylation
des céramides nécessite la présence d'UDP-glucose et d'une enzyme de glycosy-
lation qui ne présente aucune spécificitd quant & la nature du céramide subs-
trat (c'est-3-dire au niveau de la longueur de chaine des acides gras et de

celle des bases).

L'enzyme hydrolysant les Glc—Cer en glucose et céramide a été purifife & par-
tir
’ - de rate humaine ;
~ de cerveau de boeuf ;
- de foie de rat ;

- de rein de rat ;
d'intestin de rat (MORELL-BRAUN, 1972).

Un déficit en glucosylcéramide glucosidase conduit d 1'accumulation dans les
viscéres et dans la rate de Glc—Cer caractéristique de la maladie de Gaucher

(BRADY et coll., 1966).

- métabolisme des oligohexosylcénamides neutrnes : les oligoglycosyl-
céramides neutres dont on a étudié le métabolisme peuvent &étre classés en trois
groupes soit

- ceux de la série II ;

- ceux de la série III ;

~ ceux de la série IV non sialidés.

Il est certain que 1l'oligosaccharide constitutif des glycosphingolipides est
synth®tisé par addition successive d'unités monosaccharidiques activées par
un nucléotide (UDP-Glec et UDP-Gal). Ces additions successives se font par

1'intermédiaire de transférases spécifiques (WIEGANDT, 1971) (tableau g ).

Ile systeéme multi-glycosyl-transférase suppose qu'une transférase différente

est nécessaire pour chacune des étapes, et que le prodult formé constituera .’
le substrat lors de 1'étape suivante. Ces enzymes transférant le méme heXGséé
mals sur des substrats de spfcificité distincte n'ont pas les mémes exigences

en ce qui concerne par exemple leurs activateurs (ions métalliques), leurs
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localisaticns subcellulaires, leurs pH optima d'action et leurs thermostabi-
lités. Le lieu de blosynthése de ces glycosphingolipides n:est pas encore
Géfini : synaptosome des terminaisons nerveuses, moelle osseuse ou erythro-

cytes (chez les mammiflres).

La partie oligosaccharidique des glycosphingolipides est dégradée par hydro-
lyse successive des liaisons glycosidiqﬁes des unités monosaccharidiques (ta-
bleau 9 ). Les enzymes responsables de cette hydrolyse possé&dent une trés

grande spécificité vis-a-vis de leur substratb.

Chez 1l'homme, l'accumulation pathologique de glycosphingolipides est en rela-—
tion directe avec la déficience totale ou partielle de 1l'activité d'une seu-

le de ces enzymes.

La maladie de Fabry correspond & 1l'accumulation de Gal a (1->4) Ga1 B (1=k4) -
Glc-Cer et & l'absence diune galactose-hydrolase lysosomale spécifique du
résidu terminal de ce trihegosylcéramide. Ce glycosphingolipide est retrouvé
au niveau de tous les tissus du malade (c'est-d-dire foie, rate, rein, pan-—
créas, prostate, coeur, cortex cérébral et muscles gasto-intestinaux...)

(CLARKE et coll., 1976.; KANO-YAMAKAWA, 197L4).

D'autres accumulations irrégulidres sont relatées et en particulier celle
d'un tétraglycosylcéramide contenant du fucose, en relation avec une a-fucc-—

sidase déficiente (WIEGANDT, 1971).

Les conditions pathologiques liées 4 une déficience ou un dysfonctionnement
des engzymes nécessaires au catabolisme des glycosphingolipides résultent dfune
inaptitude & former les entités structurales (membranaires par exemple) né-

"

cessalres.

2 - Les sulfotides :

L'isolement de sulfatides et 1'&tude de leur structure ont été réalisés i par-

tir de tissu de rein de mammif@res (MARTENSSON, 1966 ; KARLSSON et coll., 1973).

La formation des sulfatides (BALASUBRAMANIAN et coll., 1965) se fait par 1'in-—
terrédiaire de 1'adénosine-3-phospho-5'-pheosphosulfate (PAPS)
Cal-Cen + PAPS - Gal-Cen + PAP
[
S
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La sulfatation du galactose en position 3 (STOFFYN et coll., 1971) est réa-—
lisée par une "Gal-Cer-sulfotransférase' particulaire dont le substrat est

soit le Gal-Cer soit le lactosylcéramide (STOFFYN et coll., 1968).

De méme 1'enzyme clivant le sulfate de sulfatides, comme la plupart des hydro-
lases impliguées dans le catabolisme des glycosphingolipides sera de nature
particulaire (MRAZ et coll., 1976). Elle présente une activité d'aryl-sul-
fatase A et de sulfatide-sulfatase (MRAZ-JALZKEWITZ, 1976).

3 - Les gangliosides :
les ganglicsides dérivent de la série IV. Ce sont donc des glycosphingolipides
a4 acides sialiques tels

- 1'acide N-acédtyl-neuraminique (NANA) dans les tissus du systéme nerveux cen-
tral des animaux & sang chaud ;

- 1'acide N-glyccsyl-neuraminique (NGNA) des tissus extra-neuraux (3 1'excep-—
tion de 1l'homme ol ne se rencontre gue le NANA).

a) distribution.

- Les tissus nerveux centraux possédent des tri et tétra-glycosyl-
céramides sialid@s composés de lactose. Une certaine variabilité structurale
est observée en fonction de 1'8ge. Le contenu en acide sialique augmente avec

l'allongement de la chaine des bases (WIEGANDT, 1971).

- Les Lissus extha-neuwraux sont caractérisés par la présence de

gangliosides contenant du fucose.

b) métabolisme.
- anabolisme : l'incorporation de molécule d'acide
sialique pose le probléme de la succession de 1l'addition séquentielle d'unités

monosaccharidigues quand la chaine est ramifiée.

Deux voies sont possibles & partir du Gal-Clc-Cer par incorporation dfune Gal-
NAC ou d'un acide neuraminique suivie de 1l'addition d'acide neuranminique ou

d'une Gal-NAC pour aboutir finalement au composé suivant :

Gal-NAC - ?aﬂ - Gle - Cen
NANA
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Les voies de synthéses divergent ensuite pour aboutir aux di ou aux tri-sialo-

gangliosides.

- catabolisme : la biodégradation des gangliosides
s'effectue Egalement par étapes successives et détachement d'unités monosaccha-
ridiques par des glycosidases de nature particulaire a4 pH optimum d'action

inférieur & 5 (WIEGANDT, 1971).

La plupart de ces enzymes d'origine lysoscmale ont été isolées & partir de

foie, rein, rate, muscle et mugueuse intestinale d'animaux (WIEGANDT, 1971).

Chez 1l'homme, les gangliosidoses sont des maladies génétiques lifes & la dimi-
nution des activités d'enzymes du catabolisme et .caractérisées par 1'accumu—

lation de gangliosides. Ce sont

- la maladie de Tay Sachs (SVENNERHOLM, 1962 ; OKADA et O'BRIEN, 1969) ;
~ la maladie de Sandhoff (CHEN TSAY-TAWSON, 1976) ; '
-~ 1'idiotie anaurotique infantile (BARTSCH, 1970).

4 - Les phytoglycosphingolipides :

Leur structure a été déterminée par CARTER et coll. (1969, 1964), elle est

représentée par la figure suivante

galactose
> arabinose

fucose

0
i
CH,(CH),,CH—CH—CH—CH, < 0- P+ O

OH OH :;fH OH
?O
R
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Leur molécule comprend essentiellement : céramide, acide phosphorique, inosi-
tol et mannose. D'aprés CARTER, c'est par une liaison phoséhodiester que lsa
b-hydroxy-N-acyl-sphinganine est attachfe & un oligosaccharide comprenant
inositol, mannose, galactose, fucose mals aussi de l'acide hexuronique et des

hexosamines.
Ils ont été identifiés dans des organismes végétaux taxinomiquement éloignés

- Neurospora crassa (LESTER et coll., 1974) ;
- Saccharomyces cerevisiae (SMITH-LESTER, 1974) ;
- Végétaux supérieurs (CARTER et coll. ; 1964, 1969).

Ieur rdle est encore indéfini.
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CHAPITRE I1I

- MATERIEL D'ETUDES. -

L'étude que nous rapportons a été réalisée chez Petunia hybrida
media vulgaris. les différents cldnes W166K (alléles auto-incompatibles S1S2)
et T2U (alléles auto-incompatibles S

3S3) ont €té mis & notre disposition par
le Professewr H.¥. LINSKENS, Directeur de 1l'Institut botanique de 1l'Universi-

té des Sciences de Nimégue (Hollande) (cf. fiche technique n° 1).

TLes combinaisons étudiées sont les suivantes :

- compatibles (xénopollinisation des cldnes : W166K par le pollen T2U et T2U
par le pollen WI166K) ;

- incompatibles (autopollinisation des cldnes : W166K par le pollen W166K et
T2U par son propre pollen T2U).

Pollens et styles (vierges, auto et xénopollinisds aprés des polli-

nisations de 8 heures et de 24 heures) sont lyophilisés et conservés i -20°C.

Nous nous proposons essentiellement la séparation et l'identifica-
tion des glycosphingolipides neutres,ce qui implique l'extraction des lipides
totaux, la séparation des glycosphingolipides de ce totum et enfin le frac-—

tionnement en classes de ces lipides complexes.
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CHAPITRE 1 11

- ANALYSE DES GLYCOSPHINGOLIPIDES TOTAUX -

L'isolement des glycosphingolipides totaux implique la séparation
préalable des lipides des autres constituants cellulaires sans en altérer

les structures.

La préservation des architectures membranaires dans laquelle les
lipides endogeénes sont engagés constitue un des premiers €cueils auxquels

l'expérimentation est confrontée.

I1 est ainsi conseillé d'extraire le plus rapidement possible,
dés le prélévement, les lipides afin d'éviter 1l'action néfaste des températu-

res supérieures & celles de la congélation.

D'un autre cO0té, l'utilisation avant toute opération extractive de
la congélation est &galement délicate. En effet, 1l'intrusion de cristaux de
glace est susceptible de détruire partiellement 1l'architecture cellulaire.
D'autre part, il est souvent montré que la décongélation favorise l'activation
des lipases endogenes responsables de 1l'hydrolyse des groupements "acyls".

Une telle autolyse non physiologique des lipides peut d'ailleurs €tre contrd-—
1lée par 1'évaluation de 1l'augmentation du taux d'acides gras libres qui vont

s'accumuler dans ce cas.

Aussi, afin d'inhiber toute possibilité d'action enzymatique avons—
nous  rejeté tout protocole extractif d'un matériel méme lyophilisé qui re-
posersit sur la présence de solvants dont le haut degré alcoolique favori-
seralt la dégradation du matériel et sur 1l'utilisation de solvants qui active-

ralent les lipases et les phospholipases D.



TABLEAU 10

PROTOCOLE D EXTRACTION

STYLES (2g)
TISSUS <

POLLENS (1g)

Y

EXTRACTION 15mn au Waring Blendor
dans CHCly-CH;OH (2:1)

2h

t* ambiante

#

FILTRATION

_ _
|
[SURNAGEANT 1] [RESIDU]

HOMOGENEISATIONS
au Potter dans .
CHCI3——CH30H(2:1}

FILTRATION

l

)

]
—— {SURNAGEANT 2| [RESIDU_]

Th a refiux dans
CHClg~ CHAOH (1)

] vV
DEPHASAGE par addition FILTRATION
NaCl 9% . —_
1 nuit 3 4°C
uita + ~{ SURNAGEANT 3 | [RESIDU]
PHASE SUP. 1 PHASE INF.

LAVAGE

PHASE SUP. 2 JL

'
LIPIDES TOTAUX
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En effet, i1 a &té établi que les phospholipases D qui catalysent
1'hydrolyse des galactosides diglycérides des tissus chlorophylliens des
feuilles ont leur activité accrue par la présence de chloroforme ou de diéthyl-

Ather.

De plus, sachant que la fragilité des extraits lipidiques végétaux
réside dans leur grande richesse en 1ésidus "acyls" trds désaturés et par
conséguent trés oxydables, ces extraits seront toujours stockés sous atmos—

phére d'azote 4 -20°C.

L'extraction des glycosphingolipides végétaux est particuliére. On
sait en effet qu'ils sont trés fortement intégréé dans les structures membra-
naires (KARLSSON, 1973), aussi leur isolemept exigera-t~il des conditions
d'autant plus drastiques que ce sont les derniers composés extractibles, ainsi
que le montre le protocole retenu (tableau 10) : glycosphingolipides des

pollens et styles lyophilisés seront extraits selon les étapes suivantes

~ extraction des lipides totaux

- extraction des glycosphingolipides totaux.

I - EXTRACTION DES LIPIDES TOTAUX

Les fleurs des cldnes W166K (alldles d'incompatibilité 3182) et

T2U (alléles d'incompatibilité S.S.) utilisés pour cette étude sont cultivées

3
en serre, a température et lumiére contrdlées, cueillies et pollinisées selon
une technique précédemment décrite (H.F. LINSKENS et coll., 1969). Aprés

des temps de pollinisation de O heure (styles vierges témoins), 8 et 2L heures,

les styles auto et xénopollinisés sont lyophilisés et stockés a -20°C.

ILes lipides des styles (2 g) et des pollens (1 g) sont rapidement
extraits selon la technique de FOLCH (1957) modifiée par KARLSSON (1973)
(fiche technique n® 2) par le mélange solvant CHCl3—CH3OH (2 : 1, v/va
raison de 20 ml de solvant par gramme de tissu lyophilisé et pendant 20 mi-

nutes).
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Aprés plusieurs homogénéisations et filtrations, [le résidu sec est
chauffé & reflux en présence du mélange chloroforme-méthanol (1 : 1 , v/v).
Ies lipides totaux sont recueillis dans une phase inférieure chloroformique
3—CH30H—NaCl 9% (3 : L7 : U8 , v/v/v) et

évapcrés 4 sec 3 ils sont repris dans un petit volume du premier solvant d'ex-

aprés lavage par une solution CHC1

traction et conservés a -20°C sous atmosphére d'azote.

IT - OBTENTION DES GLYCOSPHINGOLIPIDES TOTAUX

L'obtention des glycosphingolipides totsux & partir d'un extrait lipi-
digue total tel qu'il a &té précédemment préparé, exige leur séparation des
glycérophosphatides. En s¢ basant sur 1'alcali résistance des glycosphingoli-
pides dUe & la présence d'une liaison amide, les glycérophosphatides seront

€liminés par saponification en milieu basigue.

Nous avons donc recherché un protocole d'hydrolyse assurant un bon
isolement des glycosphingolipides & partir des extraits de pollens et de

styles.

1 = Recherche d'un protocole d'hydrolyse :

Plusieurs protocoles d'hydrolyse douce sont connus et ont été testés. Nous
rapportons ci-aprés les principes des méthodes proposées par ROUSER (1967),

DAWSON (1967), SUGITA (197%) et de KARLSSON (1973). “

a) méthode de ROUSER (1967). Les lipides dissous dans le tétrachlorure de car-

bone (0,8 ml) sont hydrolysés par une solution hydroalcoolique de NaOH N
pendant 20 minutes 2 37°C. Aprés arrét{ de la réaction par addition d'éthyl-
formate (0,4 ml) et évaporation, le résidu lipidique est isolé par déphasage

-

aprés addition de 1 volume d'eau et 2 volumes du mélange isobutanol/chloro-

forme (1 : 2, v/v).

b) méthode de DAWSON (1967). Cette deuxiéme méthode est une variante de la

Pt

précédente. Les lipides, aprds évaporation & sec, sont repris et hydrolysés
une nuit, 4 37°C, par une solution de potasse (KOH 1N) dans le mélange métha-

nol-esu (1 : 1, v/v).



OBTENTION DES GLYCOSPHINGOLIPIDES TOTAUX

TABLEAU 11

LIPIDES TOTAUX
HYDROLYSE  ALCALINE

DOUCE
KOM 011 dans CHyOH—H,O (9:1)

12h _sous azote_a lobscurité _et a
temperature ambiante

ARRET DE LA REACTION
addition d'HCI 2M

Y

DEPHASAGE

addition de CHC!3 et de H20
jusqu’ aux concentrations finales

CHCl; CHgOH H,0 (8:4,3)

PHASE SUPERIEURE PHASE INFERIEURE

GSL TOTAUX

PRODUITS

de
- Aye . DEGRADATION
-LILLE- ‘
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Apré&s addition de chloroforme et déphasage, les glycosphingolipides totaux
contenus dans la phase organique inférieure sont recueillis, évaporés & sec

et le résidu conservé 4 -20°C sous atmosphére d'azote.

c) méthode de SUGITA (197k). ILes lipides sont hydrolysés 1 heure & 37°C en
présence de soude 1N dans le mélange solvant chloroforme-méthanol (2 : 1, v/v).
La réaction est arr8tée en acidifiant le milieu jusqu'a pH 4 par HCL 1N.

Aprés addition de 4 volumes de mflange solvant CHC1l.-CH_OH (2 : i, v/v) et dé-

3773

phasage, la phase inférieure chloroformique est dialysée contre de l'eau

distillée & 4°C pendant 20 heures.

La phase inférieure conterant les glycosphingolipides est &vaporfe a sec et

le résidu est repris par le mélange CHC1 “CH,0H (2 : 1, v/v).
2

3

Les phases inférieures (glycosphingolipides totaux non purifiés)
sont chromatographiées en couche mince dans le systéme solvant classique
chloroforme-méthanol-eau (65 : 25 : 4, v/v/v). L'identification des lipides
en général et celle des glycosphingolipides et des phospholipides sera réa-

lisée par les réactifs spécifiques (fiche technique n® 6).

ILes trois méthodes proposées par ROUSER, DAWSON et SUGITA présen-
tent des inconvénients majeurs tels l'insuffisance de 1l'hydrolyse alcaline
douce vis-d-vis de la résistance des lécithines qui ne seront pas totalement
détruites, ou l'altération des copules glucidiques des mono et diglycosyl- |

-

P .
céramides.

C'est pourquoi nous leur avons préféré le protocole de KARLSSON
(1973) qui assure, avec le maximum d'efficacité, 1'hydrolyse des phospholipi-

des tout en &vitant les phénomeénes d'autooxydation.

d) protocole de KARLSSON (1973). Ce protocole est décrit dans la fiche tech-

nique n® 3 et résumé tableau 11 . o

Les lipides totaux sont soumis & une hydrolyse alcaline douce en présence'dé

potasse alcoclique (KOH 0,1 M dans le mélange CH3OH~H20 9 : 1, v/v). Aprés



18 heures d'hydrolyse sous atmosphére d'azote et & 1l'obscurité, arrét de la
réaction et déphasage, les glycosphingolipides totaux sont recueillis dans

la phase organique.

Une partie aliquote de la phase supfrieure est analysée par chromatographie

en couche mince dans le systéme solvant CHCl3~CH3OH—H2O (65 : 25 : W, v/v/v).
L'absence de glycosphingolipides est vérifiée par révélation des plaques par
leurs réactifs spécifiques tels que les réactifs a4 1l'g-naphtol, 4 la benzidine
et & 1l'acétate cuprique (Ffiche technique n® 6). L'absence de bases & 1'état
libre est également contrdlée par pulvérisation des plagues par le réactif a
la ninhydrine (fiche technique n® 6). Une partie aliguote de la phase infé-
rieure permet, aprés chromatographie en couche mince, 1'identification des

glycosphingolipides séparés.

-

Toutes les classes de glycosphingolipides : céramides, mono, di, tri et tétra-
glycosylcéramides ainsi que des lipides trés polaires ont &té identifiés.
L'éventuelle présence de produits issus de 1'hydrolyse incompléte des lipides
et solubles dans les solvants organiques doit €tre recherchée. Ceux-ci pro-
viennent des phospholipides (lysolécithine, lécithine, phosphatidyl--éthancla-
mine, phosphatidyl-sérine, phosphatidyl-inositol et acide phosphatidique), des

lipides simples (triglycérides, cholestérol) et des caroténoides.

C'est pourquoi, ces diverses classes de lipides ont &t€ également soumises &
1'hydrolyse alcaline douce selon KARLSSON, et les produits de dégradation
analysés et identifiés par chromatographie sur couche mince dans deux systé-
mes solvants différents :

- systéme solvant des phospholipides selon ROUSER (1967)

CHCE ;-CH OH-NH ,0H 7 N 115 : 45 : 7,5 (v/v/v)

3 4

- systéme solvant des glycosphingolipides

CHC£3—CH3OH~H20 65 : 25 : 4 {v/v/v).

A 1'exception du cholestérol non touché par 1'hydrolyse alcaline douce, tous
les autres lipides cités &tant détruits, ne migrent plus dans leur systime
solvant classique. Pour ce qui concerne 1'expérimentation, nous nous sommes
toujours placée dans des conditions de concentration telles que la présence
de produits de dégradation devenait trds improbable. Cependant wne &tape de

purification s'avére indicpenssble.



TABLEAU 12

ANALYSE PAR CHROMATOGRAPHIE EN COUCHE MINCE DES FRACTIONS
FA, B ET C SEPAREES SUR COLONNE D'ACIDE SILICIQUE

CHROMATOGRAPHIE sur ACIDE SILICIQUE des’

LIPIDES apres METHANOLYSE ALCALINE

CHCI= H.OH
CHCI, CH,0H CH,
25175
©
£ E
8 8
J
FB FC
[ teoms  DigMents e pigmerttd
+G3 ZaEd cer
r
o7 mgce
05 @R ducer
- TTR tgeer A tgcer
€E® trocer trgeer

ilpides

L. -
lipides
polaires Lo polaires
! -.MvL____.‘.

Plague de gel de silice G activée 1 heure a 120°C
solvant : CHCL,-CH, OH-H,0 (65 : 25 : 4, v/v/v)
. ; 3 "3 2 N
mighation : 13 cm
nevelation : réactif a La Rhodamine 6G

FA fraction A

L lécithine hydrolysée partiellement par le réactif alcalin (fiche n® 3)
PI* phosphatidyl-inositol hydrolysé partiellement

PE*® phosphatidyl--éthanclamine hydrolysée partiellement

FB fraction B

rC fraction C



I1I~ PURIFICATION DES GLYCOSPHINGOLIPIDES TOTAUX PAR CHROMATOGRAPHIE D'AD-
SORPTION SUR COLONNE D'ACIDE SILICIQUE

L'examen des chromatoplaques (CCM) des extraits de lipides totaux
des pollens et des styles met en évidence la contamination des glycosphingoli-
pides par
-~ des acides gras 1ibérés lors de l'hydrolyse alcaline douce des lipides
totaux
- du chclestérol accompagné de stérols alcalis-résistants ;

- de pigments (chlorophylles dans les extraits stylaires ; carotdnoides, par-
ticuliérement abondants dans les extraits polliniques).

Signalons &galement la présence d'un composé de nature indéterminée
remarquable par sa migration entre les céramides monchexosides et le cholesté-
rol et par son caractére o-naphtol positif. Ce composé semble analogue a celul

que VAN DESSEL (1977) a également mis en &vidence.

Une étape supplémentaire de purification de ces glycosphingolipides
par chromatographie sur colonne d'acide silicique est donc indispensable. Cette
méthode de fractionnement basée sur le principe de la chromatographie d'ad-

sorption est trés fréquemment employée et nous 1l'avons retenue.

1 - Sehéma d'élution des glycosphingolipides :

Un essal préliminaire calqué sur le méme modeéle d'extraction, d'hydrolyse al-
caline douce et de purification sur colonne d'acide silicique,a &té expéri-
menté sur des tissus non chlorophylliens (pommes) et fortement chlorophylliens
(épinards). Ainsi avons-nous déterminé les volumes exacts de solvants néces-
saires 4 une &lution et 3 une purification satisfaisantes des glycosphingoli-

pides.

Le protocole de KARLSSON a été retenu (tableau 12). Ies glycosphingolipides
obtenus aprés hydrolyse alcaline douce sont chromatographidés directement sur
colonne d'acide silicique 100 mesh, &quilibrée en chloroforme (fiche techni-—
que n® L4). Par passage de solvants de polarité crcissante, trois fractions sge-
ront obtenues. Ainsi pour une charge lipidique de 100 mg, 1'é€lution est assu-

rée par le passage successif, pour 1 gramme d'acide silicique de



- 10 ml de chloroforme : ce premier €luat ou fraction FA contient les acides
gras, le cholestérol, les stérols et la plus grande partie des pigments ;

-~ 10 ml du mélange CHCL_ -CH.CH (1 : 3, v/v) constitueront le second éluat
qui renferme des glycosghin olipides (fraction FB) ;

- 10 ml de méthanol enfin entraineront les glycosphingolipides encore adsor-—
bés. Cette derniére fraction est appelée FC.

Ainsi, les lipides neutres peu polaires sont &lués les premiers tandis que

les lipides les plus polaires le sont en dernier.

2 - Caractérisation par chromatographie en couche mince dese
fractions FA, FB et FC :
Les constituants de ces treis fractions sont identifiés par chromatcgraphie
en couche mince de gel de silice dans le solvant CHC13—CH3OH—H20 (65 : 25 : i,
v/v/v) et par co-migration avec plusieurs témoins
~ phospholipides hydrolysés (phosphatidyl-é&thanolamine, phosphatidyl-inositol) ;
- lipides neutres hydrolysés (tri-glycérides, cholestérol) ;

- glycosphingolipides (céramides, moncglycosylcéramides, diglycosylcéramides
et extraits de cerveau de chez Sigma).

les résultats sont reportés dans le tableau 12.

Ainsi, acides gras libres, cholestérol et la majeure partie des pigments ap-
partiennent bien 3 la fraction FA, cependant que glycosphingolipides et les

pigments résiduels sont caractérisés dans les fractions FB et FC.

I1 s'est avéré que chacune des deux fractions FB et FC demeurent encore souil-
lées par des traces de pigments. En effet, ces pigments ne peuvent pas &tre
€lués au niveau de la fraction FA en augmentant le volume é€luant. Seule 1'aug-
mentation de la polarité du mélange solvant (addition de deux pour cent de
méthanol au cnloroforme) permet 1'élution de quelques pigments résiduels mails,

dans ce cas les céramides peu polaires sont également €lués.

les glycosphingolipides sont donc a4 ce stade encore contaminés par la présen-

ce de guelques pigments.
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IV - DOSAGE DES GLYCOSPHINGOLIPIDES TOTAUX

Leur dosage nous a paru intéressant afin de mieux comprendre leur
éventuelle participation au métabolisme perturbé qui accompagne la pollinisa-

tion incompatible.

On sait que les glycosphingelipides constituent une classe de lipides

complexes caractérisés par 1'omniprésence de N-acyl-sphingosine.

Selcen les modes de liaison de cette base avec des hexoses, des
hexoses estérifiés, des oligosaccharides 4 acide sialique ou & la phosphocho-
line, on distingue respectivement des glycosphingolipides neutres, acides
(sulfatides), gangliosides ou méme sphingomyélines. Mais, quelle gue soit la na-
ture ou la concentration de ces substituants dané les extraits de pollens ou
de styles analysés, chague molécule de sphingolipide ne renfermera gu'une
seule molécule de sphingosine. Aussi son dosage exprimera-t-il celui des gly-

cosphingolipides.

D'autre part, le choix de la technique de dosage dépendra d'un cer-

o

tain nombre de critéres classiques : sensibilité, reproductivité, spécif

e

cité

[®

et rapidité d'exécution. Aussi, parmi les nombreuses techniques de dosage
proposées (fiche technique n° 9) avons—nous retenu celle de NAOI (197h) qui

possé&de  les qualités recherchées.

1 - Principe de la technique de NAOT :

Ce dosage repose sur l'évaluation de 1l'intensité de fluorescence émise par
la sphingosine inclue dans un complexe formé avec la fluorescamine ; cette

intensité est proportionnelle & la quantité de sphingosine.

La réalisation du dosage nécessite, dans une premiére &tape, la libération

de la sphingosine par hydrolyse acide. Afin de minimiser les interférences qui
pourraient &tre apportées par 1'éventuelle présence d'hexosamines (apparie-
nant 4 la structure des glycosphingolipides) ocu par celle d'amines primeires
hydrcsolubles (issues de 1'hydrolyse de contaminants), la sphingosine ainsi

libérée est extraite par le diéthyl-&ther.



TABLEAU 13

ISTRIBUTION DES TENEURS EN GLYCOSPHINGOLIPIDES TOTAUX DANS

LES STYLES ET LES POLLENS

GEL Totaux

Matériel utilisé
n moles par | taux relatifs taux relatif

g de tissu | /styles vierges [eroisements

compatibles.

Styles vierges  WI6G6K 5221 1,000
Pollen  WI66K 653,28 1,252
Poillen T2U 5638,5 1,088

Styles autopollinisés  8h

346,8 0,634 0,675
WIG6K x WiesK :
Styles xé llinisés  8h
vles xénopollinisé 513,6 0,083 1.000
WI66K x T2U
Styles autopollinisés  24h 4215 0.807 0815
WIBBK x WIB6K '
-
Styles xénopollinisés  24h
516,6 0,989 ,000
WIieeK x T2U 1.0 ,
Styles autopollinisés  24h
636,5 811
T2u x T2u 2 0.81
L~~~ Styles xénopoliinisés  24h 7843 1,000

ULlE

% ypen

5“5> T2U x WIGEK
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Dans une deuxicme étape, la sphingosine sera complexée avec la fluorescamine
et la fluorescence de la sphingosine est dosée dans ce complexe par spectro-—
fluorimétrie pour une longueur d'onde d'excitation de 385 nm et une longueur
d'onde d'émission de 480 nm. Les spectres d'émission et d'excitation, ainsi
o A e e o . . P Y -, e
que la linéarité de la courbe étalon ont &té vérifiés et sont présentés sur

les diagrammes (fiche technique n°® 9).

Les résultats des dosages fluorimétriques des glycosphingolipides totaux des
différents extraits de pollens et de styles vierges auto et xénopollinisés,
sont exprimés en nanomoles de glycosphingolipides par gramme de tissu lyo-

philisé (tableau 13).

Le contrSle de la spécificité du dosage est-effectud par 1'établissement
d'une gamme étalon en présence ou en 1l'absence de pigments, ce qui a permis
d'établir que l'existence de chlorophylle dans le milieu ne perturbe aucune-

ment le dosage des glycosphihgolipides.

2 - Résultats :

La comparaison des résultats des dosages fluorimétriques des glycosphingoli-
pides totaux dans les extraits polliniques montre que le pollen WI66K (S 82)
5.).

est nettement plus riche en ces composés lipidiques que le pollen T2U (S

D'autre part, la comparaison entre extraits pollinigues et extraits de styles
vierges met en évidence une teneur en glycosphingolipides plus élevée dans

le pollen (notamment dans le pollen WI66K par rapport aux styles de méme gé-—
notype).

Cependant, la comparaison la plus intéressante est celle des teneurs des ex-
traits de styles vierges par rapport 4 celles des extraits de styles pollini-

sés ou, dans l'ensemble, une diminution des teneurs est observée.

A la suite de cette observation une tentative d'analyse plus fine s &té re-
cherchée dans la confrontation des résultats des dosages f]uozlmetrlqup% rele~
vés en fonction du temps de pollinisation (8 heures et 24 heures) avec ceux

des styles vierges (considérés comme témoins du temps zéro).



FIGURE 5

TENEURS PRELATIVES DES GLYCOSPHINGCLIPIDES TOTAUX PAR RAPPORT

A CELLES DES STYLES VIERGES.
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FIGURE 6

CINETIQUE DU METABOLISME DES GLYCOSPHINGOLIPIDES TOTAUX
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FIGURE 7

TENEURS RELATIVES DES GLYCOSPHINGOLIPIDES TOTAUX PAR RAPPORT

A CELLES DES CROISEMENTS COMPATIBLES

A taux reiatifs de GSL , aux croisements compatibles
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I1L apparait (figures 5 et 6 ) que la xénopollinisation est caractérisée par

’
une baisse trés légére de la teneur en glycosphingolipides de O & 8 heures,
puis les valeurs relevées augmentent et au bout de 24 heures de pollinisation

elles sont trés voisines des valeurs initiales.

Dans ces mémes conditions, l'autopollinisation est marquée par une diminution
des teneurs en glycosphingolipides par rapport au temps zéro (styles vierges)
qui est de 34 % aprés 8 heures et de 19,3 % aprés 24 heures de pollinisation
incompatible. Ainsi, l'autopollinisation est neittement marquée par une forte
diminution des teneurs en glycosphingolipides totaux et la 18gdre augmentation
observée de 8 heures & 24 heures ne conduit cependant qu'd des valeurs

inférieures & celles qui caractérisent les extraits de styles vierges.

Le comportement des styles aprés autopollinisation et xénopollinisation est

schématisé dans la figure 6 .

Cette diminution des teneurs semble bien caractériser 1'autopollinisation,
c'est ce qu'exprime les histogrammes de la figure 7 ol les teneurs en glyco-
sphingolipides totaux sont exprimés par rapport aux teneurs en glycosphingo-

lipides totaux des styles x€nopollinisés.

En résumé, 1'étude analytique des glycosphingolipides des pollens et des sty-

les de Petunia autorise la mise en valeur de quelques faits int&ressants
- différences quantitatives entre les pollens : le pollen W166K (818 ) est

nettement plus riche en lipides que le pollen T2U (8383) ; 2

- différences gquantitatives entre pollens et styles vierges : ici aussi les
résultats sont nets 3 les pollens sont toujours plus riches gue le style
vierge en glycosphingolipides totaux ;

- différences quantitatives entre styles vierges et styles pollinisés : les
différences sont également nettes, la pollinisation entraine une diminution
des glycosphingolipides. Cette diminution est trds marquée dans le cas de
1l'autopollinisation, puisqu'elle atteint 34 % aprés 8 heures de pollinisation
et encore environ 20 % aprés 24 heures.
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CHAPITRE iV

- ANALYSE DES GLYCOSPHINGOLIPIDES NEUTRES ET ACIDES -

-

L'hypothdse de la participation des glycosphingolipides au métabo-
lisme nouveau qui caractérise 1l'incompatibilité peut €tre avancée en tenant
compte de 1l'évolution globale des teneurs en glycosphingolipides des styles

autopollinisés.,

Une &tude plus précise de ces lipides complexes impose une meilleure
connaissance des différentes catégories qui les composent, cfest-d-dire le
fractionnement des glycosphingolipides totaux en ses constituants neutres et

acldes.

I - FRACTIONNEMENT EN GLYCOSPHINGOLIPIDES NEUTRES ET ACIDES

Ces lipides complexes &tant essentiellement des molécules amphipa-
thiques, nous avons utilisé pour leur fractionnement une technique souvent
proposée : la chromatographie d'échange ionique. Ainsi les glycosbhingolipi—
des, précédemment purifis par chromatographie sur colonne d'acide silicique
seront fractionnés sur colonne d'échangeur d'ions et trois grands groupes de

lipides seront ainsi isolés

~ lipides neutres (non ionisés et non ionisables) ;
- lipides zwitterionigues ;

- lipides acides.



FIGURE
ANALYSE PAR CHROMATOGRAPHIE EN COUCHE MINCE DES FRACTIONS D ET E
SEPAREES SUR COLONNE DE DEAE-CELLULOSE
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Ces fractions lipidiques pourront & leur tour &tre fractionnées en fonction

du caractére plus ou moins polaire et/ou acide de leur molécule.

1 - Chromatographie sur colonne de DEAE-Cellulose, des glycosphingo-
lipides des fractions FB et FC :

Les fractions FB et FC précédemment &luées sont réunies et chromatographiédes
sur colonne d'échange ionique selon le protocole proposé par KARLSSON et
coll. (1973) (fiche technigue n® 5). La diéthylamino—&thyl-cellulose (DEAE~
Cellulose) préparée selon KARAN et LESTER (1975) est utilisée sous forme acé-
tate et équilitrée dans le mflange solvant CHC13—0H3OH (2 : 1, v/v). La chro-
matographie est effectuée selon les conditions suivantes ‘
—~ charge en lipides de la colonne : 50 mg par gramme de DEAE-Cellulose ;

—- €lution assurée par le passage successif d'un premier melange éluant
CHC1.-CH_OH (2 : 1, v/v) & raison de 100 ml par gramme de cellulose ; puis le

méthgn013contenant 5 % en poids de LiCl, i raison de 25 ml d'éluant var gram-

me de cellulose.

Deux fractions FD et FE sont respectivement obtenues (figure 8 ): la premidre
contient les glycosphingolipides neutres, la seconde les glycosphingolipides

acides.

2 - Caractérisation des fractions FD et FE par chromatographie
en couche mince :
Les deux fractions FD et FE ont €té analysées par chromatographie en couche

- CH,OH-H,0

mince sur gel de silice dans le systéme solvant classique CHCl3 5
)

(65 : 25 : kL, v/v/v).

La fraction FD est débarrassée de la plupart des pigments, elle correspond
aux glycosphingolipides neutres : céramides, mono, di, tri et tétraglycosyl-

céramides et lipides polaires.

La fraction E comprend essentiellement les sulfatides et €galement des pig="

¥

ments contaminants. Les résultats de ces snalyses chromatographiques soﬂ?irér

portés figure 8 .
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IT - DOSAGE DES GLYCOSPHINGOLIPIDES NEUTRES ET ACIDES

Il nous a paru intéressant de doser les glycosphingolipides acides
et neutres afin de comparer leur importance relative dans les pcllens et dans
les styles vierges, auto et xénopollinisés. Ce dosage a &té effectué selcn
la méthode fluorimdtrique décrite par NAOT (1974) et telle gue nous 1'avons

précédemment appliquée aux glycosphingolipides totaux.

Les résultats concernant les dosages des glycosphingolipides acides

et neutres sont consignés dans le tableau suivant.

GSL neutrnes fotaux - ' GSL acides fotaux
' P e el e e frm—w— e — e ey f o e e e
Types d'extraits nmoles/ | nelatif/ | neletif/ | nmoles/ nelalif /| neledif/
g Lissu croisement; stules g issu torolsement | styles
compatible| vienges : compatible | vierges
Styles vierges
W1%6K & 473, 1 1,000 48,7k 1,000
Pollen W166K 611 42,56
Pollen T2U 512,8 . 55,82
W166K.W166K
8 heures 302,9 0,616 0,640 43,6k 2,00 0,895
W166K.T2U . ]
8 houres 491,6 1,000 1,039 21,83 1,00 O,uh7
W166K.W166K ,
ol neures 393,6 0,816 0,832 27,83 0,81 0,571
W166K.T2U . '
ol heures L82,1 1,000 1,019 34,47 1,00 0,707
T2U.T2U -
2L heures 610,1 0,791
T2U.W166K .
2l heures 765 1,000




FIGURE 9 , '

CINETIQUE DU METABOLISME DES GLYCOSPHINGOLIPIDES ACIDES TOTAUX
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1 - Résultats des dosages des glycosphingolipides acides :

L'examen du tableau précédent est intéressant. Nous constatons en effet qu'au
niveau des dosages des sulfatides les styles vierges (W166K) sont relative-
ment plus riches gque le pollen de méme génotype. Le pollen T2U est lui carac-—

térisé par sa richesse en sulfatides.

les pollinisations compatibles et incompstibles s'accompagnent de variabions
des teneurs en fonction du temps de pollinisation. Alasi, la xénopollinisation,
malgré 1'apport d'un pollen relativement plus riche en sulfatides, montre

une forte diminution de ces glycosphingolipides acides aprés 8 heures de pol-
linisation (55 % environ). Les diminutions des teneurs en sulfatides ne sont

plus que d'environ 30 % aprds 24 heures.

Par contre, au cours de l'autopollinisation les teneurs en sulfatides diminuent
lentement de O & 8 heures (10,5 %) puis cette diminution des teneurs s'asccuse

fortement de 8 heures & 24 heures (43 % enviren).

Ces différences de comportement des sulfatides au cours de l'auto et de la

xénopollinisetion sont nettement apparentes dans la figure 9 .

2 - Dosages des glycosphingolipides neutres totaux :

les résultats des dosages sont exprimés €galement en nanomoles par gramme de
tissu lyophilisé. L'examen de la variation des teneurs relatives montre que
ces hétérolipides ont un comportement identique & celui des glycosphingolipi-

des totaux.

L'autopollinisation notamment, s'accompagne d'une diminution des teneurs en

glycosphingolipides neutres totaux indépendamment du génotype du style polli-
nisé. Cette diminution est d'ailleurs trés prononcée dés les & premicéres heu-
res de pollinisation incompatible (36 %), elle sera plus faible (17 % envircn)

de 8 i 24 neures.’
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En résumé, il est dans 1'état actuel de nos connaissances sur les glycosphin-—
golipides acides, prématuré d'émettre une hypothése concernant la différence
de comportement de ces glycosphingolipides aprds 8 heures de pollinisation.
Nous ne pouvons que constater que leurs teneurs allajient en diminuant constam-—

ment. au cours de 1l'autopollinisation.

Par contre, il est &vident que quelle que soit la nature du glycosphingolipi-
de. considéré, la pollinisation compatible ou incompatible est en relaticn

avec des variations quantitatives des teneurs de ces glycosphingolipidesvaci—
des ou neutres. Aussi, afin de vérifier si les variations observées pouvaient
eétre qualitatives, nous avons entrepris 1'étude des acides gras des glycosphin-—

golipides neutres totaux.

IIT - COMPOSITION EN ACIDES GRAS DES GLYCOSPHINGOLIPIDES NEUTRES TOTAUX

Le comportement des glycosphingolipides neutres et acides, aprés
autopollinisation, nous a conduit a envisager 1l'analyse qualitative de ces
hétérolipides. La recherche de techniques bien adaptées 3 notre matériel et
les faibles concentrations de nos extraits en sulfatides ont été déterminan-—
tes dans l'orientation momentan€e de nos investigations vers 1l'é&tude des
glycosphingolipides neutres. Cependant, 1l'isolement et 1'identification ul-
térieure de leurs constituants (acides gras, bases i longues chalnes et copule
osidique) et la confrontation des résultats en fcnction du pollen, des styles
et de la pollinisation ne peut €tre comprise qu'apres l'établissement de la

composition en acides gras des glycosphingolipides neutres totaux.

1 - Hydrolyse acide des glyccsphingolipides :

La connaissance de la composition en acides gras repose sur la libération de
ces constituants ; différentes méthodes sont proposées et ont &té discutées
dans 1'appendice technigue (fiche n® 10). La recherche d'une technique d'hy-
drolyse a été dominée par la difficulté de rompre la liaison entre acides

gras et bases gui va exiger des conditions d'hydrolyse plus brutales que cel~-
les qui sont appliquées a la rupture des liaisons O-acyl-esters. C'est pourqueci

nous avons retenu le protocole d'hydrolyse &tabli par CAVER et SWEELEY (1965).
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2 - Extraction, transméthylation et purification des acides gras :

L'extraction des acides gras de l'hydrolysat refroidi est réalisée par addi-
tion de n-hexane. Les deux phases vont donc correspondre respectivement 3 une
phase supérieure hexanique qui retiendra les acides gras apolaires et une
phase méthanolique inférieure oU se situeront oses et bases 4 longue chaine

libres.

La présence d'eau dans le réactif d'hydrolyse conduit 3 la formation d'ascides
gras libres partiellement méthylés. Or, ls fixation d'un groupement méthyle
sur la fonction acide des acides gras rend ces composés plus volatiles. Or,
1'abaissement de la température de vaporisation, et ls diminution des effets
d'adsorption sur le support sont indispensables a4 une bonne analyse chromato-—

graphique en phase gazeuse.

Aussi, les acides gras extraits s€lectivement par le n-hexane vont étre trans-—

estérifiés (fiche technique n® 11) par le mélange méthanol-acide sulfurique.

La transméthylation n'étant jamais compleéte, puisqu'il s'agit d'un équilibre,
il est indispensable de purifier les esters méthyliques d'acides gras formés
afin d'éliminer les acides gras non méthylés et les &ventuels contaminants.

Cette purification est effectuée par chromatographie en couche mince sur gel

de silice G avec le benzeéne comme solvant de migration (fiche technique n® 11).

Aprés = €lution, les esters méthyligues d'acides gras sont repris par le sul-

fure de carbone et chromatographiés en phase gazeuse {fiche technique n°® 12).

&

3 = Chromatographie des acides gras en phase gazeuse

Le composition en acides gras des glycosphingolipides neutres totaux a été
établie par chromatographie en phase gazeuse sur un appareil VARIAN 1800, équi-

~

pé d'un détecteur & ionisation de flamme, sur colonne standard de diéthyléne-
-~

glycol-succingte (DEGS) & 10 % en poids sur chromosorb W 60/80 mesh A.W. Les

conditions sont les suivantes (fiche technique n°® 12)

- température d'analyse : 176°C ;
- température de 1l'injecteur : 210°C ;
- température du détecteur : 220°C ;

- débit du gaz vecteur (azote) : 25 ml/mn & la sortie de la colonne.



TABLEAU
ACIDES GRAS DES GLYCOSPHINGOLIPIDES NEUTRES DES POLLENS,

14

STYLES VIERGES, AUTOPOLLINISES ET XENOPOLLINISES.

Styl
e Styles 8h Styles 24h Pollens
ACIDES GRAS vigrges
) WIBGK 1 WIGBK | WIGGK | WIGBK; T2U T2U
ANALYSES WIi66K WIG6K | T2U
WIGBK | T2U | WIGEK | T2U | WIG6K | T2U
ac myristique 14:0 | 2,76 1,64 1,11] 0,26 3,06 0,97 406 | 2,06 2,03
ac myristoléique 14:1 | 1,74 3,13 2,16 | 0,20 1,13} 0,57 2741 0,98 0,76
ac pentadécanoique 15:0 ; 1,84 1,80 1,07y 0,09 167! 0,54 1,74 | 0,92 1,00
ac paimitique 16:0 | 22,10 | 13,23 16,28 | 1,44 28,391 5,56 16,67 | 20,31 | 19,30
ac palmitoléique 16:1 | 3,286 2,06 2,29 2,14 6,66 1,21 4,44 1 2,74 4,27
ac heptadécanoigue 17:0 | 1,45 11.27 1,321 0,14 0,741 1,06 1,24 0,73 0,46
ac stéarique 18:C | 15,32 7,47 11,17 | 0,80 12,38 | 7,04 796! 7,73 8,88
ac oléigue 18:1 | 14,18 9,77 13,87 | 3,48 | 20,63 | 12,35 8,48 116,40 | 14,29
ac linoléigue 18:2 | 6,64 5,26 9,79 2,35 8,71 8,54 4,27 .10,26 6,24
ac linolénique 18:3 | 2,44 5,66 493 | 1,26 436! 4,34 227 | 7,46 4,1¢€
ac anachidique 20:0 | 8,82 13,45 18,63 |35,55 3,09 34,11 15,57 | 3,26 2,6t
ac homogammalinolénique 20:3 (19,34 | 25,22 17,18 152,26 9,17 23,70 30,63 | 27,14 | 35,85
—+ +

ac behenique 22:0
TOCTAUX 99,92 | 99,96 | 99,95 | 99,98 | 9999 | 98,99 | 99,97 | 99,99 | 99,9¢

N
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L L
~
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L'identification des acides gras dans un extrait représente toujours un stade
@élicat de 1l'analyse ainsi qu'il en est discuté dans 1'appendice technique.
C'est par référence i des esters méthyliques étalons et par comparaison des
temps de rétention relatifs, que ces acides gras ont été identifiés. Nous
nous sommes limités & 1'identification des acides gras majeurs présents dans
cette classe de lipides neutres. Ceci explique que les résultats exprimés

en pourcentage et présentés tableau 14 , soient 1égdrement surestimds par
rapport aux taux réels qui compremnent des acides gras mineurs notamment les

acides gras courts ou trés longs.

Par souci de clarté, les variations de composition en acides gras des styles
et pollens et celles des styles auto et xénopollinisés en fonction du temps

de pollinisation sont schématisées dans les. figures 10,11,12,13 et 1k.

z

gras en acides gras & chalnes ccurtes (in

P

Pour des commodités d'expression des résuluats nous avons réparti les acides
P H
férieures & 18 atomes de carbone)

et 3 chalnes longues (supérieures & 18 atomes de carbone).

L'examen de ces schémas s'est avéré intéressant par les données qu'ils appor-
tent concernant 1l'analyse des acides gras constitutifs des glycosphingolipides
neutres. Des comparaisons sont effectufesentre les schémas issus des chroma-

togrammes des extraits de pollens et de styles vierges, puis de ceux de styles

vierges et de styles pollinisés.

a) comparaison des compositions en acides gras des glycosphingolipides neu-

tres des styles vierges et des pollens. Les extraits de pollens et de sty-—

les vierges apparaissent gqualitativement homogénes par leur composition en

acides gras saturés ou insaturés, mais nettement hé&térogénesquantitativement.

En effet, les glycosphingolipides neutres des styles vierges sont caractéri-
sés par une richesse relative en acides gras. saturés : acide sitfarique, C18 : 0

(15,3 %) et en acide arachidique, C20 : 0 (8,8 %).

Inversement, ceux des pollens sont caractérisés par une augmentation relati-
vement importante des pourcentages en acides gras insaturés tels que les
acides oléiques, C18 : 1 (respectivement 16,4 % et 14,3 % pour les pollens
W166K et T2U), linoléiques, C18 : 2 (10,2 % et 6,2 %), linoléniques, C18 : 3
(T,4 % et 4,1 %).



FIGURE 11

REPARTITION DES ACIDES GRAS DES GLYCOSPHINGOLIPIDES NEUTRES

DES STYLES VIERGES ET XENOPOLLINISES
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Cette remarque générale demande 3 €tre nuancée notamment dans le cas de
ltacide homogamma-linolénique (C20 : 3) et de 1l'acide bdhénique (C20 : 0).
En effet, ces deux acides gras ne peuvent pas €tre réellement séparés sur

le type de colonne employé.

Ces réserves émises, il semble que la composition en acides gras des styles
et des pollens s'€loigne au niveau du degré de saturation des acides gras

lorsque la chaine possdde plus de 16 atomes de carbone.

b) comparaison des compositions en acides gras deés glycosphingolipides neu—

tres des styles vierges et xfnopollinisés (figure 11 ). Ces schémas mon-

trent que la x€nopollinisation se traduit par diverses variations.
Ainsi, aprés 8 heures de pollinisation, les variations correspondent :
- ure diminution des acides gras dont la chaine est inférieure 3 18 atomes de

carbone ;

- une augmentation en ce qui concerne les polyinsaturés (oléate, lincléate,
linolénate) et les acides gras & longue chaine (acide arachidigue).

Par contre, aprés 24 heures de pollinisation, le profil de leur composition
en acides gras s'inverse trés nettement :

~ élévation des teneurs en acides gras a chalnes carbonées courtes saturies
tels acide myristique (C14 : 0), pentadécanoique (C15 : 0), palmitique (C16 :0),

stéarique (C18 : 0) ou insaturées tels acide palmitoléique (C16 : 1), acide
oléique (C18 : 1) ;

- baisse concomitante des acides gras polyinsaturés (linoléate et linolénate)
et a4 longue chaine (arachidate).

Deux exceptions doivent cependant €tre relevées : le comportement singulier

du myristoléate et du groupe homogamma-linolénate et bé&hénate.

En résumé, la xénopollinisation est caractérisée par une diminution des taux
d'acides gras courts et une augmentation du degré de désaturation puis, par
le relévement des teneurs en acides gras courts et la baisse concomitante des

acides gras longs.
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FIGURE

REPARTITION DES ACIDES GRAS DES GLYCOSPHINGOLIPIDES NEUTRES

DES STYLES AUTOPOLLINISES ET XENOPOLLINISES
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TABLEAU 15

TABLEAU RECAPITULATIF DE L'EVOLUTION DE LA REPARTITION DES
ACIDES GRAS AU NIVEAU DES GLYCOSPHINGOLIPIDES NEUTRES TOTAUX

C C C C C C C C C C c C
1h:0 15:0116:0116:1117:0[18:0118:1118:2118:3120:0l22:0

1 0 1
a} pol?lc?;(i);ation \%f\\§\§?\/§\\§\§§:§\ /\Q\\&\%\\\i\é\\\
_ N ~ N ‘\\ N 3 N \}5\\\ > ?
°) poli?zgsation \%/\Q\§\§\@\f§\\\§\§§§\\ /’\§ \\ 3
o) SO |2 tle|=|2|2|2 | |=|%%

entre + et x
SEPE

il

—
———
—

si1tuation +>X .

aprds 8 heures

DX [+

situation
e) T Sl ok henreslt
apre€s 24 heuresy::

+> %

La premicre §Loche LLustre Le sens des variations pour La pérniode 0-8 hewres ;
La seconde gLéche Les neprésente au cowrs de La péniode 8-24 heures.

Le sigle x cornnespond & La xénopollinisation
Le sigle + cornrespond & L'autopollinisation.

Lignes a, b : Les cases hachunées témodgnent de fLa différence de comporntement
entne auto et xénopollinisation. : :

Lignes d, e : Les cases en pointilles tradulsent une répartition priférentielle
9 > Cases e ; ;

pour La xénopollinisation, Les cases blanches une népartition préférentielle pour
L' autopollinisation.
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¢) comparaison des compositions en acides gras des glycosphingolipides neu—

tres des styles vierges et autopollinisés (figure 12° ). La figure 12

réunit des résultats obtenus en comparant les chromatogrammes des extraits de
styles vierges (W166K) et autopollinisés (W166K.W166K) ; la durée de la polli-

nisation varie de 8 & 2L heures.

Aprés 8 heures de pollinisation incompatible, le profil de la répartition des

acides gras, par rapport 2 celui des styles vierges, accuse en régle générale

~ une baisse significative du taux des acides gras 3 chaine courte et du degré
de désaturation (baisse de 1l'oléate, linoléate) ;

- une augmentation &galement significative des acides gras 3 longue chaine.

Ce phénomeéne est encore plus marqué aprds la 24éme heure de croisement incom-
patible. I1 convient de souligner le comportement singulier de 1'heptadfécanoate

et du linolénate. Ces deux acides gras ne suivent pas la régle générale.

d) comparaison des compositicns en acides gras des glycosphingolipides neu—

tres aprés auto et xfnopollinisation (figure 13 ). Enfin, par souci de syn-—

thése, nous avons reporté figure '3 les résultats obtenus aprés 8 et 24 heures
d'auto et de xénopollinisation. I1 en ressort que les compositions en acides
gras, des styles auto et x&nopollinisés, sont trés différentes voire méme

opposées.

Ces variations sont représentées dans le tableau 15.

- en a et b, les fléches représentent ies sens de variations de la ccmposition
en acides gras observées lors de la x&nopollinisation (a) ou de 1l'autopollini-
sation (b). La premidre fl&che indique le sens de la variation du taux d'acides
gras entre 0 heure (représentée par le style vierge W166K) et 8 heures ; la
seconde, le sens de variation de ces taux entre 8 et 24 heures ;

- la ligne ¢ résume 1l'évolution de la composition en acides gras sur 1l'ensem-
ble des 24 heures ;

-~ les lignes 3 et e indiquent la teneur relative de chague acide gras en fonc-
tion des pollinisations compatible et incompatible, 1'une par rapport & 1'autre.
L'autopollinisation est représentée par le sigle +, la xénopollinisation par

le sigle x.

I1 apparalt qu'aprés 8 heures de croisement, la xfnopollinisation comme 1'auto-
pollinisation entraine, mises & part quelques divergences (3), une augmentation
des acides gras a chalne longue au détriment des acides gras courts {lignes a

et b).
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Cependant, 1'étude comparative des teneurs ds chague acide gras en fonction

de la pollinisation (lignes d et e) indique que ces variations ne se font pas
avec la méme intensité. Ainsi, 1'autopollinisation semble en relation avec

wm métabolisme actif au nivesu du myristoléate, palmitate, palmitoléate, stéa-
rate, oléate, linolénate. Les modifications apportées par 1'autopollinisation
sont plus importantes et plus marquées que celles apportées par la xénopqllini—

sation.

Apré&s 2l heures de croisement, il y a opposition trds nette entre les deux

métsbolismes qui accompagnent 1l'auto et la xénopollinisation.

La xénopollinisation inverse le profil de la répartition des acides gras,
contrairement a4 1'autopollinisation qui est marquée par l'augmentation des
teneurs en acides gras longs au détriment de celles des acides gras courts

(1ignes a, b et d).

e) comparaison des variations de ls composition en acides gras en fonction du

génotype de la plante pcllinisée. Afin d'envisager ces résultats dans un

contexte plus large, nous avons également comparé les variations de la compo-

sition en acides gras en fonction du génotype de la plante pollinisée.

Nous avons donc enalysé les styles provenants de plantes W166K et T2U soit :
- pour les croisements incompatibles :

W166K.W166K 24 hewres de croisement

T2Uu.T2U 24 heunes de croisement

- pour les crolsements compatibles

WI166K.T2U 24 heuwres de croisement
TZU.W1 66K 24 heunes de crodisement.
Ies résultats obtenus sont rassemblés figure 14 . En ce qui concerne les aci-

des gras 3 chaines courtes, saturfes ou insaturfes et les acides gras & longues
chalnes saturées, le profil de la répartition de ces acides gras en fonction
du type de pollinisation est sensiblement identigue quel que soit le génotype
de la plante utilisée. Les divergences de comportement se situent au niveau
des acides gras polyinsaturés & longue chaine c'est-da~dire 1l'oléate, linoléate,

linolénate et le groupe homogamma-linolénate-béhénate.
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le fait que nous ne possédons pas de renselgnements sur les compositions
homologues des styles vierges (T2U) et sur les styles ayant subi 8 heures

de pollinisation , ne nous permet pas de conclure avec précision a un phéno-
méne métabolique général. Cependant, la méme opposition entre autopollinisa-
tion et x€énopollinisation se rencontre quel que soit le génotype de la plante

considérée.

4 - Conclusions

Au terme de cette &tude il apparait que le phénoméne de pollinisation perturbe
le métabolisme des glycosphingolipides. I1 entraine des modifications quanti-

tatives, mais &galement qualitatives.

En effet, si la x€énopollinisation correspond 3 une baisse lente mais régulidre
de la teneur en glycosphingolipides totaux, neutres et acides, l'avtopollini-
sation accompagne un métabolisme plus varié caractérisé par 1'effondrement

de ces mémes glycosphingolipides et qui est suivi d'une stabilisation, voire
méme d'une réaugmentation de leur taux. Cette diminution est intéressante 3

considérer car elle peut résulter :

- so0it d'un arrét momentané de la syntheése ;

- s0it d'un catabolisme préférentiel et massif.

La premiére hypothése rendrait compte de la diminution lente et réguliére
observée en xénopollinisation, mais n'expliquerait pas une diminution aussi

nette aprés autopollinisation.

D'autre part, les premiers résultats concernant les modifications gualitatives
des glycosphingolipides neutres au niveau de leur ccmposition en acides gras,
semblent indiquer que quelle que soit la pollinisation, le métabolisme lipidique
est perturbé. Ces perturbations s'effectueralent en deux stades

- le premier allant de O & 8 heures correspondrait a 1l'installation d'un nou-
veau métabolisme induit peut €tre par le pollen (€lévation du taux des acides
gras polyinsaturés). Pendant cette période, les réponces incompatibles et
compatibles sont définies mais elles ne s'expriment que trés peu (variation du
degré de saturaticn des acides gras, teneur différente) ;
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- le second allant de 8 & 2L heures correspondrait & 1l'expression des deux
types de réponses ; la xénopollinisation se caractérisant par un métabolisme
différent, l'autopollinisation par un blocage et une accentuation du méta-
bolisme induit dans la premidre période,

Cependant, méme si ces suggestions sont séduisantes, il nous a semblé impor-
tant de mieux définir la participation métabolique des glycosphingolipides

neutres dans chacune des diverses classes.
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CHAPITRE v

- ISOLEMENT ET EVOLUTION DES DIVERS
GLYCOSPHINGOLIPIDES NEUTRES -

C'est dans le but de mieux définir les perturbations métaboliques
nées de lg pollinisation et plus particuliérement de 1'autopollinisation, gque

nous avons entrepris 1l'étude de chaque classe de glycosphingolipides neutres.

Dans un premier temps nous avons fractionné les glycosphingolipides
en fonction du nombre de résidus osidiques contenu dans chague molécule.
Puis nous avons &tudi? la répartition quantitative des divers lipides obtenus,
ainsi que ses modifications provoquées par les deux types de réactions compa-

tible ou incompatible.

Enfin, nous nous sommes attachés 4 définir la composition en acides
]

gras, bases 4 longue chalne et en oses de chacune des fractions.

I - TFRACTIONNEMENT DES GLYCOSPHINGOLIPIDES NEUTRES
1 - Chromatographie d'adsorption sur colowvne d'acide silicique :

Nous avons donc fractionné les glycosphingolipides neutres par chromatographie
d'adsorption sur colonne d‘'acide silicique (fiche technique n® L). Les glyco-
sphingolipides sont élués selon leur polarité, c'est-d-dire en fonction du

nombre de résidus osidiques contenus dans la molécule.

Plusieurs techniques proposées (ROUSER, 1967) ont été testées, elles correspon-—

dent sux mélanges chloroforme-m&thanol ou chloroforme-acétone.



FIGURE 15

ANALYSE PAR CHROMATOGRAPHIE EN COUCHE MINCE DES FRACTIONS
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Aucune combinaison ne nous a permis de séparer de facon parfaite tous les
glycosphingolipides car, si la séparation des lipides les moins polaires tels
que céramides, monoglycosyl-céramides ou diglycosyl-céramides est aisée,
celle des glycosphingolipides trés polaires sera difficile. Aussi, tenant
compte des observations de KARLSSON (1973) qui a démontré que les zones d'é-
lution étroites pour les lipides apolaires, s'élargissent ensuite de.plus en
plus, d'od les "chevauchements" constatés d'une phase sur i'autre, nous avons
donc opté pour le schéma d'élution suivant et présentd figure 15, bien qu'il

ne soit pas totalement efficace

- fraction 1 : CHC1 —CH3OH dans les proportions 98/2, v/v

- fraction 2 " > " "o " 92/8, v/v
- fraction 3 : " " "ton o 85/15, v/v
- fraction 4 : " " "t " 45/55, v/v
~ fraction 5 : " " " " " 04100, v/v

L'identification des fractions a ét€ réalisée par chromatographie en couche

mince (figure 15 ) dans le solvant CHC1_-CH OH—H20 dans les proportions

3 3
65-25-4 (v/v/v) et par emploi de réactifs de détection spécifique de la partie

osidique des glycosphingolipides.

- la fraction F1 correspond principalement aux céramides (Cer). Il est cepen-
dant possible de détecter des traces de monoglycosyl-céramides {MGCer) o-naph-

tol positifs.

-~ la fraction F2 est composée de monoglycosyl-céramides (MGCer) et de digly-

cosyl-céramides (DGCer).

-~ la fraction F3 correspond principalement aux diglycosyl-céramides (DGCer),
cependant ils sont contaminés par des traces de monoglycosyl-céramides et de

triglycosyl-céramides (TGCer).

- la fraction Fi contient en majeure partie des triglycosyl-céramides (TGCer)

et des tétraglycosyl-céramides (TrGCer).

- la fraction F5 renferme, outre des tri et tétraglycosyl-céramides, des li-.

pides trés polsires non identifiés.
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Ainsi, force est de constater que méme ce protocole est imparfait, le fraction-
nement des glycosphingolipides neutres en classes se heurte a des problémes

qui relévent :

- des chevauchements de polarité d'ol un fractionnement incomplet ne condui-
sant jamais & un glycosphingolipide trés pur ;

- de la présence de pigments ou de contaminants. En effet, aprés le fractionne-
ment sur DEAE-Cellulose, les glycosphingolipides neutres sont encore contaminés
par des traces de pigments chlorophylliens ou caroténoides dénaturés par les
conditicns d'hydrolyse alcaline et qui sont élués progressivement en fonction
de la polarité du solvant &luant.

I1 est donc nécessaire de procéder i une étape supplémentaire de purification.
En raison des faibles quantités de lipides dont nous disposons, nous avons

choisi une étape de chromatographie préparative en couche mince.

2 - Chromatographie préparative en couche mince :

Ies fractions correspondant aux divers glycosphingolipides neutres sont &vapo-

rées et reprises dans un petit volume de CH OH—CHCl3 (1 : 2, v/v), puis déposées

3
dans leur totalité sur des plaques de gel de silice G activées 30 minutes a

120°C.

3—CH3OH—

H20 (65 : 25 : 4, v/v/v). Aprés révélation & la Rhodamine 6G (qui respecte la

La séparation chromatographique est assurée par le mélange solvant CHC1

structure des acides gras) et lecture des plagues en UV, les spots des divers
glycosphingolipides (Cer, MGCer, DGCer, TGCer et TrGCer) sont &lués quanti-

tativement (fiche technique n® 7).

La pureté de chaque classe de lipides est testée par chromatographie analyti-

que en couche mince (fiche technique n° 6).

Nous nous sommes volontairement limités aux 5 glycosphingolipides neutres ci-
tés soit Cer, MGCer, DGCer, TGCer et TrGCer pour des raisons techniques. En

effet, la séparation des glycosphingolipides sur couche mince dans le systéme
solvant, que nous avons employé, dépend étroitement du nombre de résidus osi-
diques, les céramides migrant le plus rapidement et les lipides polaires res-

tant au point de départ. Plus le nombre de résidusosidiquesaugmente, plus les



DISTRIBUTION DES TENEURS EN GLYCOSPHINGOLIPIDES NEUTRES

TABLEAU 16

DANS LES SOUS—FRACTIONS 1, 2, 3, 4 et 5.
Matériel analysé 1 2 3 . 4 5
n.moles n.molel n.moleJ n.moles n.moies
par g.| % |par gy % |Jpar g. % ipar g.] % par g.| %
de tissy de tissy de tissu de tissu de tissu
Styles vierges 2277, 48,14180,1| 38,05| 27.4 | 578! 194 | 4,10| 1850] 3,91
WI66K
Pollen WIE6K 185,4 |30,33/200,7 | 32,84 | 89,6 | 14,66 77,9 | 12,75 57,5 | 9,41
Pollen T2U 158,2 130,87,215,2141,98|50,9 | 9,93 | 54,1 | 10,55! 34,2 | 6,66
Styles autopoilinisgs 8h 114,6 |37,88108,1 135,64 {299 | 9,80 |24,1 | 7,04] 26,2 | 863
Wie6K x WIB6K
Styles xénopollinisés 8h
206,1 |41,%2(176,5 |35,85 | 54,6 |11,10! 345 |7,01 | 19,9 {4,05
WIGEK x T2U
Styles autopollinisés 24h 128,8 |32,72{186,4 {47,35|34,2 | 868 1256 |65t |186 | 4,73
WIG6K x WIG6K
Styles xénopollinisés 24h
ty potiini 97,8 |20,262849(59,10 | 46,3 19,60 | 32,7 | 6,80 | 20,3 | 4,22
Wie6K x T2U
Styles autopollinisés 24h
180,8 129,63{263,1 {43,12 167,17 |10,9¢| 485 |7,95 | 50,6 |8,22
T2U x T2U .
Styles xénopollinisés 24h .
12U 223,1 |23,16347,9 |45,47]62,1 | 8,12 (73,7 |9.64 | 58,2 | 7,60




FIGURE 16
COMPARAISON DE LA DISTRIBUTION DES TENEURS EN GLYCOSPHINGOLIPIDES

NEUTRES DANS LES SCUS-FRACTIONS 1,2,34,5.
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rf sont petits et voisins les uns des autres., Au-dessus de 5 unités monosac-
charidiques, la séparstion des glycosphingolipides et leur 'identification sont
pretiquement impossibles. Nous abordons ici la limite de la technique, aussi
ces difficultés d'identification précisé et de purification nous conduisent

8 limiter nos études 3 celles des glycosphingolipides ne possédant pas plus

de 4 unités monosaccharidiques.

IT -~ ANALYSE QUANTITATIVE DES GLYCOSPHINGOLIPIDES NEUTRES

L'analyse quantitative des divers glycosphingclipides reutres a été
réalisée selon la technique fluorimétrique de NAOI (1974) (fiche technique
n® 9). Les résultats obtenus sont reporfés tableau 16 . Nous avons envisagé
la répartition des diverses classes de glycosphingolipides neutres dans les

pollens, styles vierges auto et xénopollinisés.

1 - Comparatson de la répartition des diverses classes de glyco-
sphingolipides neutres dans les styles vierges et dans les
pollens

L'analyse de la répartiticn des divers glycosphingolipides neutres des styles
vierges W166K met en évidence la prépondérance des deux premilres fractions

(48 % de céramides, fraction F1 ; 38 % environ de monoglycosyl-céramides,
fraction F2) par rapport aux autres fractions éluées (F3, Fl4 et F5), (figure 16).
Cette prépondérance des fractions 1 et 2 par rapport aux fractions 3, b et s

est générale, et se retrouve au niveau des styles et des pollens. Cependant,
pour les pollens, quel gue soit leur génotype, 1l convient de souligner
1l'importance relative de la distribution des 3 derniéres fractions. Les te-
neurs en di, tri et tétraglycosyl-céramides des fractions F3, Fk et F5 sont de

1,5 & 3 fois plus élevées que celles relevées dans les styles vierges.
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2 - Comparaison de la répartition des diverses classes de gZyco-
sphingolipides neutres des styles pollinisés (compatibles et
incompatibles) :

a) styles x@riopollinisés. La comparaison des résultats des styles xénopolli-

nisés, par rapport d ceux des styles vierges, met en &vidence par leur diver-

gence en fonction du temps, deux comportements

- celui des céramides et monoglycosyl-céramides (fractions F1 et F2) ;

- celui des di, tri et tétraglycosyl-céramides (fractions F3, Fi et F5).

Ainsi, le cormportement des céramides et monoglycosyl-céramides s'individualise
dans le premier temps de la x€nopollinisation, par une légére diminuticn de
leurs teneurs qui se poursuit dans le second temps (8 & 24 heures) pour les

céramides, cependant que le taux des monoglycosyl-céramides va s'élever.

La xénopollinisation entraine des modifications significatives des concentra-
tions relatives des glycosphingolipides neutres du deuxiéme groupe di, tri

et tétraglycosyl—-céramides. En effet, aprés 8 heures de xfnopollinisation, une
augmentation significative de leurs teneurs respectives est constatée suivie
dans le deuxiéme temps de 8 & 24 heures d'une diminution des teneurs des frac-

tions F3 et Fh et d'une 18gére hausse des taux de la fraction F5.

Ces variations en fonction du temps peuventvétre mieux comprises dans des ci-
nétiques établies (tableau 17 ). Nous avons essayé de 1l'interpréter. La di-
minution lente mais constante des teneurs des céramides et des monoglycosyl-
céramides, au cours de la xénopollinisation de 0 & 8 heures, est relativement
compensée par 1'augmentation des glycosphingolipides neutres des fractions
F3, Fih et F5. On peut donc émettre 1'hypothése que les céramides et peut &tre
les monoglycosyl-céramides se comportent comme des précurseurs métaboliques

des glycosphingolipides plus polaires.

La disparition progressive de la fraction F1; et partiellement de la Tfraction

F2, pourrait résulter :

- d'une impossibilité de leur synthése par déficience enzymatique ;

- ou encore d'une activation du processus de leur dégradation ;

- enfin d'une déviation par exemple vers une voie métabolique ol la synthése
des glycosphingclipides intéresserait une séquence osidique plus longue. ‘
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FIGURE
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En ce qui concerne la variation des teneurs en di, tri et tétraglycosyl-cé-

ramides, deux hypothéses peuvent &tre envisagfes ;

- un arrét de leur "turn over" et de leur catabolisme ;

- une augmentation de leur synthése.

Ainsi, il est possible que dans un premier temps (entre 0 et 8 heures), les
Cer et les MGCer soient préférentiellement dirigés vers divers métabolismes
et en particulier vers la synthése de DGCer, TGCer et TrGCer. Dans un second
temps (8 - 24 heures) les céramides pourraient &tre engagés vers la synthése
de MGCer.

b) styles autopollinisés. L'autopollinisation permet d'envisager ici aussi

deux types de comportement celui

- des céramides (F1) et des MGCer {F2) ;

- des di, tri et tétraglycosylcéramides des fractions F3, Fi et F5.

Cependant, si les profils sont identiques (figure 17 ) aux profils apportés
par la xénopollinisation (figures 18 et 19 ) 1'intensité de leurs variations

est différente.

c) comparaison entre auto et x€nopollinisation. Le fait que leurs évolutions

soient paralléles mais d'intensités différentes (4 1'exception de 1'&volution
des lipides trés polaires qui caractérisent la fraction Ffi le comportement

des glycosphingolipides semble un trait général et trds spéeifique de la pol-
linisation. Cependant, il convient de souligner le fait gu'en xénopollinisa-
tion les augmentations sont toujours plus importantes et qu'en autopollinisa-

tion les diminutions toujours plus accusées.

I1 est ainsi tentant d'en déduire que les perturbations métaboliques sont,
en autopollinisation, plus orientées vers le catabolisme et/ou le défaut de

synthése.

Au contraire, les variations métaboliques dans le cas de la x€nopollinisationy.

-

sphingolipides riches en unités monosaccharidiques.

»

i
¢

sont dirigfes principalement vers un accroissement de la synthése de-gﬂycd{“n;;
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FIGURE
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Par conséquent, aprés 24 heures de croisement, les styles xénopollinisés
sont toujours plus riches en glycosphingolipides que les styles autopollini-

sés, et ce quel que soit le type de glycosphingolipide considéré.

d) influence du génotype. Les résultats obtenus au niveau de différents croi-

sements compatibles (plante W166K pollinisée par le pollen T2U, plante T2U
pollinisée par le pollen W166K) et incompatibles (plante W166K pollinisée
par le pollen W166K et plante T2U pollinisée par son propre poilen T2U) sont
envisagés afin de mieux connaitre la répartition des glycosphingolipides

neutres en fonction du génotype des plantes xénopolliniséés et autopollinisées.

Ces résultats sont également exprimés en fonction de ceux des styles vierges
(figure 20 ). Mise 3 part la fraction F3, les profils de distribution sont
identiques quel que soit le génotype dtudié. Il convient cependant de souli-
gner les différences de teneurs en glycosphingolipides entre les différents

génotypes.

3 = Conclusion :

1 - Les céramides et les monoglycosylcéramides des fractions F1 et F2 re-
présentent 3 eux seuls entre 63 et 86 % des glycosphingolipides neutres to-
taux. On peut donc penser que la diminution de leurs teneurs observée apreés
pollinisation, doit &tre responsable de la baisse des valeurs observée au
niveau des glycosphingolipides totaux et des glycosphingolipides neutres to-

taux, notamment dans le cas de croisements incompatibles.

2 - Aprés xénopollinisation et autopollinisation, les lipides peuvent &tre

divisés en deux groupes bien distincts selon leur comportement

-~ les Cer - MGCer ;
~ les DGCer - TGCer et TrGCer

Le premier groupe est caractérisé par une chute de la teneur en lipides aprés
8 heures de pollinisation, le second par une augmentation. Aprés 2L heures de
pollinisation, les variations les plus intéressantes concernent Cer et MGCér_

dont les valeurs diminuent et augmentent respectivement.
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Seules les amplitudes des variations relevées caractérisent les pollinisa-

tions compatibles et incompatibles, ' ,

Les fortes téneurs des fractions polliniques F3, F4 et F5 ne peuvent expliquer
1'augmentation de ces mémes fractions dans les styles pollinisé€s. Une telle
hypothése ne pourrait s'sppliquer qu'a la x&ncpollinisation, mais pas a 1'auto-
pollinisation. En effet, l'autopollinisation semble plutGt caractérisée par
1'absence ou l'inhibition d'un systlme de synthése ou une prépondérance de
systémes catalytigues. Les céramides et monoglycosylcéramides pourraient tou-
tefois servir de précurseurs métaboliques et €tre impliqués indirectement

dans des synth&ses de type lipidique ou non.

Afin de mieux cerner les hypothéses de ces interrelations entre céramides,
monoglycosylcéramides et les di, tri et tétraglycosylcéramides, nous avons
entrepris de définir la composition en acides gras, bases 3 longues chaines
et oses des glycosphingolipides purifiés aprés chromatographie préparative

en couche mince.
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CHAPITRE vV I

~ ANALYSE DES CONSTITUANTS DES GLYCOSPHINGOLIPIDES NEUTRES -

INTRODUCTTON

L'identification des constituants des dilférentes classes de gly-
cosphingolipides neutres (Céramides, Mono, di, tri et tétraglycosylecéramides)
//{1 . . .. > - L T e
précédemment purifiées par chromatographie préparative en couche mince, sup-
pose la séparation préalable des acides gras et de la base 4 longue chalne

par rupture de la liazison amide.

Or, cette liaison &tant trés résistante, sa rupture ne peut &tre
effective que par hydrolyse. Nous avons donc recherché une méthode d'hydrolyse
satisfaisante c'est-d~dire capable de rompre cette liaison en respectant la
configuration des bases. C'est ainsi que la méthanolyse acide en milieu anhydre
est une technigue hydrolytique souvent proposée mais que nous n'avons pas
retenue, car 1'hydrolyse est insuffisante et conduit & des artéfacts a partir
des bases a longue chaine (la 3-0-méthyl sphingosine, la 5-0-méthyl A3 sphin-—
gosine ; GAVER-SWEELEY, 1965). Aussi avons-nous rompu la liaison amide par une
technique susceptible de respecter davantage les structures c'est—-d-dire par
une hydrolyse acide (solution méthancl chlorhydrique, HC1L 1N dans CHBOH +
10 molécules d'H,0) pendant 23 heures, sous atmosphére d'azcte (fiche tech-

2
nique n® 10).
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ASPECTS ANALYTIQUES

I - EXTRACTION DES ACIDES GRAS ET COMPOSITION EN ACIDES GRAS

L'hydrolysat subit unc premifre extraction par le n-~hexane. La phase
hexanique contient les acides gras, tandis que les oses et les bases a longue
chaine restent dans la phase méthanolique acide. Cette phase est trds rapide-
ment neutralisée par addition d'acétate d'argent. Une partie aliquote servira

N

3 la détermination de la composition en glucides et l'autre & celle de la com-

position en bases d longue chalne.

Les acides gras extraits par le n-hexane sont ensuite transestéri-

fiés comme précédemment et purifiés par chromatographie en couche mince.

L'étude de la composition en acides gras est 2galement réalisée
par chromatographie en phase gazeuse sur un appareil Varian 1800 équipé d'un
détécteur & ionisation de flamme. La'colonné de type standard est remplie de
DEGS & 10 % sur chromosorb W 60/8C mesh AW dont nous donnons les caracﬁéristi—

ques fiche technique n® 12.

A 1T - EXTRACTION DES BASES A LONGUE CHAINE (ICB)ET COMPOSITION

Les bases & longue chalne libres sont particulidrement instables,
il convient de procéder 2 leur extraction et & leur transformation en dérivés

dinitrophénylés le plus rapidement possible.

1 - Obtention des bases ad longue chatne

Ies bases (ICB) sont extraites sélectivement par le diéthyléther en milieu al-
calin, ce qui rend impossible toutes analyses de la partie osidique sur la

phase inférieure (fiche technigque n® 13).

2 - Obtention de dérivés dinitrophénylés :

Ies bases (ICB) sont donc ensuite transformées en DNP-dérivés stables par le
1-fluoro—-2,4k-dinitro-benzéne selon le protocole de KARLSSON, 1970 (fiche tech-
nique n® 13). Ies DNF-dérivés sont ensuite purifiés par une &étape chromatogra—
phigue en couche mince (fiche technique n° 13) afin d'éliminer excds de réactifs

et irpuretés.
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3 = Analyse des bases :

L]
leur analyse sera complexe parce qu'elle implique plusieurs &lapes quil suc—
D 1 a

cédent 4 celle de la stabilisation par dinitrophénylation.

a) analyse des bases sous forme d’aldhydes. La transformation des basss en

aldéhydes est réalisée par oxydation au tétra-acétate de plomb (fiche techni-
que n° 13). Au cours de l'oxydation, les bases tri-hydroxylées perdent 3 ato-
mes de carbeone, tandis que les bases di-hydroxylées n'en perdent que 2. Les

aldéhydes ainsi obtenus auront donc une chalne plus courte.

L'étude des aldéhydes peut &tre envisagée par chromatographie en couche mince
ou en phase gazeuse. C'est cette dernidre méthode que nous avons retenue afin
d'idsntifier et de doser les aldéhydes. Elle est réalisée sur colonne de DEGS

~

& 10 % sur chromosorb W 60/80 mesh AW (fiche technigue n® 13).

L'identification des aldéhydes pose un délicat probléme technique car 1l'obten-
tion de résultats fiables exige le couplage de plusieurs méthodes snalytliques.
En particulier, l'analyse par chromatographie en phase gazeuse impose la trans—
formation des aldéhydes en produits volatiles plus stables. Pour des rsisons
d'appareillage {identité des colonnes) nous avons opté pour la transformation

des aldéhydes a longue chalne en acides gras homologues.

b) analyse des bases sous forme d'acides gras. La transformation des sldéhydes

en acides gras homologues constituera la seconde &tape. Elle est réalisée par
oxydation par le permanganate de potassium (fiche technique n® 13). Cette
oxydation peut avoir lieu directement sur le mélange d'aldéhydes saturés ou
insaturés, soit spreés hydrogéﬁation catalytique. En effet, 1l'oxydation par le

permanganate détruit partiellement les aldéhydes désaturés.

ILe but essentiel de cette anslyse &tant 1'identification des aldéhydes, nous
avons retenu 1l'oxydation par le permanganate sans hydrogénation catalytique

préalable.

Les acides gras ainsi obtenus sont transestérifils par le mélsnge méthanol-
acide sulfurique. Apreés purification par chromatographie en couche mince, ils
sont analysés par chromatographie en phase gazeuse sur colonne de DEGS 4 10 %

sur chromosorb W (fiche technique n° 12).
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TABLEAU

19

REPARTITION DES ACIDES GRAS AU NIVEAU DES MONOGLYCOSYLCERAMIDES
/;aoﬁnsﬁﬁ .

Styles vionges | WIS6K.WI66K | WIs8K. T2U WiseK.W1s6K | wresk.T2u T TU T2U.W166K Pollon Pollen

WissK 8 heures 8 licures 24 heunces 24 heunts 24 hewres 24 heures W166K U

c1o : 0 0,08 0,13 0,10 0,21 0,16 6,17 0,41 0,25 —
ci0 0,25 0,33 0,15 0,22 0,09 0,18 0,23 0,28 -
Foenr 0 o 0,07 0,12 0,08 0,14 0,06 0,12 0,13 0,23 0,05
crt ot . 0,08 0,11 0,31 0,23 0,0k 0,11 0,15 0,21 0,12

cie : o0 0,78 1,91 L,87 2,14 2,3 L,75 4,77 6,88 b,k
ci2 1 0,15 0,18 0,30 0,28 0,08 6,28 0,69 0,45 0,1k
c13 : 0 0,10 0,07 0,10 0,32 0,06 ¢,20 0,36 0,35 0,ks
c13 1 0,21 0,10 0,11 0,k8 0,08 0,16 0,34 0,40 0,40
ciy ;o 2,63 1,63 1,24 1,55 0,33 6,51 1,96 0,k 1,k2
tocth 1 0,32 0,55 0,33 0,29 0,1k 6,26 0,22 0,45 0,18
c1s 0 1,46 0,71 0,54 0,42 0,27 0,47 2,00 0,61 0,86

c15 3 0,41 0,37 0,22 0,27 0,13 0,22 0,36 0,45 0,2
c6 : 0 23,36 10,23 8..8 32,31 17,01 19,21 19,90 20,09 26,51
ci6 1 3,74 2,37 1,62 2,90 1,96 2,18 3,61 1,80 3,23
c1 ;0 0,97 0,32 c,81 1,32 0,76 0,71 1,37 1,19 1,02
SR 0,58 0,41 0,2 0,58 0,34 0,L8 0,62 0,26 0,37
ci : 0 12,27 4,69 10, 94 11,79 11,31 16,17 14,87 11,79
ci8 1 16,50 5,40 15,64 22,34 1,52 17,21 14,95 15,064
ci3 2 2,87 2,37 2,hs 2,68 2,3% 2,97 1,81 2,74
cw 3 0,71 2,47 1,01 2,14 1,09 1,18 0,72 0,5%
[o7to B 0,86 1,72 1,05 3,22 1,67 2,58 1,38 0,82
c20 : 1 11,4 19,66 2,08 6,48 6,97 1,99 2,01 2,25
ce2 : 0 13,51 2, L2 36,90 11,28 23,17 13,16 19,60 27,k

cz2 1 1,92 1,71 2,22 5,19 1,62 2,96 2,36 1,2
c23 : O 1,04 3,16 0,9 2,18 1,15 1,12 2,19 0,9
c23 1 1,43 3,08 1,12 3,07 1,51 o,78 2,44 c,06
c2h ;0 1,30 11,65 2,55 2,23 3,13 1,87 1,11 2,36 0,84
ch pas dosé pas dogé pas dosé poas doné 0,97 2,14 1,02 0,96 0,48

TOTAL 99,99 99,99 99,99 99,99 99,98 99,99 99,97 99,99 99,98 _




TABLEAU 20

REPARTITION DES ACIDES GRAS AU NIVEAU DES DIGLYCOSYLCERAMIDES

crodisenent . ﬁ ) |

e analyst | Styles vierges| WI166.WI66K WI66K. T2U W1G6K.WIE6N WlséK.T2U T2 T2U T2U.WI68K |  Pollen Polien

%ﬁxam . Wig6K $ heures 8 heutes 24 heurcs 24 houres 24 heures 24 heunes W1 66K T

¢ INOLLLY
cio : 0 0,58 0,35 0,13 0,37 0,33 0,10 0,27 6,78 1,61
c10 = 3 0,40 0537 0,08 0,22 0,09 0,38 0,15 0,79 1,00
c1n : o0 0,21 0,43 0,13 0,14 0,04 2,09 0,10 0,63 0,81
c¥t & 1 0,16 0,18 0,09 0,13 0,08 0,13 0,05 0,57 c,69 :
c12 : o0 2,37 4,60 6,81 7,k2 0,85 3,90 1,39 3,05 5,48
g1 # 1 0,2 0,27 0,22 0,33 0,21 0,12 0,13 0,57 0,60
13 = © 0,2 0,15 0523 0,1k 0,23 0,21 0,11 0,60 0,56
613 = 1 0,55 0,33 0,22 0,23 0,49 0,17 0,09 0,k9 0,kk
cth i 0 1,37 0,87 0,40 0,51 1,39 1,75 1,20 1,49
cih = 0,88 0,32 0,20 0,65 0,k 0,35 0,50 0,64
€15 :+ 0 0,76 0,79 0,33 0,% 1,00 0,95 1,17 1,78
€15 i 1 0,69 0,52 3,37 0,36 0,39 0,22 CC,47 0,70 )
c15 : o 19,10 10,35 11,19 10,52 3,79 15,99 13,07 16,98 18,23
ci6 1 2,33 2,78 25T 331 0,89 L5k 3,10 4,13 L,18
ciT 1 O 1,77 1,02 1,78 2,79 5,20 1,43 2,56 1,83 2,00
eir 1+ 1 0,34 0,60 0,90 0,60 0,u2 0,LB 0,52 0,73 0,71
c8 : 0 11,68 7,3 10,58 18,52 2,19 8,85 9,61 15,05 16,82
cie 1 9,96 1143 18,33 17,79 2,52 13,55 11,85 19,06 13,22
ci8 2 1,98 2,97 3,58 3,37 2,95 2,39 2,63 3,81 2,37
ci18 3 3 0,85 1,16 0,52 1,13 2,80 0,82 1,08 0,54 0575
cz0 : O 1,84 2,01 1,36 3,62 0,h7 1,12 0,75 31561 0,77
ceo 1 2,39 3,05 2,719 1,46 ¢,91 1,69 0,9¢ 1,09 0,87
22 i+ 0 28,19 2L,66 22,lY 1,6k 64,05 26,35 38,7 16,2 21,86
cz2 1 1,65 6,04 1,62 2,20 2,81 2,2 1,00 0,76 0,83
c23 : O 1,92 3,42 L 1,26 3,78 1,20 1,85 1,99
€23 2,kz 5,50 2,98 2,2 3,48 1,34 2,05 2,57
czh i o0 3,u5 3,44 3,24 0,89 2551 3,91 2,21 1,39
cah i i 1,56 5,67 5,01 1,40 255 2,13 1,14 2,23

TOTAL 99,98 99,99 59,99 160,09 99,59 99,99 99,99 99,99 97,99
! :




TABLEAU 21 .

REPARTITION DES ACIDES GRAS AU NIVEAU DES TRIGLYCOSYLCERAMIDES

croLsement 7
7 analysd [Styles vierges| WISSK.WIGEK 1 WISSK.TTU WIseK . WIgeK | WIs6K.T2U T, vy TIU.WiseK Pollen Pole,
mﬁwnmwr M.ANEN W166K 8 heures 8 hiures 24 heutes 24 heukes 24 heunes 24 heures 166K Tu
< AR &
cwo  : 0 0,85 0,50 3,81 3,68 32 3,56 1,70 0,81
cw G438 0,80 3,514 3,19 2,18 3,20 1,90 1,18
c1i ;0 0,37 0,68 2,28 2,60 1,69 2,71 1,50 1,01
c11 3 0,21 0,53 1,97 2,20 1,51 2,42 1,28 1,05
ci2 : O 1,4k 1,88 L,53 L,69 3,73 5,56 3,33 1,93
ciz 1 0,24 0,61 1,50 2,10 0,92 2,17 ¢,58 1,33
ci3 0 G, k4 6,65 1,29 1,94 1,13 1,91 0,62 1,31
c13 1 0,20 0,54 1,15 1,74 0,79 1,82 0,71 1,35
cih 0 1 1,99 1,89 1,38 2,51 3,13 2,02 2,07 1,83
cih 1 2 2,L4 2,85 1,27 1,88 1,36 1,72 1,0k i,61
c15 : 0 2,14 2,02 12,19 1,87 2,59 3,4 1,99 2,19 2,02
ci5 1 0,83 0,66 0,92 0,78 1,38 0,77 0,91 c,%9 1,10
c1e 0 15,52 18,03 26,16 2,45 25,7 26,33 19,19 22,29 10,22
U 2,16 5,27 4,53 2,90 b,ok b,78 3,35 5139 3,66
cC17 ¢+ 0 2,05 1,46 1,80 1,51 1,52 2,76 2,35 2, 1,75
cir o 1,05 0,62 0,7 9,35 0,83 0,72 1,43 1 1,26
€8 : 0 11,95 19,29 1,92 15,49 L, 3 15,66 13,14 3% 6,37
ci8 : H 19,38 15,96 12,48 6,05 2,69 8,0 3,53 16,30 3,51
c:3 : 2 3,25 2,56 1,15 1,18 6,76 0,94 0,91 2,k 2,15
ci8 : 3 0,86 0,86 0,4 0,{» 2,59 0,50 0,79 0,56 1,68
c20 0 1 1,24 1,03 1,90 1,79 1,79 2,05 1,23 1,12 '
cac 1 1,39 1,18 1,L0 1,30 1,09 0,95 1,28 0,55 0,54
c2 ¢ 0 17,56 12,09 15,35 9.33 8,02 7,58 11,77 8,39 k2,70
[orct- S S | 0,95 2,45 0,85 1,k4 1,13 1,20 1,57 1,98 0,71
€3 : 0 1,30 1,27 0,50 1,34 1,3 1,54 1,53 0,74 0,46
ce3 1 1,86 2,80 1,24 3,47 1,40 1,50 2,68 1,L6 1,09
(o4 ) 1,40 2,64 1,59 2,50 2,0k 1,8 2,58 1,19 0,74
¢e : 1,05 1,03 1,2 2,19 1,50 1,05 1,89 1,08 0,50 ‘
- [PSRSIp Ep— - — e
TOTAL 99,99 99,99 99,99 99,99 99,99 99,99 99,99 99,99 99,99
*




TABLEAU 22

REPARTITION DES ACIDES GRAS AU NIVEAU DES TETRAGLYCOSYLCERAMIDES

croddement
I analys? |Styes vienges) WIEEK.WI66K wissk.veu WI66K.W166K W1s6K.T2U T2u.T2U T2U.WI166K Pollen Pollen
de Shonttan WissK § heurcs 3 ewnes 24 heuxes 24 heures 74 heunes 24 heunes w166k T
‘nn|na..|||:||-:.41:--1«:;:::||J||1||-|..|..:||.,‘nnunuqnnnnnu.,||nuv|||a|-| D T B L T rs oo B T R T
c16 : 0 1,87 1,52 1,85 1,73 0,82 1,13 1,k 1,24
cmwo  : 1 2,14 1,80 1,80 2,08 1,08 105 1,85 1,02
C11 & o 1,69 1,20 1,35 1,89 0,64 ‘0,60 1,72 0,95 2,58
ci1 1 1,L9 1,18 1,16 1,75 ¢,60 0,40 1,63 0,87 0,56
ci2 : o0 3,29 2,78 2,0 3,92 1,L5 2,0k 3,41 2,23 2,86
cig i 1 1,17 0,86 0,56 1,40 072 0,16 1,64 0,68 0,69
c13 : © 1,15 0,88 0,96 1,50 0,67 0,47 1,85 0,78 0,64
€13 i 1 0,95 0,6% 0,39 0,55 0,15 1,52 0,50 0,47
cth  : o 1,52 1,78 2,07 0,79 1,35 2,18 1,25 1,84
cis 2 2,29 2,43 2,98 ©,87 0,73 2,80 1,77 1,56
ci5 : © 2,02 Tilit 2,3k 0,67 1,96 2,34 R 2,07
(o} T 1 1,06 0,50 8,72 0,21 0,36 1,29 0,33 0,51
c6 : © 20,48 19,28 20,61 2,97 22,83 16,59 18,56 20,01
c16 1 6,34 5,88 (8 0,60 7,84 5,27 L ,00 4,85
W & © 2,34 2,02 1,99 2,27 0,50 2,59 2,34 1,72 il
(3T 1 0,98 0,96 0,83 1,08 0,25 1,01 1,00 0,79 0,77
€18 =+ © 10,12 11,55 10,08 8,65 1,3k 12,37 8, 10,28 12,38
c1e 1 15,89 14,55 16,10 5,23 0,79 19,00 12,3 10,89 13573
ci8 @ 2 2,56 2,55 3,14 3,47 0,35 3,17 2,91 3,03
cw8 : 3 0,60 c,L%9 0,47 0,84 6,24 1455 0,85 1,47 1,65
ceo 0 1,88 3,58 2,23 157 0,59 2,16 1,85 2,51 2,18
g2s @ 1 1,04 L, 0,95 1,07 0,19 1,06 0,7k 0,66 0,91
€22 & © 13,k2 11,67 11,47 11,30 79,85 8,77 20,30 26,08 16,36
cee & i 0,67 0,78 0,98 0,58 0,82 0,63 0,54 1,40 1,84
c23 ¢ O 0,73 0,81 0,98 1,41 0,38 1,40 0,66 1,15 1,19
c23 z 1 0,87 1,70 1,80 1,25 0,t3 1,60 6,72 1,26 1,02
cah : © 0,80 1,18 1,2 1,84 0,70 0,9 0,79 1,76 3z
c2h 1 05 T3 1,k2 0,95 1,02 0,L8 1,43 0,72 1,07 29
TOTAL 99,99 99,98 99,99 94,57 99,99 99,99 99,97 99,98 99,96




r(h

4 - Analyse de la copule osidique

L)
Elle est effectuée sur une partie aliquote de la phase méthanoligue aprés ex-

traction des acldes gras au n-hexane et avant celle des bases & longue chalne.

Le réactif d'hydroiyse utilisé renfermant de 1'eau, ivne deuxiéme méthanolyse
des sucres libérés est nécessaire. Elle est réalisée par une solution de

méthanol chlorhydrique (HC1 0,5 M dans CH.OH anhydre) pendant 2L heures & 80°C.

3
Aprés trifluorocacétylation du méthanolysat, 1l'analyse des oses est effectuée
par chromatographie en phase gazeuse sur colecnne 4'0V 210 avec une programma-

~

tion de température de 110°C 4 210°C 3§ raison de 1°C/winute.

VARTATIONS DE LA COMPOSITION EN ACIDES GRAS

La distribution des acides gras des différentes classes de glyco-

sphingolipides neutres a été analysée en fonction :

— des pollens et des styles vierges

- des styles pollinisés (autc et xénopollinisés),

et dans cette derniére éventualité la distribution des acides gras est envi-
sagée suivant la longueur de la chaine aliphatique (courte : C10 & C13 ;
moyenne : C14 & C17 3 longue : C20 & C24), la distribution des acides gras

a nombre impair d'atomes de carbone et selon le degré de saturatiop ou de

désaturation des acides gras en C18 (stéarate, oléate, linoléate et linolénate).

Ies résultats de ces analyses sont consign®s dans les différents

tableaux 18,19,20,21 et 22,

I1 nous a semblé intéressant de rechercher la possibilité d'une
relation entre la teneur en acides gras en, fonction de la nature des extraits
(stylaire cu pollinique) et aussi en fonction du génotype responsable de 1'in-

compatibilité (T2U ou W166K).
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I - REPARTITION DES ACIDES GRAS DANS LES POLLENS ET LES STYLES VIERGES

les résultats des analyses des pollens W166K et T2U et ceux des

styles vierges W166K scnt consignés dans la figure 21.

La répartition des acides gras au niveau des styles est représen-
tée paf la ligne 1. Les compositions des pollens sont exprimées relativement
aux styles vierges W166K. Tout point situé au-dessus de la droite 1 traduit
la richesse des pollens et inversement, tout point situé en-dessous traduit

la richesse des styles.

Nous constatons que la composition en acides gras des pollens et
des styles vierges est trés homogéne, d'oll 1a grande homogénZité des profils
de distribution des acides gras quelle gue soit la nature stylaire ou polli-~

nique des extralts et/ou le génotype analysé.

Cependant, il est &vident que les pollens (W166K et T2U) trds pro-
ches 1'un de l'autre, se différencient des styles vierges W160K par leur ri-
chesse relative en acides gras & chaine carbonée courte et par leur faible

€tat de désaturation.

I1 convient également de souligner 1'individualisation des TrGCer
des pollens qui s'éloignent nettement des autfes classes de glycosphingolipides
par leur forte teneur en acides gras & chaine longue (C18 & C2k4) saturée ou
insaturée et par la diminution concomitante des teneurs en acides gras & chaf-

ne courte (C10 3 C17).

IT - EVOLUTION DU DEGRE DE SATURATION EN FONCTICN DU TYPE DE POLLINISATION

Nous avons examiné globalement 1'évolution du degré de saturation
dans les différentes classes de cosphingolipides indépendamment de la lon-—
1Y
gueur de la chalne aliphatique dans les styles auto et x@nopollinisés. Les

résultats sont consignés dans le tableau 23.
” ) f‘u )

L



TABLEAU 23

EVOLUTION DU DEGRE DE SATURATION EN FONCTION DU MCDE DE POLLINISATION

1
Cen MGCen DGCenr TGCen ThGCen
I—— IO I skt e e e e i i o e o S
S 1 1/8 s 1 1/8 S 4 i 1/8 S 1 1/8 ) I /S
Styles vierges W166K 54,97 |45,00 | 0,81 | 59,43(%0,56 | 0,68 | 73,53 26,45 10,35 |57,52 | 42,47 {0,73 161,31 38,68 | ¢,63
W¢MWMm<w mmowwwswwwm 47,13 [52,85 | 1,12 | 60,82(39,17 | 0,64 | 58,89 41,12 | 0,69 | 63,13 36,86 |0,58 |60,12 39,86 0,66
W IOO0A o W e ez S
wMMWMmawmzomowwmewmm 49,09 |50,89 | 1,03 | 48,87|51,12 | 1,04 | 62,01} 37,93 | 0,61 | 69,74 | 30,2k { 0,43 [59,61|40,33 0,67
wmeWmswmwmwowwmemwwm 62.67 137,27 | 0,59 | 70,49]29,50 | 0,41 | 60,82 39,18 | 0,64 | 69,66 {30,33 | 0,43 |60,25 39,71} 0,85
v Ch W Ol + e
Styles sénepollinisés |5 g6 |u7,03 | 0,08 | 52,64147,34 | 0,09 | 80,1k| 19,85 | 0,2k | 73,59 | 26,40 |0,35 91,33} 8,61 0,09
¥ J S cures i
mwmwmw:ms mmMwamemm 66,02 133,96 | 0,51 | 65,31|34,68 | 0,53 | 66,78| 33,21 0,49 | 72,39 27,60 0,38 |58,66 | L1,33} 0,70
T2U. L2y + heures
Styles xénopollinisés s = - 5 o5 7 | ag e wz
gmm.mgamwsow S 49,96 50,01 | 1,00 | 65,64134,33 | 0,52 | 7h,b5] 25,54 10,34 | 70,26 129,73 10,42 163,68 135,C9) 0,50 |
Pollen Wi66K 64,14 5.8 0,55 | 70,L4k129,55 | o,k41 | 63,27} 36,72 | 0,58 62,41 | 37,58 | 0,60 |T70,36|29,62] 0,k2 ~
Pollen T2U 65,20 | 34,79 | 0,53 i 70,28{29,70 | 0,k2 m 68,19] 31,80 | 0,46 | 72,27 27,72 |0,3 65,73 1 34,251 0,52 w
| |
S : acdides gras satunts 1 : acides gras insatures
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1 - Influence de la xénopollinisation :
'
L'influence de la xénopollinisation est envisagée de 0 & 8 heures puis de

8 3 24 neures, ces deux écarts étant d'une importance significative dans la

complexité de la réponse incompatible.

Aprés 8 heures de croisement compatible, toutes les classes de glycosphingeli-
pides neutres présentent, 4 l'exception des triglycosylcéramides, une nette
augmentation des teneurs en acides gras insaturés. Puis aprés 24 heures de
xénopollinisation, une composition trés différente en acides gras est observée.

Elle est caractéris€e par la diminution des teneurs en acides gras insaturés.

Le pollen T2U, responsable de la polliinisation compatible, ne peut €tre a
l'origine de cette composition puisqu'il est caractérisé par des glycosphin-

golipides plus saturés que ceux des styles.

Une analyse plus fine de ces résultats, conduit & considérer qu'aprés 24 heures

de pollinisation, deux types de comportement se scnt individualisés :

- d'une part, celui des céramides et des monoglycosylcdramides ;

- d'autre part, celui gui correspond aux groupes des di, tri et tétraglycosyl-
céramides.

ILe premier groupe différe du second par sa nette désaturation plus &levée que

celle qui est rencontrée dans le pollen.

2 - Influence de 1'autopollinisation : v

L'influence de 1'autopollinisation est recherchée par l'analyse de 1'évolution
du degré de saturation et de sa complexité au cours de 1'incompatibilité. Nous
constatons que le degré de saturation évolue, comme dans le cas’de la xéno-
pollinisation, il sugmente dans un premier temps, puls diminue en fonction de

la durée de la pollinisation.

Ce tableau est général, seuls les triglycosylcéramides présentent une &volu-
tion différente. I1 est intéressant de rappeler ici la pauvreté relative du
pollen W166K en acides gras insaturés par rapport aux teneurs relevfeg chew

le style vierge de méme: génotype..-



FIGURE 22

EVOLUTION DU DEGRE DE SATURATION AU NIVEAU DES DIFFERENTS
GLYCOSPHINGOLIPIDES NEUTRES

A} Ingluence du mode et de fa durée de La pollinisation

GSL Cer MGCer DGCer TGCer TrGCer

+ | X |+ | X |+ | X |+ X‘+ X
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B) Tnfluence du génotype du style pollinisé

Cer MGCer DGCer TGCer TrGCer

T2U |W160K T2U W166K T2U |W166K T2U W166K | T2U

Ll

La premieqe 4fleche LlLusine Le sens dos vardations poun La péricde 0-8 heuwres ;
Lo seconde fLéeche Les neprésente au cowns de La pérndlode §-24 heunes.

Le sigle x conrespond a La xénopelinisation
Le sigle + cornrespond a L'autopollinisation.

Les cases hachurles ou en pointilliés témoignent de L'idendité de comportement pouwr
une classe de glycosphingolipides entre auto et xénopollindisation.

I : acides gras Ansatuhrés
S : acides ghas satunies

BIS
\ULiF 4

pa——



T

La xénopollinisation et 1'autopollinisation ne s'opposent pas par le sens des
variations mais par leur intensit&. Ainsi, la figure 22a met en évidence aprés
24 heures de croisement que 1l'autopollinisation différe essentiellement de

le xénopollinisation par le degré de saturation plus faible au niveau des céra-
mides et monoglycosylcéramides, plus €levé au niveau des di, tri et tétraglyco-

sylcéramicdes des styles incompatibles.

3 — Influence du génotype :

Le génotype n'influence pas ces observations. Nous pouvons en effet comparer,
aprés 2t heures de croisement, 1'évolution du degré de saturation des divers

glycosphingolipides en fonction de la pollinisation (figure 22b).

L'autopollinisation se traduit, iﬁdépendamment du génotype du style pollinisé,
par la diminution des teneurs en acides gras insaturés par rapport & celles des
acides gras saturés au niveau des céramides et des monoglycosylcéramides et
par l'augmentation de ce méme rapport dans toutes les autres classes de glyco-
sphingolipides (di et tétraglycosylcéramides). Une seule exception & ces ch-
servations concerne le comportement des triglycosylcéramides qui se rapproche

dans ses variations des céramides et des monoglycosylcéramides.

La désaturation des acides gras, par ses relations avec le métabblisme et
notamment avec le catabolisme respiratcire semble &tre une donnée importante
a considérer sous l'angle de ses variations su niveau des glycosphingclipides
neutres en fonction de la pollinisation. Il a en effet, €t€ montré que la
pollinisation (compatible et surtout incompatible) entraine un accroissement

respiratoire & partir de substrats divers (ROGGEN, 1967).

C'est pourquoi dans cet aspect de 1'étude des relations entre glycosphingoli-
pides et pollinisation, nous avons envisagé les variations du rappcrt taux
des acides gras 4 nombre impair d'atomes de carbone/taux des acides gras &

nombre pair d'atomes de carbone (I/P).




TABLEAU 24

EVOLUTION DES RAPPORTS 1/P, IS/PS, II1/PI DANS LES DIFFERENTS GLYCOSPHINGOLIPIDES NEUTRES

DES POLLENS, DES STYLES VIERGES, AUTOPOLLINISES ET XENOPOLLINISES

Cen MGCen DGCen TGCen ThGCen

el i it Al iitadincndingd iesas adirbaliet canuinain i l|~l||«l.4. llllllllllll J lllllll
1/p {18/PS {I1/PI | 1/P _Hm\vm ﬂHH\vH 1/P Q 1S/PS | I1/PI | 1I/P

P

Styles vierges W166K 0,10 {0,15 |C,04 |0,07. 10,06 10,07 0,10 0,07 0,19 |0,10 |0,11 |0,10 0,15 [0,15 |0,16
Styles aut 1linisé . .
mﬂwmf:mmm.om R&mm 0,09 10,07 |0,11 l0,09 {0,08 {0,171 |0,15 (0,11 |0,21 |0,11 | 0,10 |0,k 0,13 10,13 |0,14

Styles xfnopollinisés
W166K.T2U 8 heures

Styles autopollinisés
W166K.W166K 2L heures

Styles x€nopollinisés
W166K.T2U 2L heures

Styles autopollinisés
T2U.T2U 24 heures

Styles xénopollinisés . n N 0

TN IGEK Db heures 0,13 (0,12 |0,13 |0,08 {0,08 {0,07T 0,08 0,07 {0,10 0,25 |0,18 |0,k5 [0,18 |0,16 21

Pollen Wi66K 0,08 (0,06 (0,14 {0,09 |0,07 (0,15 |[0,12 0,11 }0,13 {0,115 0,13 |0,1T |0,18 ]0,09 |O,14

Pollen T2U . 0,08 |0,06 [0,13 |0,05 0,05 |0,07 0,14 0,12 10,19 |0,1% 0,10 0,27 0,11 |0,11 (0,12
T : acides gras @ nombre impains d'atomes de canbone - P : acides gras & nombre pains d'atomes de carbone
S : acddes grhas satunds - 1 : acdides ghas Ansatuns.



FIGURE 23

EVOLUTION EN FONCTION DU TEMPS DU RAPPORT I/P DANS LES
DIVERS CLASSES DE GLYCOSPHINGOLIPIDES
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IIT - VARIATIONS DU RAPPORT : TAUX DES ACIDES GRAS A NOMBRE IMPAIR D'ATOMES
DE CARBONE / TAUX DES ACIDES GRAS A NOMBRE PAIR (I/P)

Le rapport I/P séra compris soit indépendamment du degré de satura-
tion chez tous les acides gras sans distinction (I/P), soit chez les seuls aci-
des gras saturés (IS/PS), soit enfin chez les acides gras désaturés (II/PI)
(tableau 24).

1 ~ Variations du ropport I/P :

a) aprds xénopollinisation. La comparaison des compositions en acides gras des

styles vierges et des styles xfnopollinisés met en évidence, aprés pollinisa-
tion de 0 & 8 heures, deux types de comportement qui vont s'opposer :

- celui des Cer-MGCer a4 forte accé&lération de l'incorporation des acides gras
a4 nombre impair d'atomes de carbone

~ celui des DGCer, TGCer et TrGCer pour lesquels aucune variation dans 1'&vo-
Ilution du rapport I/P n'est appréciée par rapport aux résultats des styles
vierges W166K.

Par contre, aprés 24 heures de pollinisation, le taux des acides gras & chaine
carbonée d nombre impair d'atomes de carbone augmente chez les Cer, DGCer et

TGCer, il diminue chez les autres glycosphingolipides (MGCer et TrCCex).

b) aprds autopollinisation. La comparaison des styles vierges et des styles

autopollinisés est envisagfe dans les mémes conditions de 0 4 8 heures, puis

de 8 & 24 heures.

Aprés 8 heures de pollinisation incompatible (W166K.W166K) les MGCer et DGCer
poss€dent un taux d'acides gras & nombre impair d'atomes de carbone trés €le-
vé par rapport & celui des styles vierges. Ce taux est pratiquement inchangé

ou légerement diminué pour les Cer, TGCer et TrGCer.

Aprés 24 heures de pollinisation, le taux des acides gras impairs a encore

augmenté sauf au niveau des MGCer.

c) comparaison entre auto et xfnopollinisation. Si nous comparons auto et x€no-

pollinisation, on peut dire que la valeur du rapport I/P sera plus &élevée en
xénopollinisation chez les Cer et les MGCer de O & 8 heures & 1l'exception des

DGCer chez qui ce rapport diminue. De 8 3 24 heures, la xénopollinisation est



FIGURE 24

EVOLUTION EN FONCTION DU TEMPS DU RAPPORT II/PI DANS LES DIVERSES
CLASSES DE GLYCOSPHINGOLIPIDES
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toujours marquée par l'augmentation du rapport I/P pour les Cer, MGCer et
GCer, seuls les DGCer et les TrGCer auront un comportement inverse de celui

que nous venons de constater (figure 23).

2 -~ Variations du rapport IS/PS :

L'évolution du rapporf IS/PS est envisagée en fonction du temps de pollinisa-
tion. Nous constatons gue 1'&volution du rapport 1I/P (acides gras saturés)
est identique guelle que soit la pollinisation considérée (ccrpatible ou in-
compatible) chez les Cer, MGCer, TGCer. Notons cependant, que la valeur de ce
rapport est plus faible en autopollinisation. Par contre, la valeur de ce

rapport sera plus élevée en autopollinisation chez les DGCer et TrGCer.

3 - Variations du rapport II/PI :

Nous avons également analysé 1'évolution du rapport I/P des acides gras insa-
turés en fonction de la pollinisation (compatible ou incompatible) et de sa
durée. Xénopollinisation et autopollinisation sont toutes deux marquées par
1'identité de 1‘'évolution du rapport II/PI chez les Cer, MGCer et TGCer, bien
que ce rapport soit £galement plus faible en autopollinisation. Par contre,
ces pollinisations sont suivies d'un comportement nettement plus complexe Jes
DGCer et TrGCer ou les rapports sont antagonistes en fonction du temps de

croisement (figure 2L).

4 - Variations des'rapports I/P, IS/PS et II/PI en fonction
du génotype
Les variations des rapports I/P, IS/PS et II/PI ont &t& envisagfes en fonec-
tion du génotype du style. L'examen du tableau 25 met en évidence 1'homo-
généité des rapports considérés et cela indépendamment du gfnotype des styles

POV

et du glycosphingolipide considéré & l'exception des TrGCer.



TABLEAU 25

EVOLUTION DES RAPPORTS 1/P, IS/PS, 11/PI DANS LES DIVERS
GLYCOSPHINGGOLIPIDES NEUTRES EN FONCTIGCN DU GENOTYPE DU
STYLE POLLINISE

/P IS/ PS it/ Pl

wiesk | t2u jwiesk| t2u Jwigsk | t2u
CER ddx | +dx
MGCER] +<x | +<x | #< x| +<xn
DGCER| #>% | +#3X | +>x | $>x
TGCER| +<x | + <X |4 |+ | +<x | +<x%
T GCER |+ %
1 acldes gras & nombre Ampain d'alomes de carbone
P acides gras 4 nombre pain d'atomes de carbone
g acddes gras saturés
I acides ghas Ansalunds
+ autcopollinisation
X xenopollinisetion

Les cases Laissées en blanc témoignent de L'identileé de comportement

d'une

classe de glycosphingolipides pour Les 2 génotypes etudiés.



TABLEAU 26

DISTRIBUTION DES_ACIDES GRAS A CHAINE COURTE (C10 A C13)

AU NIVEAU DES GLYCOSPHINGOLIPIDES NEUTRES

A).Inéﬁuence du mode et de fLa durde de fLa pollinisation

GSL Cer MGCer DGCer TGCer TrGCer

X |+ | x
ZAVARN

acides
gras

C1001

_*.

NAVIHZAINAINA BB

717N AN Xﬁ\ AVARYY
 PEANVIINN G - AVIENN

VN INNNNAE VNN

C11:01

C 122:()'1 3ij:;j :

C13:0/1

GSL Cer MCCer DGCer ’ TGCer - TrGCer

acides '

gras WICEK| T2U | W166K | T2U | wWi66K | Teu [wieék | T2u fwiGek | Teou
C10:0.1 +> X[ +(x ] +(x[
C11:0.1 (x| +<x +4¢ X

C12:01 XX +{X

C13:01 a2 X RO H{X

+>x +<x )X +<x

La premiene {Leche <{llustre Lo sens des variations pour La pérhiode de 0-8 hewes ;

i

© La seconde gleche Les neprésente au couts de La période §-24 hewnres.

Le sigle x cernespond 3 La xBropollindsa:’ cn
Le sigle + cornnespond a £'autopollinisa: . .

les cases hachuntes temoignent de £'ider '3 de comportement pour une classe de
giycosphingolipides entre auto el xBuos sation.
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5 ~ Conclusion :

. - - - . . . . LA
En conclusion, l'autopollinisetion est suivie d'une diminuticn de la teneur en
acides gras 4 nombre impair d'astomes de carbone (saturés ou non) chez les
Cer, MGCer et TGCer qui sont des glycosphingolipides d nomwbre impair de résidus

osidiques.

I1 s'agit 18, semble—t-1l, d'un processus général indépendant du génotype du
style (W166K cu T2U) qui sera pollinisé. Seuls les DGCer et TrGCer, & struc-—
ture osidique différente, montrent des variations en relation avec le génotype

du style pollinisé.

Iv - EVOLUTICN DE LA REPARTITION DES ACIDES GRAS COURTS EN C10, C11, Ct12
ET C13
L'évolution de la distribution des acides gras & chaines courtes,
saturées ou insaturfes (C10 & C13), est envisagfe au niveau des divers glyco-
sphingolipides neutres sprés auto et xénopollinisation. Les résultats sont
reportés dans le tableau 26a ; la premidre fléche illustre le sens de la va-
riation dans une période de 0 4 8 heures ; la seconde fléche la représente

au cours de la période de 8 & 2L heures. Les sigles suivants correspondent

- x : & la xénopollinisation ;

|
o,

1'autopollinisation.

1 - Influence de la durée et du type de pollinisation :

D'une maniére générale, le sens de variations des teneurs en acides gras
courts, par rapport au temps O, est identique & une exception prés (Ci0 : 1)
aprés 8 heures d'auto et de xénopollinisation. Ainsi seule l'amplitude de ces
variations différencie les deux types de pollinisation aprés 8 heures de

croisement.

Par contre, cette répartition des acides gras courts subit une Avolution dif-
férente aprss 2l heures de croisement, en fonction du type compatible cu non

de celui-ci. Cette opposition auto-xénopollinisation est particulifrement
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nette au niveau des MGCer, DGCer et TrGCer, car en ce qui ccncerne les Cer
et TGCer, 1l'autopollinisation va induire le méme type de variations que la

xénopollinisation.

Ainsi, l'autopollinisation et la xénopollinisation sont suivies aprés 8 heures
de croisement, d'une baisse de la teneur en acides gras 4 chalne courte au ni-
veau des Cer, DGCer et TrGCer et d'une augmentation de la teneur de ces mémes

acides gras au niveau des MGCer et TGCer.

Les céramides représentant environ 1/3 des glycosphingolipides neutres, il est
normal gque les variations enregistrées & leur niveau colncident avec celle
des glycosphingolipides neutres totaux, mais cette &volution ne concerne pas

tous les glycosphingolipides.

2 - Influence du génotype :

Les variations présentées par la composition en acides gras, en fonection du
génotype du style pollinisé, sont reportées tableau 26b . Les sigles utilisés

sont identiques & ceux du tablesu précédent.

A 1l'exception des TrGCer, pour lesquels le génotype du style pollinisé a une
importance, les variations s'effectuent ders le méme sens. L'autopollinisation,
aprés 24 heures de croisement, est caractérisée par des Cer et des DGCer enri-
chis en acides gras courts et par des MGCer et TGCer appauvris par contre en
ces mémes acides gras courts. Par ces traits, 1l'autopollinisation s'&loigne
quantitativement de la xénopollinisation, indépendamment du génotype du style

qui sera pollinisé.

V ~ EVOLUTION DE LA REPARTITION DES ACIDES GRAS A CHAINE MOYENNE EN C1h,
C15, C16 et C17
Dans le méme esprit, nous avons envisagé 1'€évolution en foncticn du
temps de pollinisation de la répartition plus ou moins quantitative des acides

gras 4 chalne moyenne aprés auto et xénopcllinisation.



TABLEAU 27

DISTRIBUTION DES ACIDES GRAS A CHAINE MOYENNE (Cl4 A C172

AU NIVEAU DES GLYCOSPHINGOLIPIDES NEUTRES

A) Influence du mode ef de La durie de La pollinisation

+ | X |+ X[ +]|X
AN NINN N /AT /N

VN NN NN
NN A AN AN
VAVZANANYANV AN

/

o

0y O
o)

w o
0

g e
o

C14.0.1

C15:0/

C16:01

C17:0,1 [ N#4°

B) Ingluence du génotype du style pollinisé

\ GSL Cer MGCer DGCer TCCer TrGCer
acides

gras W166K | T2U |W166K | T2U |W166K T2U |W166K | T2U W166K | T2U
C14:0

C15:0/
C1 6:0.1
C17:01

FX X | DX

La premiéne

428che {Llustne Le sens des varniations pour La période de 0-8 heuwres ;
La seconde fL2

2che Les nepniésente au cowrs de La pirndiode §-24 hoeunes.

el

By el . P .
uug fLe s1gle + conrespond a L'autopoliinisation.
\ :

/TTFDLQ sdgle x conrnespond a La xénopollindisation

Les cases hachunées fZmodignent de L'identité de comporntement pour une classe de
glycesphingolipides entrne auto et xénopoliinisaiion.
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1 - Influence de la durée et du type de pollinisation :

L'examen du tableau 27a conduit & formuler quelques remarques concernant les
influences du temps de pollinisation sur la répartition de ces acides gras.
Aprés 8 heures de pollinisation (compatible ou incompatible) nous relevons
gue la répartition des acides gras au niveau des Cer, MGCer et DGCer montre
la méme évolution, seules les amplitudes de ces variations différent. Par
contre, au niveau des TGCer et TrGCer on peut noter des différences induites
par la xéno et l'autopollinisation. D'une maniére générale, les teneurs de

ces acides gras auraient tendance & diminuer.

Aprés 24 heures de croisement, il y a peu de différences au niveau des Cer
et des MGCer quant 4 1'évolution de la répartition de ces acides gras entre
auto et xfnopollinisation. C'est au nivéaﬁ des DGCer, TGCer et TrGCler que
des différences surviennent, gul intéressent plus particulidrement les acides

gras insaturés.

2 = Influence du génotype aprés 24 heures de croisement :

L'influence du génotype du style pollinisé a &t€ recherchfe, ainsi que le
souligne le tableau 27b , ol les sigles employés sont les mémes que ceux

utilisés pour les tableaux précédents.

Certes des différences sont évidentes entre les teneurs en acides gras au
niveau des diverses classes de glycosphingolipides quelle que soitwla polli-
nisation (compatible ou incompatible) en fonction du génotype du style pol-
linisé. Cependant, il semble difficile de définir une orientation générale.
Les styles W166K et T2U ne réagissent pas de facon identique. Par manque

d'informations concernant les styles vierges T2U, il nous est impossible de

conclure plus amplement.



TABLEAU 28
DISTRIBUTION DES ACIDES STEARIQUE, OLEIQUE, LINOLEIQUE ET LINOLENIQUE

AU NIVEAU DES GLYCOSPHINGOLIPIDES NEUTRES

A) Tnfluence du mode et de La durnle de La pollinisation

GSL Cer MGCer DGCer TGCer TrGCer

+ | X
AN

WA R

FATAY

WAl

B) Influence du génotype du style pollinisé

GSL Cer MGCer DGCer TGCer TrGCer

acides

gras Wi66K | T2U W166K| T2U W166K| T2U | Wi66K | T2U | Wi166K | T2U

(:'1535() AR R 5§1
C18 :1
C18:2

C18:3

42;wmw 3 SR %}x

_ Lla premiane fleche (Llustrne Le sens des variations pour La periode de 0-8& heures ;
/%UQV Lo seconde (Loche Lo neprisente au couwns de La pérniode §-24 heures ;

\ . . . ~ . .
\3f# Le s4gle x cornespond a La xBaopollinisation
Lo sigle + cornespond a L' eutopollinisaiion.

e,

o4 cases nachurles LEmoignent de L'identixé de comportement pour une classe de
glucosphingolipides entne auto et xenopollinisation.

LA}



VI -~ EVOLUTION DE LA REPARTITION DES ACIDES GRAS EN C18 SATURES QU INSATURES

Leur analyse est conduite selon les mémes critéres que précédem-—
ment, c'est-d-dire que nous allons suivre 1l'é@volution de la répartition des
acides gras en C18 en fonection du temps de pollinisation (8 et 24 heures) et

du génotype (tableau28a et b).

1 - Influence de la durée et du type de pollinisation :

L'évolution de la répartition des acides gras en C18 peut €tre comprise en
1l'examinant & travers les deux modes de comportement dé&ja identifiés : celui

des Cer, MGCer et TGCer d'une part, celui des DGCer et TrGCer d'autre part.

Dans le premier groupe, la répartition des stéarate, oléate, linoléate et linc-—
lénate suit des évolutions paralléles aprés auto cu Xénopollinisation..Les

Cer et MGCer par exemple, sont caractérisés en général par une baisse de la
teneur de ces acides gras aprés 8 heures de croisement, suivie d'un accroisse-
ment de leurs valeurs aprés 24 heures. Au niveau des TGCer, la x&nopollinisa—
tion et l'autopollinisation entrainent une diminution constante de la teneur

en acides gras insaturés (C18 : 1, 2 et 3).

Chez les DGCer et TrGCer, la répartition de ces acides gras présente une &vo-
lution différente indépendamment de la pollinisation compatible ou incompati-

ble. Les différences sont manifestes dans 1'intervalle de temps 8 3 24 heures.

2 - Influence du génotype aprés 24 heures de croisement :

L'influence du génotype aprds 24 heures de croisement est envisagée par la
comparaison de la répartition des acides gras (C18 : 0,1,2 et 3) dans les
styles W166K et T2U aprds 24 heures de croisements compatibles ou incompatibles.

les résultats sont rassemblés dans le tableau 28b.

Quel que soit le génotype du style, les résultats obtenus confirment notre ai- , .-

.. . . Lo
vision des glycosphingolipides selon les deux comportements précédemment dis— 7 '

tingués



TABLEAU 29

DISTRIBUTION DES ACIDES GRAS A LONGUE CHAINE (C20 A C24)

AU NIVEAU DES GLYCOSPHINGOLIPIDES NEUTRES

A} Influence du mode et de fa durle de La pollinisation,

Cer MGCer DGCer TGCer TrGCer

X 1 X ] X

Ay ALVAAINNAE

§\% ¥ f’ E:\"FE"::"

AN

ANl

B} Ingluence du génotype du style pollinisé

N\\\\\ GSL Cer MGCer DGCer TGCer TrGCer

a;;iis wiesx | mou |wieex | mou w1k | wou {wisek | Teu | wiesk | Teu

C 20:0,1

C22014+*

C 2301 5| ;
S «+<XM & . +>x

XN \\\\ij_\\\\ IS

La premidne §Leche iflustrne Le sens des varlations pour ka pérndicde de 0-8 heures ;
Ya seconde fléche Les neprésente au cowrs de La pirniode &-24 hewres.

Afk

Ehd } Le s4gle x connespond a4 La xénopollindsation
. | . i . ’ , .
HHEE Lo sdghe + comnespond @ L' autopollinisation.

Les cases hachunées tirmolgnent de L'identite de comportement pour une classe de
glycosphingolipides enirne awto et xénopollinisation.
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- Cer et MGCer caractérisés par des taux en acides gras plus faibles aprés
autopollinisation ; .

- DGCer, TGCer et TrGCer caractérisés par un profil inverse, c'est-3-dire par
des taux en acides gras plus élevés aprés autopollinisation. Cependant il faut
noter le comportement particulier des TGCer intermédiaire entre les deux types
décrits Cer — MGCer et DGCer - TrGCer.

VII - EVOLUTION DE LA REPARTITION DES ACIDES GRAS LONGS EN €20, €22, €23
ET Cc2k

1 - Influence de la durée et du type de pollinisation :

D'une maniére générale, on assiste aprés 8 heures de crcisement (compatible
ou incompatible), chez les glycosphingolipides neutres, & wne augmentation

de la teneur de leurs acides gras saturds ou insaturés. Cette observation est
en accord avec nos précédents résultats obtenus pour les acides gras des

glycosphingolipides neutres totaux (tableau 29a).

Aprés 24 heures de croisement, auto et xnopollinisation s'opposent de nou-
veau dans la répartition des acides gras saturés des Cer, MGCer, DGCer et
TrGCer et dans celle des acides gras insaturés chez les TGCer. D'une maniére
générale, la xénopcllinisation est caractérisfe aprés 24 heures par une bais-

se sensible de la teneur de ces acides gras.

"

2 - Influence du génotype aprés 24 heures de croisement :

L'influence du génotype aprds 2l heures de croisement est recherchée et le
taux des acides gras longs dans les DGCer, TGCer et TrGCer est plus élevé
aprés asutopcllinisation dans les styles W166K ou chez les MGCer, DGCer et
TrGCer des styles de génotype T2U. Il est plus bas chez les MGCer des styles
W166K ou chez les TGCer des styles T2U. Nous ne pouvons aller au-deld de ces
observations puisque nous n'avons pu analyser les styles vierges de génotype

T2U.



TABLEAU 30 Cd
TABLEAU RECAPITULATIF DE L'EVOLUTION DE LA DISTRIBUTION DES ACIDES GRAS DANS LES DIVERS
GLYCOSPHINGOLIPIDES EN FONCTION DU GENOTYPE DU STYLE POLLINISE

GENOTYPE DU STYLE W166K _ T2U

AT

Classe de GSL &tudiée Cer MGCer DGCer TCGCer TrGCer Cer MGCer DGCer TGCer TrGCer

e AR A A g R

e

i \§\ /77 B . A BABARIEE
Rapport I/P A\ U A 7 B PES + 2K DX FHIN R
& V% “._\\_\\\m%\\\& T8 | LA V\ 36 s v
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L% 7 4

Z

77\ | s | 7
\ Mlukds \K\,x 74 | Wz
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Rapport II/PI
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Acides gras g P _\\w\wﬁ\ J;/VX
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Acides gras 777 Y x\\\\\ \ +,/_
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VIII - CONCLUSIONS

En conclusion, nous avons reporté de facon trés schématique les ré-
sultats des analyses précédentes dans le tableau 30 , 4 savoir
- rapport I/P, IS/PS et II/PI ;
-~ répartition des acides gras courts C10-C13 ;
- répartition des acides gras moyens C14-C17 ;
- répartition des acides gras en C18 ;
- répartition des acides gras longs C20-C2L4
- et degré de saturation.

Les cases hachurées ou remplies de pointillés, témoignent d'une
évolution identique. Les cases laissées en blanc correspondent aux réponses
intermédiaires moins nettes. Le comportement des glycosphingolipides permet

uniquement chez les styles W166K,. de distinguer deux groupes

~ les DGCer et TrGCer ;
~ les Cer, MGCer et TCCer,

car ce comportement est moins marqué chez les styles T2U.

Aprés 24 heures de croisement, deux évolutions seraient possibles,
en relation sans doute avec le nombre de résidus osidiques (pair ou impair)

contenus dans les divers glycosphingolipides.

Comme nous 1l'avons constaté précédemment, les variations des com-—
positions en acides gras des glyccsphingolipides neutres totaux, illustrées
par leurs profils, sont caractérisées par l'augmentation des taux d'acides
gras 4 chalne longue, au détriment des acides gras a chalne courtq‘aprés 8 heu-
res de croisement compatible ou non. Cet accroissement est suivi, apres
24 heures de croisement, par l'inversion du profil de répartition pour la xéno-
pollinisation, ou l'accentuation du profil de type 8 heures pour l'autopolli-

nisation.

Ces méres variations sont retrouvées au niveau des céramides et
/_ - » . Pd _‘: ~ 6,) -~ 7~
des monoglycosylcéramides gui représentent 3 eux seuls 63 a 86 % des glyco-
sphingolipides neutres. Ces deux glycosphingolipides (Cer, MGCer) impriment
donc le sens de répartition des acides gras au niveau des glycosphingolipides
totaux. Ce profil de répartition n'est cependant pas général et ne coincide, *

pas avec celuil des DGCer et TrGCer en particulier.
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I1 convient donc de différencier deux types de réponse

- celle des céramides, monoglycosylcéramides dont le métabolisme est directe-
ment et rapidement touché par la pollinisation, car ils représentent les pre-

miers maillons de la chaine métabolique ;

- celle des diglycosylcéramides et tétraglycosylcdramides dont le métabolisme
sous la dépendance du groupe précédent, est moins rapidement touché par la pol-

linisation.

COMPOSITION EN BASES A LONGUE CHAINE

C'est 3 CARTER (1965) que nous devons la connaissance de l'existence
des bases & longue chaine, 4 CARTER et & KARLSSON (1971) leur classification
selon la longueur de la chaine carbcnée, 1l'existence, le nombre et la position

des doubles liaisons et celle d'éventuels branchements.

L'analyse qualitative et quantitative de ces bases nécessite au
préalable v
- la libération des bases suivie d'une extraction sélective ;
~ la transformation en DNP dérivés ; ‘

- 1'oxydation par le tétraacétate de plomb des DNP dérivés en aldéhydes, puis
1l'analyse par chromatographie en couche mince et en phase gazeuse ;

- 1'oxydation par le permanganate de potassium des aldéhydes en acides gras,
puis l'analyse par chromatographie en phase gazeuse.

1 - Extraction des bases d longue chafne et transformation en
dérivés dinitrophénylés :
Leur libération a &té effectude selon le protocole de GAVER et SWEELEY (1965).
L'extraction sélective de bases 3 longue chaine est réalisée par le diéthyl-
€ther en milieu alcalin (pH 11). Bien que cette technique rende impossible 1'a-
nalyse ultérieure de la fraction osidique, nous l'avons cependant retenue car

elle assure une libératicn totale des bases sans formation d'artéfacts tels

o

la 3-0 méthyl-sphingosine et la 5-0 méthyl A, sphingosine. Leur instabilité
o



TABLEAU 31
DISTRIBUTION DES BASES A LONGUE CHAINE AU NIVEAU DES CERAMIDES
IStyles vienges| WI166K. W1 66K WI66K. T2U WIS6K.WI66K | WigeK.T2U T2U.T2U T2U.W166K Pollen Pollen
W1 66K 8 hewres $ heures 24 heures 24 heunes 24 heurcs 24 heunes W1eK T2U
A d16:0 - t17:0 3,23 3,30 2,50 5,92 4,50 4,77 7,91 8,17 5,76
B d17:0 - t18: 20,30 28,31 22,14 24,97 23,72 24,51 38,51 28,82 26,92
C ai6:1 45,53 33,95 5,35 20,90 39,27 9,58 5,03. 5,03 L,86
D a18:0 - t13:0 2,55 2,09 3,86 3,20 L,Lo L, 92 u,30 6,79 3,1
= - £18:1 9,38 15,37 30,82 21,07 W19 30,49 21,81 27,31 29,33
F d19:0 - t20:0 3,49 5,85 14,93 8,68 6,27 8,20 10,10 9,21 11,29
G aiB:1 9,11 7,05 11,91 7,16 5,50 10,59 7,02 10,08 13,86
H d20:0 4,90 4,07 8,48 7,49 2,18 6,53 5,23 4,58 4,86
TOTAL $9,99 99,99 99,99 99,99 99,99 99,99 99,99 99,99 99,99
| saturfes (sat.) 34,47 43,62 51,91 50,26 L1,07 u8,93 66,13 57,57 51,94
insaturées{insat.) 65,52 56,37 18,08 49,73 58,92 51,06 33,86 42,42 48,05
insat. / sat. 1,901 1,292 0,926 0,9894 1,434 1,043 0,512 0,736 0,925




TABLEAU 32

EVOLUTION DES BASES A LONGUE CHAINE AU NIVEAU DES MONOGLYCOSYLCERAMIDES

Styles vierges| WI66K.WIE6K WI66K. T2U | WiésK.WIB6K WI66K.T2U T2U.T2U T2U.WI166K Pollen Pollen
Wis6K 8 heunes 8 heures 24 heunes 24 heutes 24 heunes 24 hewres WigsK T2U
A d16:0 - 17 0,84 1,46 0,51 0,59 0,31 0,72 0,36 2,91 2,73
B d17:0 -~ ti8 2,50 y,21 6,04 1,93 1,68 5,2k 3,02 8,% 7,58
C atén 7,45 14,75 20,36 10,72 6,40 12,18 11,36 6,76 55
D a18:0 - t19:0 0,%0 2,29 0,70 0,69 0,66 0,8% 1,19 3,56 2,07
E ~ t18:1 2,08 2,93 0,95 1,05 1,28 1,66 1,78 9,66 9,47
1F 419:0 - t20:0 0,75 0,65 0,7 0,35 0,37 1,02 0,81 4,16 3,83
G a18:1 80,07 70,25 68,97 80,Lt 85,68 75,57 76,42 X 56,26 59,64
4 d20:0 5,40 3,39 1,76 3,72 2,91 . 2,16 k55 7,66 4,92
TOTAL 99,99 99,99 99,99 99,99 92,99 99,99 99,99 99,99 99,99
saturfes (sat.) 10,39 12,06 9,71 7,78 5,93 [ 10,58 10,43 27,31 21,13

inaaturfes(insat. 89,60 87,93 90,28 92,21 94,06 89,41 89,56 72,63 18,86 -

insat. / sat. 8,623 7,291 9,297 11,85 15,86 © 8,450 8,586 2,661 3,732
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TABL

EAU 34

DISTRIBUTION DES BASES A LONGUE CHAINE AU NIVEAU DES TRIGLYCOSYLCERAMIDES

OB & BRGNS I < S

Styles vienges| W6eK. W66k Wre6K.T2U WI166K,W168K WIgsK. T2U T2u.T2U T2U.W166K Pollen Pollen

Wl 66K § heunes 8 heuses 24 hewres 24 houncd 24 heuwnes 24 heuhes Wi 66K T
................. N SRR SV SPREPS FIIPR PRI SRPRIURIOIIPIIP RPARIPION SEPIIPRR IR PRSPPI SRR PSR

d16:0 - £17:0 1,84 0,719 2,00 1,49 1,38 1,03 1,10 1,32 1,03
a17:0 ~ %1610 32,41 37,53 33,80 37,54 Ly, 07 35,01 L0,k 42,88 36,03
a16:1 21,07 16,81 15,10 16,04 17,34 15,51 17,94 19,72 16,59
d418:0 ~ t19:0 5,74 6,16 5,56 6,00 5,76 5,89 7,11 5,37 5,42
t18:1 . 3,67 2,63 2,30 1,46 1,85 1,08 2,11 1,32 1,56
d19:0 ~ £20:0 14,04 19,10 16,92 15,19 17,17 13,58 17,19 14,28 12,73
G d18:1 6,33 10,718 8,43 8,72 7,97 6,06 8,00 5,66 5,91
H d420:0 8,66 4,70 8,05 3,86 3,8 3,24 L,35 3,20 3,13
Id19:1 ~ 201 4,23 1,49 1,63 9,69 3,97 18,59 2,05 6,24 17,59
TOTAL 99,99 99,99 99,93 99,99 99,99 99,99 99,99 99,99 99,99
saturées (sat.) 62,69 68,28 72,33 64,08 658,86 58,75 69,89 67,05 58,34
insaturées{inzat.)] 37,30 31,71 27,66 35,91 31,13 L1,24 30,10 32,54 41,65
insat. / sat. 0,595 0,L6k 0,382 0,560 0,452 0,702 0,431 0,491 0,714

v
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1'état libre impose dd@s leur extraction leur transformation en dérivés dini-
trophénylés plus stables par une solution méthanolique de 1-fluoro—2,4-dinitro-
benzdne (KARLSSCN, 1970). Ces DNP dérivés sont ensuite purifiés et identifiés

par chrometographie en couche mince (fiche technique n°® 13).

2 - Analyse des DNP-dérivés des bases (KARLSSON, MARTENSON, 1968) :

Leur analyse par chromatographie en couche mince est précédée par leur trans-
formation en zldéhydes par oxydation au tétraacétate de plomb ce qui, ainsi
que nous l'avons précisé, conduit a des chalnes plus courtes par élimination
de 3 atomes de carbone (bases trihydroxylées) ou de deux atomes de carbone

(bases dihydroxylées).

Les aldéhydes & longue chalne, issus des bases dinitrophénylées, sont habi-
tuellement identifiés par diverses technigues chromatographiques telles par
exemple la chromatographie en couche mince, en fonction de la longueur de
leur chaine et de leur degré de saturation (VAN DESSEL, 1977) ou par chroma-

tographie en phase gazeuse.

L'identification des aldéhydes & longue chalne est ensuite confirmée par 1'a-
nalyse des acides gras homologues obtenus aprés oxydation des aldéhydes par

le permanganate de potassium. Une telle oxydation peut &tre effectvée directe-
ment sur le mélange d'aldéhydes saturés ou désaturés, ou apres hydrogénation
catalytique. Cette analyse n'ayant pour but essentiel que la confirmation de
1'identité des aldéhydes, nous avons directement oxydé le mélange §ldéhydi~

que par le permanganate sans hydrogénation catalytique préalable.

les résultats obtenus pour les divers glycosphingolipides sont reportés
tableaux 31,32,33.34 et 35. '

Habituellement, on dose les bases & longue chaine préférentiellement par leur
produits d'oxydation, aldéhydes ou acides gras. Or, l'oxydation des bases en-
traine, selcn leur structure, une scission des molécules par perte de 2 ou

3 atomes de carbone. Les bases dihydroxylées et trihydroxylées homologu§$kéﬂ
n + 1 atomes de carbone conduisant & la formation d'un méme produit d'ogjaéff
tion, aussi serait-il indispensable de séparer ces bases di et trihydroxflées

par chromatographie de leurs dérivés dinitrophénylés avant leur dosage. Mais,



les faibles quantitds de matdriel et les faibles concentrations de glyco-

sphingolipides dans les extraits, ne permettent pas de multiplier & 1'infini

les &tapes chromatographiques. En effet, chacune d'elles entraine la perte

d'un pourcentage non négligeable de produit (20 % environ) par fixation sur

les colonnes. Aussi, comme bien des auteurs le préconisent, les bases seront

analysées sans séparation préalable sous forme de leurs produits d'oxydation.

Les résultats que nous présentons dans le tableau présenté ci-dessous,

correspondent par le dosage des aldéhydes, & celui des bases di et trihydro-

xylées non séparées, précurseurs probables de ces aldéhydes.

Bases a Longue chaine

————— —

A héxadécasphinganine
hydroxyheptadécasphinganine

B héptadécasphinganine
hydroxysphinganine

€ hexadécasphingénine
D sphinganine
hydroxynonadécasphinganine

E héptadécasphingénine
hydroxysphingénine

P nonadécasphinganine
hydroxyeicosasphinganine
G sphingénine

H eicosasphinganine

I nonadécasphingénine

K sphingadiénine %

L eiccsasphingénine ?

a6

ait

18

a16

da18

arT
18

419 :

t20

a18

dz20

da19

-0

a8

da20

17

£19 :

%

abdehydes

‘Cth : 0

tétradécanal

C15 : O
pentadécanal

cth ¢ o1
tétradécénal

C16 : 0
héxadécanal

C15 : 1

pentadécénal

CiT + O
heptadécanal

C16 : 1
héxadécénal

c18 : 0
octodécanal

Ci7T ¢« 1
héptadécénal

c19 : 0
nonadécanal

ci6 ; 2
éxadécadienal

c18 : 1
octodécénal




FIGURE 25

DISTRIBUTION DES BASES A LONGUE CHAINE DANS LES CERAMIDES
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A dlé : 0, £17 : 0
B di? : 0, £18 : 0
C dlg : 1

D dig : 0, 219 : 0
E di7 1, 218 : 1°
F dl9 : 0, £20 : 0
G dig : 1

H d20 : 0

I dl9 : 1 ‘
J ?

K d1g : 2, ?

L d2g : 1, ?

Styles vienges W166K
Pollen WI166K

Pollen T2U

Styles W166K.W166K, § h.
Styles WI166K.T2U, § h.
Styles WI66K.WI166K, 24 .
StylLes WI66K.T2U, 24 h.
Stykes T2U.T2U, 24 h.
Styles T2U.WI166K, 24 h.
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L,
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Afin d'aboutir & un schéma de la répartition des bases & longue chaine dans
les glycosphingolipides, leur distribution a été recherchée dans chacune de
leur classé : céramides, mono, di, tri et tétraglycosylcéramides. C'est ce

mode d*analyse,différent de celui qui a été précédémment employé dans le cas

des acides gras, que nous allons envigager.

I - BASES A LONGUE CHAINE ET CERAMIDES

Aprés identification et dosage des bases & longue chalne, les résul-
tats ont &té examinés en fonction de
- la composition en bases & longue chaine des pollens et du style vierge et
de leurs génotypes respectifs ; C

- 1'évolution de la distribution en fonction du type et du temps de pollinisa-
tion 3

~ 1'évolution de la distribution selon le génotype du style vierge qui sera
pollinisé.

1 - Comparaison des compositions en bases & longue chatne des
pollens et des styles vierges :
Nous avons comparé tout d'abord les pollens entre eux (tableau 31 ). Leur com-
position est originale par leur richesse respective en héptadécasphinganine
(a17 : 0) et hydroxysphinganine (t18 : 0) pour le pcllen W166K ou en héptadé-
casphingénine (417 : 1) et hydroxysphingénine (t18 : 1) pour le pollen T2U.

Ies styles vierges W166K sont eux, caractéris@s principalement par la présence
d'héxadécasphingénine‘(dT6'}A1); A cé.propésg rapﬁélons que l'hYdfoxyhébta~
décasphingénine (t17 : ) n'a encore jamais détectfe. Ainsi, selon les résul-
tats présentés figure 25 pollens et styles vierges sont trés &loignés par
leur composition respective en bases a4 longue chalne. Cette hétérogénéité
quantitative et qualitative est essentiellement caractérisée par 1'état plus

saturée des bases polliniques et par 1'état de désaturation qui marque les

bases stylaires. : R
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2 - Pollinisations et bases d longue chaine ;

L'analyse des relations existant entre pollinisations et bases 3 longue chaine
est envisagée aprés xénopollinisation et autopollinisation selon des durées

variables de O & 8 heures et de 8 & 2L heures.

a) xénopollinisation. Aprés 8 heures de pollinisation compatible, la diminu-

tion des groupes A et C (bases 416 : 0, t17 : 0 et d16 : 1) et 1'augmentation
des autres groupes contribuent & la diminution quantitative des bases désaturées

des styles pollinisés par rapport.aux styles vierges.

La xénopollinisation aprés 24 heures, est suivie comme nous 1'avions précé-
demment observé au niveau des acides gras, de l'inversion des profils de la
distribution des bases, c'est-d-dire augmentation des teneurs en bases 3 chaines
relativement plus courtes (d16 : 0, t17 : O et d16 : 1) et la diminution quan-—

titative des autres btases.

I1 convient de souligner le paralléle entre 1'évolution provoquée par la xéno-
pollinisation au niveau de la distribution des bases et des acides gras dans
les glycosphingolipides. L'analyse du comportement des hexadécasphingénines
est €galement trés intéressante. Ces bases appartiennent spécifiquement aux
styles (46,5 %) et sont pratiquement absentes des pollens (environ 5 %). Or,
aprés 8 heures de x&nopollinisation, leur teneur diminue nettement puisque

les glycosphingolipides des styles ne renferment plus qu'environ 5 % de ces
bases. Cette valeur correspond sensiblement & celle préséntée par les glyco~

sphingolipides des pollens et naturellement par les lipides du pollen T2U.

Ceci permet de penser que dés le début de la pollinisation, un métabolisme
nouveau est induit qui semble &tre de type pollinigue. Mais ultérieurement,
dans le second temps de la pollinisation, le caractére transitoire de ce mé-
tabolisme pollinique apparalt car il redevient a4 caractdre stylaire : fortes
valeurs du taux d'hexadécasphingénine et profil de distribution qui, er dépit

~

de quelques perturbations, est identique & celul des styles vierges.

b) autopollinisation. Le profil de distribution des bases est également per-

turbé par 1l'autopollinisation mais 1'&volution observée est plus difficile-

ment schématisable.



TABLEAU 36

EVOLUTION DES BASES A LONGUES CHAINES DES CERAMIDES APRES
POLLINISATIONS

A - Classification des bases et schéma d'évolution

BASES DE TYPE

DEGRE DE STYLAIRE

BASES DE TYPE POLLINIQUE

SATURATION
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Aprés 8 heures de croisement, comme dans le cas de la xénopollinisation, on

]
note cependant une diminution du taux d'hexadécasphingénine bien que celui-ci
soit moins prononcé et une augmentation des autres bases i 1l'exception de la

sphingosine et de 1'€icosasphinganine.
|4

Aprés 24 heures de croisement incompatible, le taux d'hexadécasphingénine
diminue toujours, cependant que le taux des autres bases s'éléve de facon

constante.

¢) en résumé, la comparaison de la composition en bases en fonction de la poi-
linisation compatible ou incompatible, met en &vidence par leur variation
1'opposition entre la xénopollinisation et 1'autopollinisation, aprés 24 heu-
res de croisement. En effet, aprés 1l'induction dans un premier temps d'un
métabolisme & caractére pollinique, 1l'autopollinisation semble intervenir au

niveau des céramides en inhibant toute "transmission" qui assurerait le passa-
-~

ge d'un métabolisme & caractére pollinique vers un métabolisme intermédiaire
favorable & la fécondation. C'est donc au bout de 24 heures que les divergen-—
ces entre les deux pollinisations seront les plus apparentes. Nous avons par
souci de clarté, résumé dans le tableau 36a les évolutions qui nous paraissent
essentielles, c'est-d-dire :

- étude du degré de saturation, de la distribution de 1‘'hexadécasphingénine
et celle de la distribution de 1'hydroxysphingénine.

3 - Distribution en fonction du génotype :

Comme 1'opposition entre les comportements aprés auto et x€nopollinisation est
maximale aprés 24 heures de croisement, nous avons &tudié la distribution des
bases en fonction du sens de croisement et du génotype de la plante pollini-
sée. I1 semble également que l'auto et la xénopollinisation révélent deux phé-
noménes opposés, cependant il nous est impbssible de conclure plus amplement

car nous ne possédons actuellement aucune donnée sur les styles vierges T2u.




FIGURE 26

DISTRIBUTION DES BASES A LONGUE CHAINE DANS LES MONOGLYCOSYL-
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ITI - BASES A LONGUE CHAINE ET MONOGLYCOSYLCERAMIDES

ILes résultats obtenus sont reportés figure 26 en fonction de la
nature stylaire ou pollinique des extraits, de la pollinisation compatible ou

incompatible des styles W166K, et enfin du génoiype du style pollinisé.

La répartition des bases au niveau des monoglycosylcéramides est
fondamentalement différente de celle qui a été précédemment observée chez les
céramides. En effet, si ces céramides &étaient caractérisés par les groupes B
(heptadécasphinganine, hydroxysphinganine) ; C (héxadécasphingénine) et E
(heptadécasphingénine, hydroxysphingénine), les MGCer sont remarquebles par
" ces mémes groupes, B C et E, et les fortes teneufs en bases du groupe C

(sphingosine ou sphingénine).

Les pollens se caractérisent ici encore par une richesse relative
en heptadécasphinganine, hydroxysphingosine (groupe B) et en heptadécasphingé-
nine, hydroxysphingénine (groupe E). La sphingénine (groupe G) quoique abon-

dante dans les pollens (57 % environ), caractérise davantage les styles (80 %).

Il nous a paru intéressant d'analyser 1'évolution de ces groupes

BC E G en fonction de la pollinisation.

1 - Distribution en fonction du temps et du mode de pollinisation :

a) la xénopollinisation. Elle affecte naturellement le profil de distribution

des bases, par rapport a4 celui des styles vierges. Comme au niveau des céra-
mides, la période 0-8 heures est marquée par 1l'augmentation des bases de fype
pollinique (groupes B et C en particulier) et par une diminution des bases de

type stylaire (groupe G).

Aprés 24 heures de pollinisation, il y a inversion des profils de distribution
la baisse des bases de type pollinique sera compensée par l'augmentation des

autres bases de type stylaire.

La désaturation augmente progressivement, en effet la perte en sphingénine est
compensée par l'augmentation des teneurs en hexadécasphingénine aprés & heures
de croisement puis inversement aprés 24 heures, la diminution de 1'hexadéca-—

sphingénine est suivie par l'augmentation des teneurs en sphingénine.



TABLEAU 37

EVOLUTION DES BASES A LONGUES CHAINES DES MONOGLYCOSYLCERAMIDES
APRES POLLINISATION

A - Classification des bases et schéma d'evolution

BASES DE TYPE
DEGRE DE STYLATRE BASES DE TYPE POLLINIQUE
SATURATION 417 : 0
« 9 . .
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W166K.T2U / \ / / \ / \
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b) 1'autopollinisation. Elle entraine les mémes variations que la xénopolli-

nisation. Cependant, au niveau des bases mineures des groupes ADE et F

nous assistons, 18 ou il y a diminution des teneurs pour un mode de pollinisa-
tion, a une augmentation pour l'autre et inversement. Les variations relevées
dans le cas des groupes B C et G s'effectuent dans le méme sens ainsi que

nous pouvons le constater dans le tableau 37a.

Dans la premiére partie du tableau nous avons reporté le sens des variations
pour chacun des bt paramétres retenus, la premiére flé€che correspond i la pé-
riode 0-8 heures, la seconde 3 la période 8-24 heures. Dans la seconde partie
du tableau, nous avons reporté aprés 8 et 24 heures de croisement, les domi-
nances des pollinisations 1l'une par rapport & l'autre, 1'autopollinisation

étant représentée par le sigle + et la xfnopollinisation par le sigle x.

Nous constatons gque les variations ont lieu qualitativement dans le m8me sens
mais qu'elles ne  présentent pas la méme intensitZ?. Au bout de 8 heures de
croisement, les taux de hexadécasphingénine et de hydroxysphinganine sug-
mentent plus vite en xénopollinisation qu'en autopollinisation. De méme, la

perte de sphinganine est plus importante en x€nopollinisation.

La x8nopollinisation atteint plus rapidement 1'état de métabolisme de type
pollinique, elle le quitte d'ailleurs également plus rapidement que 1'auto-
pollinisation pour retrouver l'état métabolique intermédiaire de type stylai-

re. C'est ce que nous avons essay® de schématiser tableau 37b.

2 - Distribution en fonction du génotype :

les profils de distribution des bases, en fonction de la pollinisation {com-
patible ou incompatible) et en fonction du génotype (W166K ou T2U) du style
pollinisé sont semblables & une exception prés, le groupe A,soit 1'hexadéca-

sphinganine et 1'hydroxyheptadécasphinganine.




FIGURE 27

DISTRIBUTION DES BASES A LONGUE CHAINE DANS LES DIGLYCOSYLCERAMIDES
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JITI - BASES A LONGUE CHAINE ET DIGLYCOSYLCERAMIDES

’

Les résultats concernant la distribution des bases dans les DCCer

sont reportés figure 27 en fonction

~ de la nature stylaire ou pollinique des extraits ;
- de la durée de la pollinisation compatible ou incompatible ;

- et du génotype du style pollinisé.

1 - Distribution au niveau des pollens et des styles :

Les DGCer des styles vierges W166K sont caractérisés par leur richesse en

bases appartenant aux groupes

- D : sphinganine, hydroxynonadécasphinganine ;
-~ E : heptadécasphingénine, hydroxysphingénine ;
- G : sphingénine.

les DGCer des pollens T2U et W166K s'éloignent des styles vierges par la na-

ture et par les teneurs &levées en bases des groupes

-~ B : heptadécasphinganine, hydroxysphinganine ;
~ C : hexadécasphingénine ;
- F : nonsdécasphinganine, hydroxyeicosasphinganine.

Nous envisagerons donc l'évolution de la distribution de ces groupes de bases
.

en fonction du temps et du type de croisement.

2 - Distribution en fonction du temps et du mode de pollimisation :

a) la xfnopollinisation, entralne la diminution des bases appartenant aux grou-
pes D E et G qu'en raison de leur importance dans le style nous avons qualifiés
de stylaires et l'augmentation concomitante des teneurs en bases des groupes

B C et F qualifiés de "polliniques". Ce profil déji net dds la hﬁitiéme heure

de croisement, s'accentue encore aprés 24 heures.



TABLEAU 38

EVOLUTICN DES BASES A LONGUES CHAINES DES DIGLYCOSYLCERAMIDES
. APRES POLLINISATIONS

A - Classification des bases et schéma d'evolution

BASES DE TYPE PCLLINIQUE

BASES DE TYPE STYLAIRE
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FIGURE 28

DISTRIBUTION DES BASES A LONGUE CHAINE DANS LES TRIGLYCOSYLCERAMIDES
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b) 1'autopollinisation, comme la xénopollinisation, est suivie aprés 8 heures

de croisement par l'installation d'un prcfil dit "pollinique". Cependant,
aprés 24 heures, une inversion se manifeste et un nouveau profil de type

"stylaire" se développe.

Nous avons donc résumé dans le tableau 38a,b ces deux comportements compa-
tible et incompatible, avec les meémes spécifications que page 93 en ce qui
concerne la signification des fléches et des sigles. Ainsi, la x€nopollinisa-
tion et 1'autopollinisation tendent toutes deux vers un état de type pollini—‘
que. L'autopollinisation y parvient plus vite que la x&nopollinisation comme
le montrent, aprés 8 heures de croisement, les teneurs plus élevées en bases
des groupes B C et F et plus faibles en bases des groupes E et G. Au bout de
24 heures, la xénopollinisation présente des taux toujours élevés en bases

de type 'pollinique", identiques & ceux obtenus'aprés 8 heures de croisement’
incompatible . Au contraire, 1'autopollinisation entraine un retour vers un
état de type stylaire. Ce sont ces différencesde comportement que nous avons

essayé de schématiser dans le tableau 38b.

3 - Distribution en fonction du génotype :

Bien que nous ne puissions pas sller au-deld des ré&sultats obtenus en fonc-—

tion du mode de croisement (compatible ou non) et du génotype du style polli-
nisé (W166K ou T2U), puisque nous n'avons pu analyser les styles vierges T2U,
cependant il est possible de souligner 1'identité de la répartition des bases
dans les groupes A BC D et E en fonction de la pollinisation, ainsi que l'op—-
position entre les deux typés de pollinisation illustrée par les bases des

groupes F G et H.

IV - BASES A LONGUE CHAINE ET TRIGLYCOSYLCERAMIDES

Ies résultats concernant la distribution des bases dans les TGCler
sont reportés figure 28 en fonction ici aussi de 1'origine poilinique cu
stylaire des extraits, de la pollinisation compatible ou incompatible de

la durée du croisement ainsi que du génotype du style pollinisd.
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1 - Distribution au niveau des pollens et des styles vierges :

les profils de répartition des bases dans les TGCer des styles vierges W166K
ainsi que des pollens W166K et T2U, présentent de grandesressemblances Cepen-
dant, les extraits des styles W166K se distinguent des extraits polliniques

par leur richesse en bases agppartenant aux groupes

- C : hexadécasphingénine ;
- E : heptadécasphingénine, hydreoxvsphingénine ;

~ H : eicosasphinganine.

les pollens W166K et T2U sont caractérisés par la présence des bases du
groupe B soit 1'heptadécasphinganine et 1'hydroxysphinganine. De plus, le

pollen T2U apparalt également riche -en nonadécasphingénine (groupe I).

2 - Distribution en fonction du mode et du temps de pollinisation :

Dans le tableau 39 nous avons indiqué par des fléches le sens des variaticns
pour chague groupe de bases en fonction de leur prépondérance dans les extraits
stylaires ou polliniques. Nous y avons également reporté les résultats de iz
comparaison des deux pollinisations compatible ou incompatible, 1'une par

rapport & l'autre, aprds 8 et 24 heures de croisement.

Dans le cas des TGCer mais bien que cela soit moins net, nous assistons dans
un premier temps (0-8 heures) au développement d'un profil de type "pollini-
que" caractéris& par une diminution des bases de type stylaire. Ce profil

de type pollinique est relativement plus vite installé dans le cas de 1l'auto-

pollinisation.

Dans la seconde période, 1'autopcllinisation est caractérisée par le ren-—
versement de la situation précédente et par 1l'installation d'un profil de
répartition de type stylaire. Ces faits sont nettement plus faibles en xéno-

pollinisation.



TABLEAU 39

EVOLUTION DES BASES A LONGUES CHAINES DES TRIGLYCOSYLCERAMIDES
APRES POLLINISATIONS
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3 - Distribution en fonction du gérotype :

A l'excepticn de quelques bases éppartenant aux groupes A G et H, l'examen de
la figure 28 indique que le génotype du style pollinisé n'influence pas
les réponses des styles quelle que soit la pollinisation compatible ou incom-

patible.

V - BASES A LONGUE CHAINE ET TETRAGLYCOSYICERAMIDES

1 - Identification :

L'identification des bases & longue chaine constitutives des TrGCer a posé
certains problémes. En effet, il est apparu dans les extraits polliniques
3 pics nommés J K et L et correspondant & des aldéhydes caractérisés par

des temps de rétention excessivement longs.

le premier pic J possédait un temps de rétention s'alignant parfaitement sur
la droite correspondant aux aldéhydes homologues saturés guand on porte le
logarithme de leur temps de rétention en fonction de la longueur de la chaine.
Ce pic coincidait avec un aldéhyde & 19 atomes de carbone, qui ne peut dériver
que d'une base en 321 : 0 ou t22 : 0. Aprés oxydation par le permanganate

de potassium, un acide gras en C19 : O est présent sur le chromatogramme.

Ie pic L correspond & un aldéhyde monoinsaturé provenant probablement de

1'éicosasphingénine.

Ie pic K correspondait & un aldéhyde caractérisé par une longueur de chaine
équivalente & 19,25 atomes de carbone. Il ne s'alignait ni sur la droite re-
liant les aldéhydes homologues saturs, ni sur celle reliant les aldéhydes

homologues monoinsaturés. Il pouvait donc s'agir soit :

- d'un aldéhyde diinsaturé ;

- d'un aldéhyde possédant un groupement méthyl branché. : {fgﬁiﬁ

hCr e
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Aprés oxydation par le permanganate de potassium, il est apparu sur les chro-
matogrammes un pic correspondant & 1l'acide palmitolénigue (016 : 2). Le pic
pourrait provenir de la sphingadiénine. Cependant, comme nous ne possédons
pas de témoins :aldéhydes branchés, bases méthylées ou acides gras, nous ne
pouvons pas avec certitude identifier les pics J et K. L'identification de
ces bases & longue chalne nécessiterait l'emploi de la spectrométrie de masse
et en infrarouge. Noué ne pouvons donner, en ce qui concerne ces deux pics,
gu'un faisceau d'indications les déterminant. Le pic J correspond probable-—
ment & une base a4 groupement méthyl branché, puisqu'aucune base de type

d21 : 0 n'a été mise en évidence ; le pic K correspond 3 la sphingadiénine

non identifiée & notre connaissance chez les végétaux.

T , : i 2 1e- ces pics, 4 les désigner par et-
Nous nous bornerons, en ce gqul concerne c s les dés e r les let

tres J, K et L.

2 - Distribution au niveau des pollens et des styles vierges :

Les résultats concernant la répartition des bases dans les TrGCer sont repor-
tés figure 29 avec les mémes spécifications que précédemment. Comme au
niveau des TGCer,il est €galement plus difficile de caractériser pollen ou
style par un type de base. Cependant, de fortes présomptions laissent pen-—
ser que les bases correspondant aux groupes J K et I, sont essentiellement

de type pollinique ; les styles vierges W166K étant eux caractérisés par

les bases des groupes D, F, G, H c'est-d-dire par :- N

les sphinganine et hydroxynonadécasphinganine (D) ;

- les nonadécasphinganine et hydroxyeicosasphinganine (F) ;

1a sphingénine (G) ;

et l'eicosasphinganine (H).

3 - Distribution en fonction du mode et du temps de pollinisation :

Dans le tableau UCa,b , nous avons reporté les variations de distribution
des bases induites par la xéno et 1'sutopollinisation ainsi que la relativité
des aspects quantitatifs dans les deux croisements. Les sigles utilisés sont

les mémes que précédemment.



TABLEAU 40

EVOLUTION DES BASES A LONGUES CHAINES DES TETRAGLYCOSYIL.CERAMIDES
APRES POLLINISATIONS

A - Classification des bases et schima d'évolution

BASES DE TYPE POLLINIQUE . BASES DE TYPE STYLAIRE
d16:0 |d17 : 0 d18 : 0 | d19 : 0 , ,
t17:0 |tie:o0| Y K & t19 : 0 | to0 : of 418 ¢ 1] d20 = 0

A WA AN el VIS AN AR N
INAN| || | rsme A\ AV

COMPARAISON A 8 H

- ENTRE AUTO X . :
<X|F>X ET XENOPOLLINISATION F< +>x +>X - >X

COMPARAISON A 24 H

FXpx| SR|+X <X er xenororLimisarion | T X [T X I H <KX

-

La premiene fLeche illustne Le sens des variations pour La période 0-§ hewres
La seconde gLeche Les neprisente au couwrs de La période §-24 heures.

Le sigle x corrnespond a La xénopollinisation

Le sigle + cornnespond a L'auwtopollinisation

B - Schima hypothétique des diverses inductions métaboliquies

Oh

ETAT 2
. ; ¢ : ) — s
e . BRI ETAT 1

|

installation dun méktabolisme de Lype stylaire
installation dun mélabolisme de type shylaire modifié
w5 inskellation dun metabolisme de type pollinique

&,
N2
N




99

L'examen du tableau L40a montre que 1'autopollinisation et la xfnopollinisa-
tion sont suivies de la disparition du profil 3 caractdre Stylaire de la
distribution des bases & longue chaine ou les groupes de bases D F G et H
étaient bien représentés. Les deux pollinisations sont essentiellement illus-
trées par l'installation progressive suivie de l'acquisition en 24 heures
d'un profil de distribution de type pollinique. Ce comportement est.schéma—

tisé dans le tableau LOb.

VI - CONCLUSION

Ainsi, cette étude nous a permis un net enrichiscement de nos con-
naissances sur la constitution des pollens et des styles en glycosphingoli-
pides. Les pollens sont uniformément caractérisés par une richesse en hepta-
décasphinganine et hydroxysphinganine (phytcsphingosine). Par contre, les
styles,d'une maniére moins constante,sont caractérisés par la présence de Iﬂgﬁ?\
sphingénine (sphingosine). &

La pollinisation (compatible et inéompaiible) entraine dans le sty-
le pollinisé& une variation du profil de répartition des bases au niveau de
chaque glycosphingolipide neutre. De 0 a 8 heures, la distribution des bases
devient & caractére polliniqueipar contre, de 8 3 24 heures, 1'autopollini-
sation et la xénopollinisation s'éloignent 1l'une de l'autre par certains
caractéres. Ainsi, le profil observé aprés 8 heures de x€nopollinisation
s'inverse et présente & nouveau un profil de type stylaire chez les Cer et
MGCer. L'autopollinisation de son cOté sera illustrfe par cette &volution
(retour aprés 24 heures de croisement vers le profil de type stylaire) au
niveau des DCCer et TGCer. Chez les TrGCer, xénopollinisation et autopollini-
sation induisent un profil pollinique difficile & définir et le temps de croi-

sement ne fait qu'accentuer l'installation de ce profil.

Comme pour les acides gras, la distribution des bases d longue-
chaine dans les divers glycosphingolipides neutres évolue en deux phasesydiies
AN

~
a



FIGURE 30

SCHEMA HYPOTHETIQUE DE L'EVOLUTION DES BASES A LONGUES CHAINES

EN FONCTION DU TYPE DE POLLINISATION

X = Xxenopollinisation
+ = auwtopollinisation
Oh 8h 24h
cer cer cer
1 8h:mgcer | 24h:mgce[
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ETAT 1 instalistion dun métabolisme de type stylaire
ETAT 1 installation dun métabolisme de type shylaire modifié
ETAT 2 nstallation dun meétaboiisme de type pollinique
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~ la réponse rapide des précurseurs (Cer - MGCer) lors de la pollinisation ;
— la réponse lente des DGCer et TGCer ;

- au retard métabolique des TrGCer.

Si on admet que la composition en bases & longue chalne des di et
triglycosylcéramides aprés 8 ou 24 heures de croisement est représentative de
celle des céramides, ces derniers étant considérés comme leur précurseur méta-—
boligque, pendant une phase antérieure & 8 et 2k heures, il est possible de sché-
matiser une fois de plus 1l'évolution du métabolisme des glycosphingolipides
aprés auto et xénopollinisation. Sur la figure 30 sont reportées 3 zones
correspondant aux €tats métaboliques & caractére stylaire, pollinique ou
stylaire modifié. le comportement des glycosphingolipides neutres, aprés

auto et xénopollinisation, comporte 3 phases

- une phase 1 au cours de laguelle est induit le passage d'un état métaboli-
que de "type stylaire' vers un état métabolique de "type pcllinique”. Cette

induction est plus précoce et rapide dans le cas de 1l'autopollinisation.

- une_phase 2 au cours de laquelle s'opposent les réponses 4 l'auto et 3 la
xénopollinisation. En effet, contrairement 3 1'installation d'un métabolisme
de type pollinique induit par la x&nopollinisation, nous observons en auto-
pollinisation un retour vers un métabolisme de type stylaire probablement

perturbé.

- une phase 3 définie dans le cas de la xBnopollinisation par un retour tar—
dif vers un métabolisme de type stylaire perturbé. Quant & 1'autopollinisa-
tion, tout se passe comme si il y avait 2 nouveau induction d'un métabolisme

de type pollinique.

I1 convient de souligner que les phases 1 et 3 sont retrouvées dans
la distribution des acides gras
- soit pour la période 0-8 heures,évolution identique de la répartition des

acides gras dans le cas de l'autopollinisation comme dans le cas de la xéno-
pollinisation, avec seulement des différences d'amplitude ;

- soit pour 2L heures, divergence et opposition entre les répartitions induites
par les deux types de pollinisation. '
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CARACTERISATION DE LA COPULE OSIDIQUE

L'analyse de la copule osidique a &t& entreprise chez les MiCer,
DGCer, TGCer et TrGCer. Cependant, aprés avoir d&fini les modalités de 1'ex-
traction et de 1l'identification des constituants de la copule osidique,
seuls les résultats concernant les mono et diglycosylcéramides seront expo-—

» * -~
S€s cl—apres.

I - EXTRACTION ET IDENTIFICATION DES CONSTITUANTS DE LA COPULE OSIDIQUE

L'analyse de la copule osidique (FOURNET, 1975) a &té effectufe
aprés hydrolyse des glycosphingolipides et extraction des acides gras par
le n-hexane, sur une partie aliquote de la phase méthanoligue. Les oses 1ibé-
rés, ainsi que le témoin interne de mésoinositol, sont méihanolysés en tubes
scellés 2L heures 3 80°C (fiche technigue n® 14). Aprds dessication du mé-
thanolysat sous courant d'azote 4 50°C, le résidu est triflucroacétyié a
150°C pendant 5 minutes puis chromatographié en phase gazeuse selon les con-
ditions suivantes
- appareil Varian adrograph, mod3le 2100 muni d'un détecteur 3 ionisation de
flamme ;
- colonne de verre remplie 4'0V 210 & 5 % sur Varapot 30 ;
- programmation de tempfrature entre 110°C et 210°C & raison de 1°C/minute ;

- d8bit du gaz vecteur (azote) T,5 ml/minute.

II - RESULTATS DE L'ANALYSE

L'analyse de la copule osidique des glycosphingolipides nsutres
s'est révélée intéressante et nous ne pouvons que vivement regretter 1l'obli-
gation d'envisager cette composition & un niveau strictement analytique et
de plus, en la réduisant 3 1'étude des MGCer et DGler. Le protocole hydrolyti-
que retenu, les nombreuses &tapes de purification qui ont & ce jour fortement

réduit nos extraits, ainsi gue la faible représentativité de certains oses



TABLEAU

41

ANALYSE DE LA COPULE OSIDIQUE DES DIGLYCOSYLCERAMIDES

anafysé

Styles vierges
Wi66K

WiB6K . W166K
8 heures

Wi66K.TeU
8 heures

W166K . W166K
2L heures

Wi6EK.T2U
24 teures

T2U.T2V
2k Leures

T2U.W166K
24 heures

Pollen WI66K

Pollen T2U

Rhamose

1,75

13,04

9,56

1,73

2,68

k6,00

8.7

Arabinose

1,19

7,70

3,01

3,17

7,85

33,36

Glucose

93,97

§5,58

72,89

80,49

91,90

80,13

13,17

25,23

1,56

1,82

14,00

2,37

2,62

99,98
99,93
95,99
99,98
99,99

99,98

99,99

99,99

~
~
‘g

-




FIGURE 31

COPULE OSIDIQUE DES DIGLYCOSYLCERAMIDES

MAN

Styles vienges WI1e6K
Pollen W166K

Pollen T2U

Styles WIG6K.WI66K, & h.
| Styles WI66K.T2U, § h.
Styles WI66K.WIG6K, 24 h.
Styles W166K.T2U, 24 h.
Styles T2U.T2U, 24 h.

| Styles T2U.W166K, 24 h.
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dans les copules en sont responsables et ont rendu nos extraits indécelables
par le type d'appareil que nous possédons. Les résultats de 1l'analyse sont

consignés dans le tableau Uu1.

1 - Copule osidique des monoglycosylcéramides :

Sa composition aprés chromatographie en phase gazeuse apparalt comme trds homo-—

géne, seul le glucose est identifié.

L'uniformité de cette composition se retrouve dans la distribution étudiée en

fonction de la nature pollinique ou stylaire des extraits.

ILes MGCer représentent environ 30 3 L0 % des glycosphingolipides neutres to-
taux séparés. Ils sont composés essentiellement de glucose dans les pollens,
les styles vierges, auto et xénopollinisés, indépendamment du génotype pol-

linique utilisé lors de la pollinisation compatible et incompatible.

2 - Copule osidique des diglycosyleéramides :

Sa composition est intéressante car trds hétérogéne ainsi qu'en témoigne le
tableau 41 . Quatre oses sont identifiés : glucose, mannose, rhamnose et

arabinose. Notons que la recherche d'osamines s €té négative.

La distribution de ces oses dans les différents extraits polliniques et sty-—
laires est analysée par la comparaison des chromatogrammes des extraits de
pollens et de styles vierges W166K d'une part, et de celle des styles vierges

et des styles pollinisés d'autre part.

a) distribution au niveau des pollens et des styles vierges. La comparaison

des chromatogrammes des extraits de pollens et de styles vierges montre gue
ces extraits homogénes qualitativement par 1'omniappartenance des U4 oses

précités, sont nettement hétérogénes quantitativement. (figure 31).

Ainsi, les styles vierges W166K sont essentiellement caractdrisés par de

fortes teneurs en glucose (91,63 %) et par de faibles teneurs en mannose
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(4,96 %), en pentose (arabinose : 1,5 %) et en méthyl-pentose (rhamnose- :
2 %). Les pollens renferment également glucose, mannose, arabinose et rhamnose
mais ils différent et s'é€loignent nettement des styles vierges par les teneurs

en ces oses.

Selon les génotypes des pollens analysés, nous constatons que le pollen W166K
est plus riche en rhamnose (L8 %), en arabinose (38 %) que le pollen T2U (38
et 33 % respectivement). Ces deux pollens sont également pauvres en hexoses
puisque l'analyse décéle 13,7 % de glucose et 2,37 % de mannose pour le pollen

W166K et 25,2 % de glucose et 2,62 % de mannose pour le pollen T2U.

Quantitativement, cette h&térogénéité s'est avérée intéressante dans la com-

paraison des pollens et des styles vierges puisque sur la base respective de

leurs compositions osidiques, il devient passible de définir pollens et styles:

les premiers, par leur richesse en diglycosylcéramides a4 pentose et méthyl-
pentose (arabinose, rhamnose), les seconds définis par leurs diglycosylcérami-

des 3 hexoses (glucose, mannose).

Il nous a paru intéressant de considérer le devenir de cette hétérogénéité
au cours de la pollinisation compatible et incompatible en comparant en par-—
ticulier, la variation de cette composition osidique en fonction des siyles

auto et xénopollinisés aprés 8 et 24 heures de croisement.

b) distribution en fonction du mode et de la durée de la pollinisation. Dans

le tableau 42 , nous avons représenté les variations ndes de la pollinisa-
tion en tenant compte des résultats de 1l'analyse des bases 2 longue chalne
qui présentent, avec les résultats de cette &tude de la copule osidigque chez

les pollens et les styles vierges, un parallélisme frappant : la distribution

des oses est trés différente en effet selon la nature des extraits, et permet

d'envisager une distribution osidique & caractére pollinique et une distribu-

tion osidique & caractére stylaire.

Dans ce tableau, le sens des variations observées au cours de 1‘autopollini-
sation et de la xénopollinisation sont fléchées : la premiére fl&che repré-

sentant la période de 0 i 8 heures, la seconde celle de 8 & 2L heures.
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TABLEAU 42
Type pollen Type stylaine
Pollinisations {-----cm—moommmmmm oo Y
Rhamnose Arabinose GRucose Mannose

s | S S NN\ S

e N AN N AN

La premiere gLeche indique Le sens des variations pour La pérniode 0-§ heures
La seconde gleche Les neprésente pour La péricde §-24 hewres.

La xénopollinisaticn est donc caractérisée, de 0 & 8 heures, par 1'augmenta-—
tion de la teneur en glucose qui s'effectue au détriment des teneurs des au-
tres oses et en particulier de celle du mannose. Puis de 8 & 2L heures, ces
profils vont s'inverser et les teneurs en rhamnose, arabinose et mannose vont
augmenter parallélement & la diminution des valeurs du glucose qui perd en-—

viron 12 % de sa valeur initiale.

L'autopollinisation, de son cd5té, est caractérisée par non seulement 1'avg-
mentation de la teneur en glucose de 0 & 8 heures, mais aussi par celle du
rhamnose. Par la suite de 8 & 2L heures, l'inversion des profils de distri-
bution est essentiellement marquée par la diminution des teneurs en glucose
(20 %) et par l'accroissement concomitant des taux en rhamnose, arabinose et

mannose.

les perturbations métaboliques qui accompagnent la pollinisation sont ainsi
décelées dans le métabolisme osidique des diglycosylcéramides des styles ;
1l'autopollinisation ne différe de la xénopollinisation que par 1'amplitude

de ces perturbations.

1
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3 - Copule osidique des tri et tétraglycosylcéramides :

L'étude de la composition de la copule osidique de ces glycosphingolipides
neutres a également été entreprise ; glucose, rhamnose et arabinose sont iden-
tifiés. Mais & ce stade de notre expérimentation, les extraits lipidiques dis-
ponibles s'@taient amenuisés et 1l'obtention de résultats quantitativement ex-—
ploitables reposait non plus sur l'utilisation des colonnes de type "standard"
munies de détecteur & ionisation de flsmme mais sur celle de colonnes capil-

laires & détecteur i capture d'électrons.

IIT - CONCLUSION

Les diverses techniques d'hydrolyse et de trifluoro-acétylation du
méthanolysat et de chromatographie en phase gazeuse permettent 1'étude des

glycosphingolipides neutres des extraits de pollens et de styles.

Ies résultats de 1l'analyse des constituants de la copule glucidique
des mono et diglycosylcéramides sont intéressants 3 considérer. MGCer et

DGCer sont nettement séparés.

1 - Monoglycosylcéramides : (

Analytiquement, les MGCer sont remarquables par 1'homogén€ité€ de la constitu-
tion de leur copule ; un seul ose, le glucose, est identifié dans tous les
chromatogrammes. Ainsi la poliinisation n'intervient pas dans cette composi-
tion. Or, il n'est pas inutile de rappeler que 1l'autopollinisation est suivie
d'une diminution de la teneur en ces glycosphingolipides neutres au niveau
des styles pollinisés par rapport aux styles vierges et que ces valeurs de-

meurent €galement inférieures d celles relevées aprés xénopollinisation.

L'interprétation de ce fait est délicate. Il est possible de suggérer gue ces
teneurs Taibles en autopollinisation peuvent €tre lifes soit & la diminution
ou & 1'inhibition des processus de synthése, soit au contraire, a 1'interven-
tion d'un catabolisme actif, lui-méme dirigé par l'activité membranaire ou par

le besoin énergétique du processus incompatible.
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2 - Ies diglycosyleéramides :

L'analyse de la copule osidique de ces glycosphingolipides neutres met en
évidence une nette hétérogénéité de leur composition dans les extraits de

pollens et de styles.

Quatre oses sont identifiés par chromatographie en phase gazeuse : glucose,
mannose, rhamnose et arabinose. Par cette composition, les glycosphingolipides
de Petunia sont proches de ceux de Gladiolus (CLARKE, HARRISON et KNOX, 1978)
ol arabinose, rhamnose et glucose ont été détectés,mais qui en différent

par leurs teneurs en mannose.

La cinétique de la distribution du glucose dans ces lipides est quantitative-
ment marquée par l'augmentation de sa vitesse ef de scn taux d'incérporationﬁv
Décelable aprés 8 heures de croisement, compatible et incompatible, elle
semble s'effectuer au détriment du mannose principalement. Aprés 24 heures,
une inversion des valeurs s'est opérée et du glucose en proportions non né-

Pl

gligeables est 1libéré.

Un second point doit €tre souligné : 1'influence de la composition pollinique
qui peut €tre é&voguée en considérant 1'évolution des teneurs en rhamnose en
fonction des deux pollinisations [W166K.W166K] et [T2U.T2U]. Dans le premier
exemple, 1l'autopollinisation W166K.W166K est suivie par 1'augmentation signi-
ficative et constante en cet ose. Dans le second exemple, cette &volution ne
se retrouve pas. Compte tenu des profondes différences de composition entre
pollens et styles, il semble que 1'inégalerichesse en rhamnose des deux pol-
lens (W166K : L6 % 3 T2U : 39 %) soit responsable du sens des variations

de la copule osidique de 0 & 8 heures.

Enfin, il convient de souligner la présence significative du mannose. On sait
depuis longtemps qu'il peut conférer aux molécules de glycolipides dans les-
quelles il est intégré, certaines propriétés de reconnaissance. Cet ose est
d'autant plus intéressant qu'il est reconnu comme constituant de la copule
glucidique des glycoprotéines. Il est également proposé comme précurseur des
oligosaccharides plus longs. Lors des premiZres phases de la pollinisation

(0 2 8 heures) la forte et rapide incorporation du glucose s'effectue au
détriment du mannose. Il serait trds séduisant de supposer que, par son &vo-

lution dans le processus de pollinisation réduit & 3 stades (reconnaissance
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du génotype pollinique, transfert de cette information et réponse), le man-
nose représente une des molécules responsables sur le site de reconnaissance,
de 1'identification ou du moins est la premiére molécule touchée par le si-

gnal de reconnaissance de ce génotype ou de la présence pollinique.
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DISCUSSION ET CONCLUSION

Nos essais d'isolement, de fractionnement et de caractérisation
des glycosphingolipides neutres des extraits de pollens et de styles chez
Petunia hybrida nous conduisent & des résultats positifs sur le plan analyti-
que. Sur le plan physiologique, bien que la plus grande prudence s'impose quant
d& 1'interprétation de ces résultats en fonction de 1'incompatibilité gaméto-
phytique de fécondetion, il est cependant évident que les variations quanti-
tatives et qualitatives relevées dans les structures de ces lipides semblent
constituer vraisemblablement une premifre approche du processus de reconnais-
sance du géne S d'incompatibilité, par la production d'un signal, et de la
transmission du signal (ou de son information) dans les styles. Il e;t tout
aussi vraisemblable que ces variations correspondent i une expression molécu-
laire des structures membranaires dont les propriétés physicochimiques et

électrophysiologiques varient en fonction de la pollinisation.

ASPECTS ANALYTIQUES

Nous avons abordé successivement dans ce travail, l'analyse des
glycosphingolipides totaux, neutres totaux et celles de leurs différentes
classes (Cer, MGCer, DGCer, TGCer et TrGCer) ; par la suite, 1'étude des aci-

des gras en fonction de ls longueur de leur chalne, de leur degré de saturation,
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des bases & longue chalne et celle des copules osidiques a €té envisagée afin
de mieux comprendre leur &ventuelle participation & la structure et & 1l'activi-

té membranaire au cours de la pollinisation compatible et incompatible.

I - BIOCHIMIE DES POLLENS ET DES STYLES

Cette étude s'est révélée intéressante par plusieurs aspects.
Tout d'abord, elle nous a permis de contribuer i l'enrichissement de nos con-—
naissances sur la biochimie des pollens en fonction de leurs génotypes res-—
pectifs. D'une maniére générale, les pollens s'individualisent nettement des
styles par leurs acides gras & chaine longue C20 : 1, C22 : 0, C23 : 1 (Cer), .
C20 : 0, C22 : 0, C2L4 : 0 (TrGCer) ou courte des MGCer, DGCer et TGCer (C12 : 0)

et par la nature des bases i longue chaine.

L'analyse montre donc que les glycosphingolipides des pollens et
des styles différent nettement par leur composition en acides gras et en bases
d longue chaine et (bien qu'incompldte) dans la fraction osidique (tableau

récapitulatif n° L3).

Cette &tude s'est révélée intéressante également par la définition
des principaux groupes de glycosphingolipides extraits non seulement des pol-

lens mais aussi des styles vierges, autopollinisés et xénopollinisés.

IT - BIOCHIMIE DE LA POLLINISATION

les variations quantitatives et qualitatives observBes -sont en
relation avec la pollinisation qui montre dans un premier temps (0-8 heures)
une croissance des tubes polliniques, quel que soit le type de réponse, puis
(8-2k4 heures) une divergence nette entre la réponse compatible et incompati-

ble.

I1 semble qu'un ensemble de faits soit nettement en corrélationli:
avec la croissance des tubes polliniques en fonction d'une information recue . *
par les styles. Le sens des variations observées est schémetisé dans le ta-

bleau uh.



TABLEAU 4k
VARIATIONS QUANTITATIVES DES GLYCOSPHINGOLIPIDES

awtopollinisation| xénopollinisation comparaison

+/x
0h &h 24h | 0Oh &h 24h | &h 24h
GSL totaux \ / \ / = =
GSL acides totaux \ \ \ / = =
GSL neutres \ / / \ e o
C i —
er \ \ \ \ = =
MCCer ~\ / \\ / . —
DGCer / \ / \ —_— —
TGCer / \ / \ - —_
TrGCer / \ / //’ == =
TABLEAU 45
ETUDE COMPARATIVE ENTRE AUTO ET XENOPOLLINISATION
WrééK Ted Caractenes de
"""""""""""""""""""""""""""""""" E’auiopqﬁﬂiniéa—
§ h 24 h 24 b el
P 8h catabolisme
GSL totaux + < X |+ < X + < X 2hh catabolisme
! . . 8h
GSL acldes + > X + < X + X 24h catabolisme
~ 8h catabolisme
SL 7 tres \
N neutre 4 < X |+ < X + < X 2hh catabolisme
5 -
Cer + < X + > X _1_ >/ X gihcatabollsme
i 8h catabolisme
MGCe .
mer . \<\, X |+ < X =t < X 24h catabolisme
- ' O0h catabolisme
Hotex o+ < X |+ < X + > X 2Lh catabolisme
; . 8h
TGCer 4= 2' X |-+ < X 4= < X 25¢h catabolisme
T Ve 7 8h
TriCer FSX[H>X] + > x|o
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Généralement, auto et xénopollinisation présentent de grandes
analogies dans les premidres heures de la pollinisation (O—é heures), elles
ne différent que par leurs teneurs en glycosphingolipides acides et en TrGCer
apres 24 heures. Dans le tableau 45, nous avons voulu illustrer schfmatique-
ment les aspects quantitatifs de la pollinisation. Autc et x&nopollinisation
différent 1l'une de l'autre, essentiellement par l'amplitude des variations ‘
de nature métabolique. Logiquement, ces différences relévent d'interrelations
métaboliques. Par exemple, il est possible que la synthése des di, tri et
tétraglycosylcéramides s'effectue a partir des céramides et des monoglycosyl-
céramides ; cependant, il s'est avéré trés difficile de définir une orienta-

tion générale.

I1 est tentant de rappfocher cette répartition des glycosphingoli-
pides apré€s pollinisation compatible et incompatible de celle des glycolipides
(au sens large du terme) et des glycoprotéines des cellules norﬁales ou non
en croissance. VICKER et CRITCHLEY (1977) ont montré que la croigsance tissu-
laire était accompagnée d'une diminution des teneurs en glycolipides et d'un
raccourcissement de leurs chalnes polysaccharidiques. Paralldlement 2 ces faits,
les teneurs en glycoprotéines allaient croissantes ainsi que la longueur

de leurs chalnes osidigues.

Ainsi, les cellules en croissance sont caractérisées par la dimi-
nution de leurs teneurs en glycosphingolipides dans un premier temps et par
celle de la longueur de leur chaine polysaccharidique. Les styles autopollini-
sés sont plus pauvres en Cer et MGCer et plus riches en TGCer et TrGCer que
les styles xfnopollinisé€s. Leur état de croissance étant inférieur & ceux des
styles xénopollinisés, ceci soﬁligne 1'influence des facteurs de croissance
favorisant nettement la xfnopollinisation (en autopollinisation, la croissance

des tubes incompatible est faible mais non nulle).

L'opposition constatée peut €tre comprise tout d'abord par 1'influ-
ence de différents facteurs telle l'auxine; sur les activités enzymatiques
qui seraient fortement stimulées dans le sens des synthdses pour les di, tri
et tétraglycosylcéramides en incompatibilité. Par contre, 1'évolution des
céramides et monoglycosylcéramides évoque en incompatibilité, 1'influence d'un,

catabolisme actif ou/et 1l'absence d'activation des processus de synthdse. Elle



peut aussi Stre comprise dans une seconde hypothése, par la transcription
d'un signal entralnant le retard ou 1'inhibition de ces mé€mes systémes. L'in-
duction d'un métabolisme de type pollinique aprés xfnopollinisation et dans
les premiers stades de l'autopollinisation, est parfaitement illustrée par
les résultats de l'analyse des bases & longue chalne ol ce métabolisme de

type pollinique est plus net,que par les résultats de 1'étude des acides gras.

Ies vitesses d'induction de ce métabolisme différent en fonction
du type de pollinisation considéré. Le maintien de ce métabolisme, ou son re-
tour vers un métabolisme de type stylaire, est également fonction du type de
pollinisation. Tout concourt & démontrer que l'autcpollinisation, incompatible
avec la croissance du tube pollinique dans les tissus stylaires, est adaptée
dans ses structures membranaires 3 ne pas maintenir 3 longue échéance in mé-—

tabolisme qui normalement assurerait la croissance du tube pollinique.

On sait que chez Petunia hybrida, la réaction d'incompatibilité
se situe & mi-chemin entre le stigmate et l'ovaire. Ce qui implique que le
tube pollinique incompatible possé€de un potentiel, faible mais réel, de crois-

sance et de synthése.

L'induction, quelle que soit la pollinisation, d'un métabolisme
de type pollinique qui ne s'oriente que tardivement vers un métabolisme a
caractére stylaire ne peut se comprendre qu'en envisageant la réception puis
la transcription d'un signal de reconnaissance qui serait "lent" et induirait
peu & peu en incompatibilité, des perturbations dans le "complexe métabolique"
régi par 1'auxine stylaire. Ce complexe est également en relation avec les
systémes membranaires du style autopollinisé. Il est évident que ces structu-
res membranaires participent par 1'évolution de leurs structures aux nouvelles
orientations des activités enzymatiques régies per 1l'auxine et & la lenteur de

la transmission du signal gqu'elles ont regues.

Nous abordons ainsi un ensemble de faits quli sont au centre de la
physiologie de 1l'incompatibilité et de celle des membranes que nous allons
essayer d'exposer succintement, afin de mieux comprendre la répercussion des
résultats de l'analyse des glycosphingolipides neutres qui appartiennent aux

structures membranaires.
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PHYSIOLOGIE DE L'INCOMPATIBILITE ET ACTIVITES
MEMBRANATRES

I1 est certain que la plus grande prudence s'impose dans 1'inter-
prétation des résultats de 1l'analyse de ces constituants membranaires dans les.
relations avec la physiologie présentée par l'autopollinisation, puisqu'ils

ne constituent qu'une spproche préliminaire.

Nous savons (LINSKENS, 1967 ; ROGGEN, 1967) que la physiologie
de 1l'incompatibilité est marquée par l'exaltation des besoins énergétiques, par
des modifications de la permésbilité membranaire 3 l'eau, aux icns, aux subs—
trats, par des perturbations du métabolisme protéique, glucidique et lipidigque
qui conduisent les tissus stylaires 8 un état de différenciation trds diffé-

rent de celui des styles x€nopollinisés.

En xé€nopollinisation, la biosynthése et la croissance de la paroi
du tube pollinique sont caractérisées par la dominance des dépdts de micro-
fibrilles de cellulose (c'est-d-dire d'enchalnement d'unités glucose par
des liaisons glycosidiques B 1,4) par rapport aux autres constituants, dont la
callose (formée d'enchainement d'unités glucose par des liaisons glycosidiques
B 1,3).

En autopollinisation, par contre, i1l est trés anciennement établi
qu'elle est caractérisée par 1l'inhibition de la croissance du tube pollinique
et par un dépot de callose strictement localisé dans sa partie apicale. Cepen-
dant, un abondant dépdt de glucose et de callose est observé et contribue &

épaissir les parois du tube inhibé& dans son élongation.

La formation de ce dépdt de callose est donc remarquable sur le
plan biologique (terme final de la réaction); elle l'est également sur le plan
biochimique (terme final de la déviation du métabolisme glucidique et de 1'o-

rientation de la biosynthése de la paroi du tube).

Ce dernier aspect est intéressant car oa sait que la synthése de

la cellulose et celle de la callose résultent de l'activité des synthétases.
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Dans le cas de la callose, sa biosynthése est due & une B 1,3 glucane synthé-
tase qui peut fonctionner comme glucose B 1,3 glucane transférase i partir
d'un nucléotide, 1'UDP-glucose. Quant 3 1z cellulose, sa biosynthése résulte
de 1'activité d'une B 1,4 glucane synthdtase possédant également une activité
de glucosyl transférase. Ces deux enzymes sont donc compftitives pour le méme
substrat et diversement activées par les ions tel leMg2+ par exemple qui, &
des concentrations faibles stimulent la B 1,4 synthétase et i cette méme con-
centration réduit de moitié 1l'activité de la B 1,3 synthétase. Leurs activités
sont d'autre part stimulées par le glycérol, cependant que le glucose, le
cellobiose et 1'€lévation du pH (7,2 - 8,5) augmentent la formation de B 1,4
glucanes (TSAI et HASSID, 1971). |

I - VARIATION DE LA COMPOSITION EN OSES ET RELATIONS AVEC LYINDUCTION DE LA
SYNTHESE DES BOUCHCNS DE CALLOSE

Sans parler des réactions de reconnaissance ol les chaines poly-
saccharidiques jouent un rdle prépondérant, il semble, bien que nos résultats
soient fragmentaires, que la structure des chaines osidiques des glycosphin-

golipides est influencée par la pollinisation.

Au niveau des glycosphingolipides neutres, il semble que 1l'con
assiste de 0 & 8 heures de croisement 3 1'activation des glycosyltransférases
conduisant & une augmentation de l'incorporation du glucose dans ces lipides.
Cette observation pourrait &€tre rattachée & un processus de régulation des
structures et des activités membranaires par les hormones du style~gt notam-—
ment 1'acide B indolyl acétique (AIA)-qui contrdlent les activités enzymati-
ques et en particulier celles qui oeuvrent & l'élaboration des constituants

de la matrice des parois et notamment du tube pollinique.

Un raisonnement analogue pourralt €tre avancé pour expliquer les
faits observés au cours du second stade de la pollinisation. On assiste, sem-
ble-t-il, de 8 & 2k heures, 3 la dégradation de ces mémes molécules, proces-
sus qui entrainerait la libération d'unités glucosidiques. Dans cette hypo-
thése, la rupture des liaisons B 1,4 dans le cas du glucose, résulte de 1'ac-—
tivité de B 1,b4 glucenase (la dégradation de la callose des parois est dlie &

l'activité de B1,3 glucanases). Ces enzymes sont exogénes aux membranes et
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la plupart des auteurs s'accordent pour les localiser dans les parois ol
leurs activités sont responsables de la réduction du taux en glucanes. Les
B1,3 glucanases agissent essentiellement sur les glucanes neutres et les glu-
curono-arabino-xylanes. Elles sont activées par les hormones du style et no-
tamment par 1'AIA et vont ainsi modifier la matrice en libérant les consti-

tuants de la paroi et favoriser l'extensibilité.

P

L'autopollinisation est caractérisée histologiquement par un im-—
portant dépot de callose, dont la biosynthése reposé sur 1'activité des glu-
canes-hydrclases préparant les matériaux, mais aussi de celle des glucannes
synthétases-transférases qui assurent 1'incorporation dans une nouvelle matrice
par enchalnement B1,3 caractéristique de ce polyoside. C'est donc par l'schi-
vation des B1,3 glucanne-transférases que le métabolisme glucidiqué écquiert
son caractére particulier en autopollinisation. Par contre, en xénopollinisa-
tion, le métabolisme glucidique conduisant & une croissance du tube pollinigue
reposera sur l'activation des B1,4 glycosyl-transférases. Ces deux enzymes
coexistent dans la membrane et leurs activités sont nettement stimulées par

1YATA.

Grice aux grands progrés techniques, tels la préparsation des mem-—
branes, l'utilisation du marquage isotopique, le contrdle de la pureté des
membranes et de la localisation des constituants membranaires, il a 48 possi-
ble de définir la participation de deux systémes : 1'un vivant et actif, 1l'en-
semble des membranes cellulaires ; l'autre bien moins inerte et passif que ne

le laisserait supposer la rigidité de sa structure, la paroi.

Ainsi, BRETT et NORTHCOTE (1975) ont montré que les oligosaccha-
rides 1iés aux protéines ou aux lipides, peuvent &+re considérés comme des in-
termédiaires de la biosynthése des B-glucanes. Les fractions menbranaires des
Pois riches en dictyosomes, préparées sans fixateur chimique sont, aprés incu-
bation avec des cellulases, homogénéisstion et fractionnement en gradient de
densité, contrdlées en microscopie électronique. Ces fractions membranaires
incorporent activement 1'UDP-glucose dans des glycolipides insolubles dans
l'eau ; des oligosaccharides 1iés & une protéine sont également synthdtisés.

BRETT et NORTHCCTE ont constaté que la synthése des B-glucannes

est catalyse par des enzymes liées aux membranes qui utilisent 1'UDP-glucose
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et le GDP-glucese comme substrats. Le premier nucléotide est incorporé dans
les B1,3 glucannes et les 81,4 glucannes ; le second, uniguement dans les
B1,4 glucannes. Le controle de la distribution de la radioactivité montre que
10 % de cette radicactivité se retrouvent dans les membranes, un seul ose

est radioactif : le glucose.

Dans les fractions lipidiques, la radiocactivité observée dans les
glycclipides sppartient essentiellement aux stéroyl—glycosides et aux poly-—
isoprenoide-phosphate-glycosides. Les oses seraient 1iés aux lipides par
des liaisons phosphates. Dans les fractions oligosaccharidiques, la radioacti-
vité relevée dans des polyglucannes (enchainementsf1,3 et B1,4) ne doanent

aprés hydrolyse que du laminaribiose (B1,3).

L'activité glucosyl-synthétase n'est pas associée 3 une seule
fraction membranaire mais aux dictyosomes, mitochondries, et au réticulum
endoplasmigque (vésicules lisses), ce qui laisse penser que les activités
identifiées strictement dans les vésicules golgiennes correspondent 2 une au-—
tre enzyme. Dans le cas de la callose, sa synthése semble localisée d la sur-

face cellulaire.

De plus, le modéle proposé par BANDURSKI et PISKORNIK permet de
localiser en deux sites, 1l'un pariétal, l'autre membranaire, la synthése des
constituants de la paroi. Cette synthése est contrdlée par 1'ATA (figure 32
Dans le site pariétal, les facteurs endogénes de croissance (UDP-glucose et
acide ascorbique-oxydase) sont localisés sur les parois. Pour le site mem-—
branaire, les facteurs endogénes sont situés dans le plasmalemme et dans les
organelles qui lui sont associées (plasmalemmosomes, corps multivésiculaires
et vésicules golgiennes). Il est généralement admis que le plasmalemme serait
directement responsable de la synthése des microfibrilles de cellulose. Les
plasmalemmoscmes sont h&térogénes et souvent accompagnées d'invaginations non
structurées (fossettes) & rdle séerétewr (PILET, 1971). Les plasmalemmosomes
formfes & partir soit du réticulum endoplasmique 4 un seul feuillet, soit du
feuillet externe de la membrane nucléaire, soit des deux feuillets nuclZaires,
peuvent €tre considérées comme des organelles directement engagfes dans %fé:g
laboration des parois squelettiques. Leurs enzymes assureralent la polyméﬁi@é}
tion des constituants de la future paroi et peut Stre méme la sécrétion de

ses précurseurs.
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Cet exposé peut paraitre assez long, mais il nous a paru important
de rappeler ces multiples acquisitions car leur intérét r&side finalement
dans les relations ATA - membranes vivantes, et dans le circuit de régulation

qui apparalt dans ces structures. Nous ne pouvons que les résumer ici.

L'ATA modifie la pression osmotique et augmente les entrées en eau
et par 1a la turgescence cellulaire. Elle va donc contrdler et régler 1'état
de perméabilité de la membrane ainsi que les activités enzymatiques qui parti-
cipent 4 la biosynthése, au transport, & la polymérisation et & 1'incorporation
des constituants de la paroi. Son action sera directe sur la structure et
l'activité membranaire par le contrdle qu'elle exerce sur les activités des
enzyﬁes endogeénes ; le contrdle sera indirect par le biais des enzynes exoge-
nes’éu'elle contrdle. L'ATA est 3 son tour soumise & régulaticn suivant le
taux de protons 1libérés dans le milieu. L'origine des protons peut &tre re-—
cherchée dans l'activité accrue de 1'acide ascorbigue —oxydase qui agit sur
la forme enediol de 1'acide ascorbique la transformant en acide déhydroascor-
bique avec libération d'hydrogéne, ce qui a pour effet & partir des liaisons
disulfures d'une glycoprotéine localisée dans la paroi, d'augmenter la for-

mation de groupements-SH.

D'autre part, LAMPORT (1565) a proposé un schéma tenant compte de
l'action de 1l'auxine sur la respiration ce qui entraine une modification du
teux de ces mémes groupements-SH. En effet, la consommation accrue d'oxygéne
entraine la transformation de 1'ATP en ADP et la libération d'une liaison
phosphate énergétique. La fixation de cette liaison sur du glucose entraine
1'augmentation des concentrations en glucose-6-P, ce qui a pour conséquence
1'induction de la glucose-6-phosphodéshydrogénase. L'action de cette engyme
est couplée & celle du NADPTqui se transforme en NADPH + HY, ce qui entraine
successivement 1'€lévation du taux en protons et la formation de groupenents—-SH

d partir des groupements disulfures de la glycoprotéine.

IT - VARTATION DE LA COMPOSITICN EN OSES LT SURFACES CELLULAIRES

I1 nous paralt intéressant de faire un psralléle entre les parti-

cularités présentées par l'induction d'un métzbolisme 3 caractdre pollinique
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et les incorporations des chaines polyosidiques dans les surfaces cellulaires.
La compatibilité est caractérisée par 1'induction d'un métabolisme & caractére
pollinique : elle correspond d 1l'incorporation de pentoses dans la chalne osi-—

digque des glycosphingolipides.

Certaines enzymes, et en partiéulier celles qui régulent 1'allon-
gement séquentiel des oses & l'extrémité réductrice des chaines polysacchari~
diques, sont des composants des surfaces cellulaires (FRIEDMAN, 1977). Selcn
les travaux de SLOMIANY et coll. (1977), les complexes enzymatiques contro-—
lant 1l'arrangement des unités osidiques dans les glycolipides et glycoprotéines,
seraient identiques. Il est tentant de penser gu'entre deux types de structures
cellulaires, et en particulier entre les deux structures de typespollinigue
et stylaire, des modifications mutuelles apparaissent var transglycdsylationw
Cecl serait intéressant & &tudier alnsi que la structure des glycosphingoli-
pides & longue chalne polysaccharidique qui, solubles dans le phase acgueuse,

r.'ont pas &té analysés.

IIT - VARIATION DE LA REPARTITION DES ACIDES GRAS ET PROPRIETES MEMBRANAIRES

Ies céramides, points de départ ou d'aboutissement des chalunes
métaboliques, représentent environ 1/3 des glycosphingolipides totaux. Toutes
les variations enregistrées & leur niveau auront plus tardivement, des réper-

cussions sur la structure des autres glycosphingolipides.

L'étude de la composition en acides gras des céramides aprés auto
et xfnopollinisation, permet de mettre en évidence la mobilisation de certains

types d'acides gras (tableau L46).

TabLeau 46.
+ X
acides ghas acldes gras acldes grhas acldes ghras
courts Longs cowrts Longs

8 heures \\\\ ///1 \\\g ’,/”’
2L heures \\% ’,/' A \\\»
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Il est difficle avec les él€ments dont nous disposons, de mieux
définir le rdle des acides gras dans la physiologie des cellules végétales.
Cependant, des travaux récents ont conduit & proposer et d démontrer 1'hypo-
thése du r8le dé€terminant de la composition en acides gras dans le contrdle
de la physiologie membranaire (FRIEDMAN, 1977). En particulier, une relation
existe entre 1'altération de la composition en acides gras et le changement
de la perméabilité aux ions et des activités enzymatiques des membranes

(HASIAM et coll., 1973 ; DAVIS et coll., 197k ; WOJTCZAK, 197h).

Les mécanismes de transport passif ou actif 1iés & la présence
d'enzymes sont influencés par le contenu en zcides gras des membranes. Far
exemple, la perm&abilité des ions petassium dans les liposomes augmente paral-
18lement & 1'accroissement de degré de désaturation des acides gras (VAN
DEENEN, 1972 ; DAVIS et SILBERT, 1974). ILe transport actif des ions au niveau
des mitochondries et du réticulum sarcoplasmique est également en relation

avec la présence d'acides gras désaturés (HASLAM, 1973).

Ces altérations des phénoménes membransires induites puar les va-—
riations de la composition en acides gras, sont attribuées a diverses altéra-
tions : de l'architecture membranaire résultant des perturbations des relations
entre composés protéiques et lipidiques de la membrane ou de 1'état physique
de la membrane cellulaire (fluidité des lipides). Or, si les perturbations de
la compositions en acides gras altérent les propriétés de permfabilité sux
ions, ou l'activité d'enzymes responsables du maintien des gradients ioniques
& travers la membrane, il en résulte des différences de propriétés électriques
de ces membranes ainsi modifiées. Cela se traduit en particulier par des
modifications de la résistance ou du potentiel d'action membranaire. Ces éhan—
gements sont observés gquand on augmente le pourcentage d'acides gras saturés
dans wne membrane, car on accélére également la transition de phase du cristal

"solide-liquicde".

P

Ces changements des propriétés physiques des membranes cellulaires,
sont détectables in vivo par des techniques Zlectrophysiologiques (FRIEDMAN,
1977). LINSKENS et coll. (1973) ont également appliqué ces mémes technigues
chez Petunia hybride. Des variations d'amplitude du potentiel d'action sont
décelées entre le stigmate et la base de 1l'ovaire, en relation avec la polli-

nisetion compatible et incompatible.



Les acides gras des glycosphingolipides neutres analysés (et la
nature plus ou moins saturée des bases a longue chaine) déterminent une
structure physique de la membrane. Les variations de leur composition telles
gue nous les avons observées doivent se répercuter sur cette structure mem-
branaire et par 13, sur certaines de leurs propriétés physiologiques telle
que la perméabilité. Il semble €galement possible de relier ces changements
avec l'hypothése de la production d'un signal issu de la reconnaissance et

transmettant l'information.

IV - HYPOTHESE DU SIGHAL:
Son existence a &té postulée sur la base des altérations protéi-
ques aprés pollinisation (LINSKENS, 1973 ; DEURENBERG, 1976a, 1976b, 1977a).

Son émission s'effectue 2 partir du stigmate vers le style et 1l'ovaire ce gui
explique que les différents processus métaboliques aboutissent a une diffé-

rencistion protéique trés diversifiée.

Deux mfcanismes sont actuellement proposés qui repcsent sur la
participation de substances de diffusion et/ou sur celle d'un signal &lectri-

que.

Des substances de diffusion sont connues dans le régne végétal,
en relation avec les mouvements rhéomonastiques et les réactions phototro-
phiques. Dans l'hypothése de substances de diffusion, on connait 1'existence
dans le style de Petunia hybrida de deux petits faisceaux vascularisés et
différenciés dans le xyléme et le phloéme qui pourralent, comme le tissu con-
ducteur, assurer la conduction de ces substances. Le marquage par la leucine
tritiée du pollen conduit & des résultats qui vont, sinon & l'encontre de
ces substances de diffusion, du moins & la reconnaissance de signaux &lec—

triques "lents" (DEURENZERG, 1977).

Ainsi, i1l semble bien que la premieére manifestation que 1l'on
pulsce identifier dans la chalne des réactions de reconnaissance soit une ma-

nifestation €lectrophysiologigue. Il est nécessaire d ce stade d'envisager
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quel est le role des membranes dans la réception et la transmission du signal
¢

électrique ; quelle est également 1l'influence de la perméabilité et de ses

modifications en relation avec les variations de la structure lipidique de

la memprane en fonciion de 1'incompatibilité.
D

Depuis 1'époque ol DUBOIS-RAYMOND (1849) avait montré que la cepa—
cité d'excitabilité et surtout de propagation de 1'influx nerveux s'accompagne
d'un signal électrique, les propriétés des menmbranes (irritabilité et conduc-

tion) sont exclusivement envisagfes en termes électriques.

Ies premiers travaux sont basés sur 1'étude de la conduction par
la membrane cytoplasmique de 1'axone géant du Calmar, d'un signal d'excitabi-
1ité. Le milieu habituel dans lequel baigne 1l'axone est le sang du Ceimar dont .
la composition ionique est trés proche de celle de l'eau de mer. La composition
ionique du compartiment interne de 1'axoplasme s'en &loigne considérablement
par sa forte concentration en ions kY, anions orgeniques et POi_ et par sa

. . . . . + 2+
trds faible concentration en ions Na¥ et en ions divalents Ca®’ et Mg~ .

-~

Ceci conduit & admettre que la surface de la membrane de la fibre
nerveuse serait dissymétrique puisque constituée de deux couches trés diffé-
rentes par leurs propriétés &lectrigues :

-~ l'une correspondrsit & la couche externe dont les nombreux sites anionigues
1iés aux macromolécules de la membrane seraient saturés par des ions bivalents ;

- 1'autre couche, interne, & sites anionigues serailent saturés par des ions
positifs.

W

Une telle conception de la membrane implique que le nombre de
charges positives (et par consfquent le nombre de site anioniques) de la sur-
face externe soit plus grand gue le nombre de sites anioniques de 1a couche
interne, d'ol 1l'assynmitrie de la surface. Cette "dissymétrie" dans la réparti-
tion des ions est life au transport actif des ions monovalents et & la grande
résistance &lectrique de la membrane. Elle va se traduire par un potentiel
interne négatif par rapport au milieu extérieur. La différence de potentiel de
la membrane au repos est d'environ -L40 & -60 mV. Au cours de 1l'excitation catno-
digque, le passage de 1l'influx nerveux se tradult par une varilaticn du potentiel

1"

interne dit "potentiel d'action™, qui s'inverse en quelques milliisecondes,

devient positif puis redescend lentement au potentiel initial. Cette variation
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du potentiel d'action qui passe de =50 mV & + 100 mV correspond 4 la d2pola-

1taxoplasue.

o

risation de la face supérieure gqui devient négative par rapport

1 - Réponses électrophysiologiques d la pollinisation :

LINSKENS et SPANGERS (1973) chez Petunia hybrida enregistrent aprds pollinisa-
tion une feible augmentation des potentiels d'actions gui se deviennent néga-

™t

tifs ultérieurement. D'origine icnogénique, le signal varie également avec
1'age; 4 la maturité les styles donnent des réponses plus nettes que les Jeunes
styles. De plus, l'intensité et la vitesse de positivation différent selon
qu'il s'agit d'auto ou de xfnopollinisation. Le maximum de positivation (50-

80 mV) est plus élevé et plus tardif (30 & 80 mn) en xénopollinisation ; la

négativation (-20,-30 nV) est atteinte aprds 3 heures.

La positivation est moins &levée (15-25 mV), pius rapide (7 % 25 mn) eprds
autopollinisation, les valeurs négatives du potentiel d'action scnt atteintes
en 2 heures plus rapidement et de facon plus intense (-60 mV) qu'en xénopol-—

linisation.

Ces différents travaux sont d'autant plus intéressant 3 considérer gu'ils
soulignent 1'identité de comportement &lectrophysiologique dans des membranes
excitées et chez les styles de Petunia hybrida sprds pollinisation ; les va—

leurs négatives au départ, s'inversenti, deviennent positives puis régressent.

& - Interprétations :

Jusqu'a ces derniéres années, une explication 4 ces changements transitoires
g &té recherchée dans la conformation des protéines membranaires sous 1'in-—
fluence du déplacement® des lons divalents attirés par le courant &lecctrique
d'excitation. Leur dépert libére un certaln nombre de sites anioniqgues qui vont
trés rapidement &tre saturés par des ions monovalents, d'ol le changement de
conformation de la membrane. Ceci entralne ia formation d'un passage favori-
sant la diffusion des ions. La perméabilité serait donc transitoirement accrue,
entrzinznt un flux local dans cette zone. Le changement de perméabilité aux
ions doit surtout €tre recherché dans la production d'un circuit &lectrigue

. . . . s e
local. Ceci a &té observé par exemple avec les ions K et Na .
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CHANGEUX et ses collaborateurs (1968) ont proposé une théorie de 1‘'excitabi-
1ité des menbranes plasmiques applicable aux cellules nerveuses en particulier.
La membrane est composée de sous-unités lipoprotéique (protoméres) associées
en réseau-plan ; les changements ccnformationnels induits par excitabilité, mo-
difient la coopérativité initiale de. ces sous—unités structurales. I1 suffit
d'ailleurs, dans ce systéme, du changement conformationnel d'une seule molé-
cule (sous 1'influence d'un ligand) pour provoquer, par la contrainte qu'il
exerce sur les autres molécules, des changements de conformation qui gagnent
ainsi de proche en proche 1l'ensemble des protoméres. Une telle membrane est
comparable § un amplificateur biologique grice & cetlte coopérativité issue de

la contrainte moléculaire dans 1'architecture membranaire.

I1 est également tentant d'invogquer une varistion du potentiel d'action sous
1'influence de cheangements conformationnels en relation svec des perturtations
de la perméabilité sous 1l'influence de l'auxine et liées aux mouvements ioni-
ques. Dans cette hypothése, l'intervention des glycosphingolipides dans les
propriétés physiologiques des membranes devient beaucoup plus fascinante
quand on examine deux de leurs propriétés, telles que leur faible perméabilité

aux ions et leur capacité d'excitabilité et de conduction.

CONCLUSTON GENERALE

Hétérogenes dans leur structure, les glycosphingolipides neutres
doivent 1'€tre dans leurs activités. C'est cette hypothdse que ce travail a
essayé d'étayer dans le cadre d'un processus physiologique actif : 1'incompa-—

tibilité de fécondation.

Cette démarche a été limitée dans un premier temps & 1'étude des
glycosphingolipides neutres. La comparaison des résultats de l'analyse des
acides gras, des bzses 8 longue chaine dang les céramides, mono, di, tri et
tétraglycosylcéramides ainsi que celle de la copule osidique des mono et di-~
glycozylcéramides s'est révélée intéressante par leur distribution dans les
pollens et les styles, par les veriations quantitstives et qualitatives de leur

composition en relshion avec la pollinisation.
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Iles glycosphingolipides sont essentiellement connus comme consti-
tuants de la membrane ; nos résultats_montrent que ce sont également des té-
moins du métabolisme stylaire qui manifeste des aspects différents, selon gue
1'on étudie des styles xfnopollinisés ou autopollinisés. Mais 1'importance
de ces résultats réside notamment dans le Tait qu'ils permettent de démontrer
une participation directe aux activit€s physiolcgigues de la membrane au cours
de la pollinisation ; participatiorn qui peut &tre étendue parce qu'elle est un

trait général.

Les résultats obtenus concernent en effet leur participation au
métabolisme stylaire. Elle est particuliérement évidente dans 1'analyse du
métabolisme gui découle de la pollinisation. En effet, les variations de leur
composition reflétent le métabolisie perturéé qui caractérise les styles auto~
pollinisés et qui sera déterminant dans 1'inhibition de croissance du tube

pollinique incompatible.

La comparaison des effets de la pollinisation sur la composition
des constituants des glycosphingolipides, montre qu'acides gras et bases &
longue chaline sont les témoins de l'exaltation du catabolisme respiratoire gé-

4 -+ 14 S 3 o 3 > 3 A <4 -
nérateur d'énergie. Mais ces comparaisons nous conduisent & sccorder tout par-
ticulidrement aux bases 4 longue chaine, une influence certaine dans 1'instal-
lation d'un métabolisme trés localisé et nouveau qui va sboutir dans les tissus
stylaires au développement d'une nouvelle orientation des corrélations entre
activités auxinigues et activités enzymatiques (synthétases et transgiyccsy-
lases). Ceci expliquerait les caractéres particuliers des parois des tubes pol-
linigues épaisses et & fort dépot callosique, coincidant avec 1'inhibiticn

de leur croissance.

Les changements de 1l'activité enzymatique reldvent souvent des
variations de 1l'environnement ilonique or, ces altérations du schéma de la bio-
synthése des parois suggsrent gue ces processus doivent étre 1liés a des modi-

fications de la perméabilité des membranes.

I1 semble possible de faire intervenir des interrelations complexes

P
ot o

ntre structure moléculaire et propriétés des glycosphingolipides membranaires

]

uxz ions et les corrélations connues entre suxines, perméabilités, enzymes et

o
w
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croissance de la paroi. Membranes et auxines se reguleralent réciproguement,
1'altération de la perméabilité membranaire reldverait du transfert lent d'une

information qui reposerait sur la reconnaissance du génotype poilinique.

De plus, les glycosphingolipides comprennent, dans leur molécule,
une copule osidique. On sait que ces chalnes oligosaccharidiques sont souvent
3 S aees A& N 3 - - ¥ Y + A ;
impliquées dans des réactions de reconnalssance. Il convient de rappeler ici
guelques exemples qui conduisent &4 admettre un certain parallélisme entre
différents systémes biologiques ol notamment la structure des glycosphingoli-

pides est déterminante dans l'accomplissement de la fonction de reproduction.

Ainsi, chez certaines levures ou chez les gemétes de Chlamydomo-—
nas, une complémentarit? est reconnue et nécessaire entre les substances spé-
cifiques du sexe (CRANDALL et coll., 1974 ; WIESE et coll., 1972). Une lisi-
son phages - lipopolysaccharides des Salmonelles s'avére €galement indispensa-
ble lors de la réplication des phages (ROBBINS et coll., 1962). On comnait
l'existence de lectines spécifiques et de récepteurs membranaires localisés
sur les membranes plasmiques de certaines moisissures avant leur agrégation
(REITHERMAN et coll., 1975). Enfin, chez l'homme, la définition et 1'intégri-
t€ d'une structure membrsnaire du spermatozoide sont indispensables au main-

tien de leur capacit? de fertilisation (CLEGG et coll., 197k).

Dans chacun de ces systémes biologiques, la structure membranaire
est déterminante ; une homologie ou une complémentarit? de structure sont
indispensables 4 la reconnaissance, & 1'adhésion et & la coopération métaboli-
gue. Dans ces trois processus, les glycosphingolipides sont impliqués soit

per leur partie hydrophile (osidique) soit par leur partie hydrophobe.

Le signal Zlectrique de reconnaissance suppose 1'existence d'une

molécule réceptrice du signal puis le transfert de ce signal. Il est évident

-

gue l'expression moléculaire de cette réception et de son transfert doit &tre

-

précisée. I1 s'avére tout aussi indispensable de déterminer le rdle exact des
glycosphingolipides dans la réaction de reconnaissance (premier stade de la

fertilisation), et d'approfondir la struciture des glycosphingolipides acides
2 gl B,

et des glycosphingolipides &4 longue chaine polysaccharidique.



Les résultats obtenus sont encoursgeants par les perspectives
gqu'ils ouvrent sur la participation des glycosphingolipides dans le processus
d'incompatibilité. Il est évident que nous devons savoir si les modifications

observées sont la csuse ou l'effet de cette réaction d'autoincompatibilité.

De nombreuses incertitudes subsistent révélées par 1'abondance des
hypothéses avancfes dans la discussion de ces résultats. Une meilleure d8fini-
tion des structures lipidiques membranaires, des relations de la membrane avec
la réception et le transfert d'un signal lent doit &tre abordfe. Ces recherches
constitueront 1'objet de nos prochaines investigations dans ce probléme parti-

culiérement important de la biologie que représente 1'incompatibilité.



126

BB L LS OE R AP THETUE

ADAMS E.P. et GRAY G.M., 1967 - The structure of the oligosaccherides moieties
of pig lung glycolipids. Chem. Phys. Lipids, 1, 368-375.

AHOKAS H., 1976 - Evidence of pollen esterase capable of hydrolyzing sporopol-
lenin. Experientia, 32, 175-178.

 ARASU N.N., 1968 - A gene action model to explain gametophytic self —incompa-
tibility. Genetica, 39, 1-24.

ASCHER P.D., 1966 — A gene action model to explain gametophytic self-incompa-
tibility. Euphytica, 15, 179-183.

ASSMANN G. et STOFFEL W., 1972 - Metsbolism of sphingosine bages. XIX. On the
origine of phytosphingosine in mammglian tissues. Hoppe-Seyler's
2. Physiol. Chem., 353,:1971-979.

BALASUBRAMANIAN A.S. et BACHHAWAT B.K., 1965 - Formation of cerebroside sul-
phate from 3'-phospho~adenosine-5'-phospho-sulphate in sheep
brain. Blochim. Biophys. Acta, 106, 218-220.

BANDURSKI S. et PISKORNIK Z., 1973 - An indole 3 acetic acid ester of a cel-
lulosic glucan. In : "Biogenesis of Plant Cell wall Polysacchari-
des, LOEWUS F., ed., Academic Press New York, London, 297-314.

BARENHOLZ Y. et GATT S., 1968 - Separation of sphingosine, dihydrosphingosine
and phytosphingosine by chromstography on columns of silica gel.
Biochim. Biophys. Acta, 152, 790-793.

BARENHOLZ Y. et GATT S., 1968 - Degradation of sphingosine, dihydrosphingosine
and phytosphingosine in rats. Biochemistry, 7, 2603-2609.

BARTSCH G.G., 1970 - Glycolipid abnormalities in a myoclonic variant of late
infantile ansurotic idiocy. J. Lipid Res., 11, 241-247.



127

BATEMAN A.J., 195Lk - Self-incompatibility systems in angiosperms. II. Thenis
amora. Heredity, 8, 305-332. '

BATEMAN A.J., 1955 - Self-incompatibility systems in angiosperms. III. Cruci-
ferae. Heredity, 9, 53-58.

BRADY R.0., FORMICA J.V. et KOVAL G.J., 1958 - The enzymatic synthesis of
sphingosine. II. Further studies on the mechanism of the reaction.
J. Biol. Chem., 233, 1072-1076. '

BREDEMEIJER G.M.M., 1970 - Glutamate deshydrogenase in pollen and styles of
Petunia hybrida. Acta bot. neerl., 19, 481-487.

BREDEMEIJER G.M.M., 1973 — Peroxidases in un, self and cross pollinated to-
bacco styles. Incompatibility Newsletter, 3, 55-57.

BREDEMEIJER G.M.M., 1975 - The effect of peroxidase on pollen germination
and pollen tube growth in vitro. Incompatibility Newsletter,
-5, 84-39.

BRETT C.T. et NORTHCOTE D.H., 1975 ~ The formation of oligoglucans linked
to lipid during synthesis of B-glucan by characterized membrane
fractions isolated from peas. Biochem. J., 148, 107-117.

BREWBAKER J.L., 1957 - Pollen cytology and incompatibility systems in plants.
J. Hered., 48, 271-277.

BREWBAKER J.L., 1971 -~ Pollen enzymes and isoenzymes. In : "Pollen development
and physiology", J. HESLOP-HARRISON ed., London Butterworths,
186=170.

BROOKS J. et SHAW G., 1971 - Pollen development aird physiology. J. HESLOP-
HARRISON ed., London Butterworths, 99-114.

BURNET F.M., 1971 - "Self-recognition" in colonial marin forms and flowering
plants in relation to the evolution of immmity. Nature, 232,
280-2365, :

CARON B., 1972 - Phospholipides et glycolipides du pollen et du style chewz
Oenotherna missourniensis Sims. espéce auto-incompatible. Thése
d'Etat en Pharmacie, Lille.

CARTER H.E., BETTS B.E. et STROBACH D.R., 196k - Biochemistry of the sphin-
golipids. XVII. The nature of the oligosaccharide component of
phytoglycolipid. Biochemistry, 3, 1103-1107.

CARTER H.E., JOHNSON P. et WEBER E.J., 1965 - Glycolipids. Ann. Rev. Biochenm.,
34, 109-142.

CARTER H.E. et GAVER R.C., 1967 - Improved reagent for trimethylsililation of
sphingolipid base. J. Lip. Res., 8, 391-395.



CARTER H.E., STROBACH D.R. et HAWTHORNE J.N., 1969 - Biochemistry of sphingo-
lipids. XVIII. Complete structure of tetrasaccharide phytoglyco-
lipid. Biochemisiry, 8, 383-388.

CHANGEUX J.P. et THIERY J., 1968 - Regulatory fonctions of biological membrans.
Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 57, 334-341.

CHEN TSAY G. et DAWSON G., 1976 - Oligosaccharide storage in braine from pa-
tients with fucosidosis, GMq gangliosidosis and GMp ganglicsido-
sis (sandhoff's disease). J. of Neurochemistry, 87, 733-741.

CLARKE A.E., HARRISON S. et KNOX R.B., 1978 - Plant cell recognition : glyco-
proteins from pollen wsall sites and stigma surface of Gladiolus.
Communication au 9éme Symposium International de Londres.

CLARKE ez R , STOLZ J.M. et MULCAHEY M.R., 1976 - The neutrol glycosphingo-
lipids of serum lipoproteins 1ﬂ rabry's disease. Biockim. Biophys
Acta, 431, 317-325. 5 i

CLEGG E.D., MCRRE D.J. et LUNSTRA D.D., 1975 - Porcine sperm membran : in vivo
phospholipid changes : isolation and electron microscopy. In <
"Biology of the male gamete', DUCKETYT J.G, et RACEY P.A., ed.
Academic Press London, 321-335.

CLELAND W.W. et KENNEDY E.P., 1960 - The enzymatic synthesis of psychosine.
J. Biol. Chem., 235, 45~51.

COLES L., HAY J.B. et GRAY G.M., 1970 - Factors affecting the glyccsphingolipids
composition of murine tissues. J. Lipid Res., 11, 168-163.

.CONNELL D.W., 1964 - Volatile flavouring constituents of the pineappie.
Australian J. Chem., 17, 130.

CORRENS C., 1913 — Selbsterilitat und Individualstoffe. Biol. Zentralbl.,
33, 389-423.

COUSTAUT D. et LINDER R., 1977 - Fatty acids of pollen and styles in Oencthera
missouiensdis Sims. self-incompatible species. C.K. Acad. Sct.,
Parie (D), 284, 1071-1075.

CRANNDALL M., LAUWRENCE L.M. et SAUNDERS R.M., 1974 - Molecular oomp*ementar¢+v
of veast glycoprotein mating ldctors Proc. Nat. Acad. Sei. USA,
71, 26-29.

CRESTI M. et Van WENT J.L., 1977 — Callose deposition and plug formation in
Petunia pollen tubes in situ. Planta, 133, 35-40.

DARWIN C., 1876 - Effects of cross and self fertilization in the vegetable
kingdom. Ed. 2, New York, APPLETON D., ed.

DAVIES M.D. et DICKINSON D.B., 1972 - Properties of uridine-diphosphoglucose
dehydrogenase from polien of LiL2ium Longlglorum. Arch. Biochem.
Biophys., 158, 53.



129

DAVIS M.T. et SILBERT D.F., 1974 - Changes in cell permeability following 2
marked reduction of saturated fatty acid content of Eschesiichia
coli K12. Biochim. Biophys. Acta, 373, 224-241.

DAWSON R.M.C., 1967 - Analysis of phosphatides and glycolipids by chromato-
graphy of their partial hydrolysis or alcoholysis products.
In : "Lipid chromatographic analysis, MARINETTI G.V., ed.,
M. Dekker inc New York, 1, 163-189.

DAWSON G. et OH J.Y., 1977 -~ Blood glycosylceramide levels in Gaucher's disease
and its distribution amongst lipoprotein fractions. Clin. Chim.
Acta, 75, 149-154.

DEURENBERG J.J.M., 1976a - In vitro protein synthesis from unpollinsted, cross-
and self-pollinated Pefunia ovaries. Planta, 128, 29-33.

DEURENBERG J.J.M., 1976b - Activation of protein synthesis in ovaries from
Petunie hybnida after compatible and incompatible pollination.
deta Bot. Neerl., 25, 221-226.

“

DEURENBERG J.J.M., 1977 - Evidence against the formation of fas®t dirffusi
substances preceding fertilization in Petunia. Acta Bot. Neerl.,
26, 353-355.

DICKINSON H.G. et DAVIES D., 1971 - Metabolism of germinating 1ily pollen
pollen enzymes. In : "Pollen development and physiology" HESLOP-
HARRISON J., ed., London Butterworths, 190-193.

DICKINSON H.G. et LAWSON J., 1375 - Pollen tube growth in the stigma of
Oencthera organensis following compatible and incompatible intra-
specific pollinations. Proc. Roy. Soc. London, 188, 227-345.

DICKINSON H.G. et LEWIS D., 1975 - Interaction between the pollen grain coating
and the stigmatic surface during compatible and incompatible intra-
specific pollinations in Raphanus. In : "The biology of the male
gamete' DUCKETT J.G. et RACEY P.A., ed., Academic Press Londom,
168177

EAST E.M., 1915 - The phenomenon of self sterility. Am. Nat., 49, 76-87,
EAST E.M., 1929 - Self sterility. Bibl. Gemet., 5, 331-370.

EAST E.M. et MANGELSDORF A.J., 1925 - A new interpretation of the hereditary
behaviour of self sterile plants. Proe. WNat. Acad. Sci. Usd, 11
166-171.

FATHTPOUR A., SCHLENDER K.K. et SELL H.M., 1967 - The occurerice of fatty acids
methyl esters in the pollen of Zea mayt. Picchim. Biophys. Acta,

144, 476-480.



130

FILZER P., 1926 - Die selbst sterilitat von Veronica syriaca. Zeit. ind abst.
Vererb., 41, 137.

FOLCH J., LEES M., SLOANE S. et STANLEY G.H., 1957 - A simple method for the
isolation and purification of total lipids from animal tissues.
J. Biol. Chem., 226, 497-509.

FOURNET B., FIAT A.M., MONTREUIL J. et JOLLES P., 1975 — The sugar part of
o-caseins from cow milk and colostrum and its microheterogeneity.
Biochimie, 57, 161-165..

FRIEDMAN K.J., 1977 - Role of lipids in the Newropora chrassa membran. IT. Mem-—
bran potential and resistance studies. The effect of altered fatty
acids composition on the electrical properties of the cell mem-
bran. J. Membrane Biology, 36, 176-190.

GAGNIEU A., 1950 - L'incompatibility chez les plantes supérieures_: Problémes
' de génétique végétale. dnn. Biol., 2B, 3-4. 50

GARDAS A., 1976 - A structural study on a macro-glycolipid containing 22 sugars
isolated from human erythrocytes. Eur. J. Biochem., 88, 177-185.

GATT S. et BARENHOLZ Y., 1968 ~ Degradation of sphingosine bases by cell free
preparation : oa-hydroxy palmitic acid, an intermediate of phyto-—
sphingosine degradation. Biochem. Biophys. Res. Commn., 32,
588-594.

GAVER R.G. et SWEELEY C.C., 1965 - Methods for methanolysis of sphingolipids
and direct determination of long chain bases by gaz Liquid chro-
matography. J. Amer. oil Chem. Soc., 42, 294-298.

GREEN G., 1967 - In : "Les membranes protoplasmiques". Collecticn structures
et fonctions cellulaires, DOIN, ed., 1971.

GUNSTONE F.D., 1975 - Determination of the structure of fatty acids. Procee—
ding of the phytochemical Society : Recent advancee in the chemis-—
try and biochemistry of plant lipids. GALLIARD T. et MERCER E.I.,
ed., Academic Press, 12, 21-42.

HAJRA A.K., BOWEN D.M., KISHIMOTO Y. et RADIN N.3., 1966 - Cerebrosid galac-—
tosidase of brain. J. Lipid Res., 7, 379-386.

HAMARSTROM S., SAMUELSON B. et SAMUELSON K., 1970 - Gaz liquid chromatography-—
mass spectrometry of synthetic ceramides containing 2 hydroxy-
acids. J. Lipid Res., 11, 150-157.

HAMARSTROM S., 1971 - Oa the biosynthesis of cerebrosides containing non hy-
droxy-acids. Biochem. Biophys. Res. Commn., 45, 459-467.

HASLAM J.M., SPITHILL T.M., LINNANE A.N. et CHAPPELL J.B., 1973 - The effects
of altered membrane lipid composition on cation tramsport by
mitochondria of Saccharomyces cereviseae. Biochem. J., 134, 949-957.



131

HAYWARD D.M., DASHEK W.V. et MILLS R.R., 1973 - Lilly pollen peroxidase.
Incompatibility Newsletter, 2, 33-35.

HESLOP-HARRISON J., 1968 - Tapetal origin of pollen coat substances in Litium.
New Phytol., 67, 779-786.

HESLOP-HARRISON J., 1972 - Sporopollenin in the biological context. Im =
"Sporopollenin', BROOKS J. et coll., ed., Academie Press, London
Vew York, 1-30.

HESLOP-HARRTSON J., HESLOP-HARRISON Y., KNOX R.B. et HOWLETT B.J., 1973 - Pol-
len wall proteins '"gameitophytic and sporophytic" fractions in the
pollen walls of the Malvaceae. Ann. Bot., 37, 403-412.

HESLOP-HARRISON J., KNOX R.B., HESLOP-HARRISON Y. et MATTSON O., 1975 - Pollen
wall proteins, emission and role in incompatibility responses
In : "The biology of the male gamete', DUCKETT J.G. et RACEY P.h.,
ed., Academic Press, London, 189-204. v

HESLOP-HARRISON J., HESLOP-HARRTSON Y. et BARBER J., 1975 — The stigma surface
in incompatibility responses. Proc. Roy. Soc. London, 188, 287-239.

HESLOP-HARRISON J., 1975 - Incompatibility and the pollen stigma interaction.
Ann. Rev. Plant Phystol., 26, 403-425.

HIRVISALO E.L. et RENKONEN 0., 1970 - Composition of human serum sphingomye-
lins, J. Lipid Ebs .y 11, 54-59,

HITCHCOCK C., 1975 - Structure and distribution of plant acyl lipids. In
"Proceeding of the phytcchemical society : recent advances in
chemistry and btochemistry of plant lipids, GALLIARD T. et
MERCER E.I., ed., Academic Press, 12, 1-19.

HITCHCOCK €. et NICHOLS B.W., 1975 = Plant acyl lipids. Im lant lipid
biochemistry, HITCHCOCK C. et NICHOLS B.W., ed., 4Padom = Press,
London and New York, 43-58.

HOPPER J.E. et DICKINSON D.B., 1972 - Partial purification and sugar nucleo-
tide inhibition of UDP-glucose-phosphorylase from L{lium Longd-
§Lorum. Arch. Biochem. Biophys., 148, 523-535

HOWLETT B.J., KNOX R.B. et HESLOP-HARRISON J.. 1973 - Pollen wall proteins
Release of the allergen antigen E from intine and exine sites
in pollen grains of Ragweed and Cosmos. J. Cell Sei., 13, 603-619.

HOWLETT B.J., KNOX R.B., PAXTON J.D. et HESLOP-HARRISON J., 1975 - Pollen
wall proteins : physicochemical characterization and role in
self-incompatibility in Cosmos bipinnatus. Proc. Roy. Soc. London,
188, 167-182,

HUGHES M.B. et BABCOCK E.B., 1950 -~ Self-incompatibility in Crepds foetida.
Genetics, 35, 570-588.



KANO I. et YAMAKAWA T., 1974 - The properties of a-galactosidase remaining

KARAN K.

KARI.SSON

KARLSSON

KARLSSON

KARLSSON

KARLSSON

KARLSSON

KARLSSON

KARLSSON

KARLSSON

KATES M.,

KNOX R.B

in kidney and liver of patients with Fabry's disease. Chem. Phys.
Lipids, 13, 283-291.

et IESTER R.L., 1975 - Characterization of inositol containing
phosphosphingolipids from tobacco leaves. Isolation and identifi-
cation of 2 novel major lipids. Piant Physiol., 85, 120-129.

K.A., SAMUELSSON B.E. et STEEN G.0., 1968 - Structure and function
of glycosphingolipids. Difference in glycosphingolipid concentra-
tion, especially concerning sulfatides between some regions
of bovine kidney. Acta Chem. Scand., 28, 8723-2724.

K.A. et MARTENSSON E., 1968 - Studies on sphingosines. XIV : On the
phytosphingosine content of the major human kidney glycolipids.
Brochim. Biophys. Acta, 153, 230-233.

K.A. et STEEN G.0., 1968 - Studies-on sphingosines. XIII : The
existence of phytosphingosine in bovine kidney sphingomyelins.
Biochim. Biophye. Acta, 152, 798-800.

K.A., 1970 - On the chemistry and occurence of sphingolipid long
chaine bases. Chem. Phys. Lipids, 5, 6-43.

K.A., 1971 - Sphingolipid long chain bases. Lipids, 5, 878-891.

K.A., SAMUEISSON B.E. et STEEN G.0., 1972 ~ Identification of a
xylose containing cerebroside in the salt gland of the herring
gull. J. Lipid Res., 13, 169-176.

K.A., SAMUELSSON B.E. et STEEN G.O., 1973 — Separation of monogly-
cosylceramides, and cerebrosides of bovine kidney into subgroups
and characterization by mass spectrometry. Biochim. Biophys. Acta,
306, 817-328.

K.A., SAMUELSSON B.E. et STEEN G.0., 1973 - Sphingolipid composition
of bovine kidney cortex, medulla and papilla. Biochim. Biophys.
Acta, 316, 317-335. :

K.A., SAMUELSSON B.E. et STEEN G.O., 1973 - Detailed structure of
sphingomyelins and cersmides from different regions of bovine
kidney with special reference to long chain base. Bzochim. Biophys.
Acta, 316, 336-362. '

1972 - In techniques in lipidology isolation, analysis and identi-
fication of lipids. WORK T.S. et WORK E., ed., North Holland
american elsevier. :

. et HESLOP-HARRISON J., 1969 - Cytochemical localisation of enzymes

in the wall of the pollen grain. Nature, 223, 92-95.



133

KNOX R.B. et HESLOP-HARRISON J., 1970 - ILocalization of Antigens associated
with the pollen grain wall by immunofluorescence. Nature, 225,
1066-1068.

KNOX R.B. et HESLOP-HARRISON J., 1970 - Pollen wall proteins : localization
and enzymic activity. J. Cell Sez., 6, 1-27.

KNOX R.B., 1971 — Pollen wall proteins : localization and antigenic activity

during development in Gladiofus (Iridaceae). J. Cell Set., 9,
209-237. :

KNOX R.B., WILLING R.R. et ASHFORD A.E., 1972 - Role of pollen wall proteins
as recognition substances in interspecific incompatibility in
poplars. Nature, 237, 381-383.

KNOX R.B., HESLOP-HARRISON J. et HESLOP-HARRISON Y., 1975 - Pcllen wall pro-
teins : localization and characterization of gametcphytic and
sporcphytic fractions. In : "The Biclogy of the male gamete',
DUCKETT J.G. et RACEY P.A., ed., Academic Press, Lowdoen, 177-187.

KONAR R.N et LINSKENS H.F., 1966 ~ Physiology and biochemistry of the stigma-
tic fluid in Petunia hybrida. Planta, 71, 372-387.

KONAR R.N. et STANLEY R.G., 1969 - Wall softening enzymes in the gynoecium
and pollen of Hemerocallis fulva. Planta, 84, 204-310.

KRIVIT W. et HAMMARSTROM S., 1972 - Identification and quantitation of free
ceramides in human platelets. J. Lipid Res., 13, 5256-530.

KROES H.W., 1973 - An enzyme theory of self-incompatibility. Incompatibility
Newsletter, 2, 5-14.

KROH M., 1964 - An electron microscopy study of the behaviour of Cruciferae
pollen after pollination. In : "Pollen physiology and fertiliza-
tion'", LINSKENS H.F., ed., Amsterdam North Holland, 221-224.

KWITEROVICH P.O., SLOAN H.R. et FREDRICKSON D.S., 1970 - Glycolipids and
other lipids constituents of normal human liver. J. Lipid Res.,
11, 322-330.

IABARCA C., KROH M., LOEWUS F., 1970 - The composition of the stigmatic exu-
date from Lilium Longiglorum. Plant Physiol., 46, 150~156.

LAMPORT D.T.A., 1965 - In : "Advances in botanical research", PRESTON R.D.,
ed., Academic Press New York, 2, 152-218.

LESTER R.L., SMITH S.W., WELLS, G.B., REES, D.G. et ANGUS W.W., 19Tk - The
isolation and partial characterization of 2 novel sphingolipids
from Newrodpora crasda (inositol-P)o-ceramide and (Gal)3—Glu“
ceramide. J. Btol. Chem., 249, 3388-3394.



13k

IEWIS D., 1954 - Comparative incompatibility in angiosperms and fungi. Adv.
Genet., 6, 236-285.

LEWIS D., 1960 - Genetic control of the specificity end activity of the S-
antigen in plants. Proc. Roy. Soc. London, 151, 466-477.

LEWIS D., 1965 - A protein dimer hypothesis on incompatibility. Genetiecs to
day, 3, 657-663.

IEWIS D., BURRAGE S. et WALLS D., 1967 - Immunological reactions of single
pollen grains electrophoresis and enzymology of polien protein
exudates. J. exp. Bot., 18, 374-376. '

LINDER R., 1957 - Etude génétique de mécanismes qui limitent la fertilité
dans Oenothera missouriensis et Oenothera fruciicosa. Ann. Biol.,
30, 501-518.

LINDER R., 1967 - Aspects du déterminisme génétique de 1'incompatibilité.
Collogue RCP 1155 C.N.B.8., &8.

LINDER R. et LINSKENS H.F., 1972 - Evolution des acides aminés dems le style
atOenothesra missouriensis vierge, autopollinisé et xénopollinisé.
Theoret. app. Genetics, 42, 126.

LINDER R. et COUSTAUT D., 1966 - Bilan des acides aminés dans le pollen et
le style chez une espéce autoincompatible Oenoihera missowiiensdis.
C.R. Acad. Sci., Paris (D), 263, 1447-1450.

LINSKENS H.F., 1965 - Biochemistry of incompatibility. Genetics to day, 3,
621-636. i

LINSKENS H.F. et KROH M., 1967 - Inkompatibilitit der Phanerogamen. Encycl.
Plant Physiol., 18, 506-530.

LINSKENS H.F., HAVEZ R., LINDER R., SALDEN M., RANDOUX A., LANIEZ D et

COUSTAUT D., 1969 - Etude des glycannes hydrolases au cours de la croissance
du pollen chez Pefunia hybrida auto-incompatible. C.R. Acad. Sct.,
Paris (D), 269, 1855-1857. :

LINSKENS H.F., LINDER R., SALDEN M., HAVEZ R., RANDOUX A., LANIEZ.D. et

COUSTAUT D., 1970 — Etude des glycoprotéines et des glycannes hydrolases au
cours de la pollinisation chez Petunia hybrida auto-incompatible.
Bull. Soc. Pharm. Lille, 1, 1-16.

LINSKENS H.F. et SPANGERS A.W., 1973 - Changes of the electrical potentiel in
the transmitting tissue of Pefunia styles after cross— and self-
pollination. Incompatibility Newsletter, 3, 81-85.

LINSKENS H.F., 1974 - Fertilization in higher plants. North Holland Americon,
Elsevier.



T2

LINSKENS H.F., 1975 - The physiological basis of incompatibility in angiosperms.
In : "The brology of the male gamete", DUCKETT J.G. et RACEY P.A.,
ed., Academic Press, London, 143-152.

LUNDQUIST A., 1955 - Genetics of self-incompatibility in Festfuca pratensis
Huds. Hereditas, 40, 278-294.

LUNDQUIST A., 1962 - The nature of the two loci .incompatibility system in
grasses. I. The hypothesis of a duplicative origin. Hereditas,
48, 153-168.

LUNDQUIST A., 1975 - Complex self-incompatibility systems in angiosperms.
Proc. Roy. Soc. London, 188, 235-247.

MAKINEN Y.L.A. et LEWIS D., 1962 - Immnological analysis of incompatibility
S-proteins and of cross reacting materisl in self-compatible mu-
tant of Oenothera organensis. Genet. Res., 3, 358-363.

MAKINEN Y.L.A. et BREWBAKER J.L., 1967 = Isoenzyme pclymorphism in flowering
plants. I. Diffusion of enzymes out of intact pollen grains.
Prysiol. Plant, 20, 477-482.

MARTENSSON E., 1966 - Sulfatides of human kidney isolation, identification
and fatty acids composition. Biochim. Biophys. Acta, 116, 521-531.

MARTENSSON E., 1969 - Glycosphingolipids of animal tissue. Progr. Chem. Fais
other liptids, 10, 365-407.

MARTIN F.W., 1968 - Some enzymes of the pollen and stigma of the sweet potato.
Phyton, 26, 97-102.

MATTSSON O., KNOX R.B., HESLOP-HARRISON J. et HESLOP-HARRISON Y., 1974 -~ Pro-
tein pellicle of stigmatic papillae as probable recognition site
in incompatibility reaction. Nature, 247, 298-300.

MENDERSHAUSEN P.B. et SWEELEY C.C., 1969 - Chemistry and metabolism of sphin-
golipids. Chemical synthesis of 2-amino-1-hydroxy-octadecan-3-cne
(3-Ketosphinganine). Biochem., 8, 2633.

MORELL P. et BRAUN P., 1972 - Biosynthesis and metabolic degradation of sphin-
golipids not containing sialic acid. J. Lipid. Res., 13, 293-310.

MRAZ W., FISCHER G. et JATZKEWITZ H., 1976 - The activator of cerebroside
sulphatase : lysosomal localization. Hoppe-Seyler's Z. Physiol.
Chem. , 357, 1181-1193.

MRAZ W. et JATZKEWITZ H., 1976 - Cerecbroside sulphatase activity of arylsul-
phatase (acidic forms) from invertebrates in the absence of ac-
tivators. Hoppe-Seyler's 7. Physiol. Chem., 357, 1193-1197.

NAOI M., LEE Y.C. et ROSEMAN S., 1974k - Rapid and sensitive determination of
sphingosine base and sphingolipid with fluorescamine. Anal. Biochem.,
58, 571-577.



136

NETTANCOURT (de) D., 1972 - Self-incompatibility in basic and applied researches
with higher plants. Genetica Agraria, 26, 163-216.

OKADA S. et O'BRIEN J.S., 1969 - Tay Sachs disecase : generalized sbsence of
a B-D-N- acetyl hexosaminidase component. Science, 165, 698-700.

OSADA Y. et OGAWA H., 1977 - A possible role of glycolipids in epithelial
cell penetration by virulent Shigella. Microbiology-Immmology,
21, 405-411.

PANDEY K.K., 1957 - Genetics of incompatibility in Physalis Lxccarpa Brot.
A new system. Amer. J. Bot., 44, 879-887.

PANDEY K.K., 1967 - Origin of genetic variability : combinations of peroxidese
isozymes determine multiple allelism of the S-Gene. Nature, 213,
669-672.

PANDEY K.K., 1972 - Iscenzyme specificity to temperature. Nature, 239, 27-29.

PANDEY K.K., 1975 - Model for incompatibility determinstion in flowering
plents. Incompatibility Newletter, 6, 70-73.

PILET P.E., 1971 - Les parois cellulaires. In : "Collection structures et fone-
tions cellulaires, DOIN, ed.

RAPPORT M.M. et GRAF L., 1969 - Immunochemical reactions of lipids. Progr.
Allergy, 13, 273-331.

REITHERMAN R.W., ROSEN S.D., FRAZIER W.A. et BARONDES S.H., 1975 - Cell sur-
face species-specific high affinity receptors for discoidin :
developmental regulation in Dictyostelium discoldeum, Proc. Nat.
Acad. Sei., 72, 3671-3545.

RILEY H.P., 1936 - Self sterility in Capsella. Genetics, 21, 24-39.

ROBBINS P.W. et UCHIDA T., 1962 - Studies on the chemical basis of the phage
conversion of O-Antigens in the E-group Salmonella. Biochemistry,
1, 823-335,

ROGGEN H.P.J.R., 1967 - Changes in enzymes activities during the progame phase
in Petunia hybrida. Acta Bot. Neerl., 16, 1-31.

ROGGEN H.P.J.R. et STANLEY R.G., 1969 - Cell wall hydrolysing enzymes in wall
formation as measured by pollen tube extension. Planta, 84, 255-308.

ROUSER G., KRITCHEVSKY G. et YAMAMOTO A., 1967 -~ Colummn chromatography and
associated procedures for separation and determination. of phospha-
tides and glycolipids. In : "Lipid chromatographic analysis,
MARINETTI G.V., ed., DEKKER M. ine New York, 1, 99-1s2,

SAMBASIVARAO K. et Mac CLUER R.H., 1963 ~ Thin layer chromatographic separation
of sphingosine &nd related bases. J. Lipid Res., 4, 106-108.



137

SAMPSON D.R., 1957 — The genetics of self-incompatibility in the radish.
J. Heredity, 48, 26-29.

SAMPSON D.R., 1962 - Intergeneric pollen stigma incompatibility in the Cru-
ciferae. Can. J. Genet. Cytol., 4, 38-49.

SAMUELSSON K. et SAMUELSSON B., 1970 - Gas. chromatographic and mass spectro-
metric studies of synthetic adn naturally occurring ceramides.
Chem. Phys. Lipids, &, 44-79.

SEARS E.R., 1937 - Cytological phenomena connected with self-sterility in
the flowering plants. Genetics, 22, 130. :

SHAPIRO D., 1969 - Chemistry of sphingolipids. HERMANN, ed., Paris.

SHAW G., 1971 - In : "Sporopollenine". BOOKS J., GRANT P.R., MUIR M,
; VAN GIJZEL P. et SHAW G.. ed., London Academic Press, 305.

SHIMOJO T., AKINO T., MIURA Y. et SHROEPFER G.J., 1976 - Sphingolipid base
metabolism stereospecific uptake of proton in the enzymatic
conversion of sphinganine i-phosphate to ethanolamine i-phosphate.
J. Biol. Chem., 2561, 4458-4467.

SLOMIANY B.L. et SLOMIANY A., 1977 - Structural studies on branched fuco-
sphingolipids of hog gastric mucosa. Chem. Phys. Lipids, 20, §7-70.

SMITH E.L., Mac KIBBIN J.M., BREIMER M.E., KARLSSON K.A., PASCHER I. et

SAMUELSSON B.E., 1975 - Identification of a novel hepta giycosyl ceramide with
2 fucose residues and a terminal hexosamine. Bilochem. Bicphys.
Acta, 398, 84. ‘

SMITH S.W. et LESTER R.L., 1974 — Inositol phosphoryl ceramide : a novel subs-
tences and the chief member of a major group of yeast sphingo-—
lipids conteining a single inositol phosphate. J. Biol. Chem.,
249, 3396-3405.

STANLEY R.G. et LINSKENS H.F., 1965 - Protein diffusion from germinating
pollen. Physiol. Plant., 18, 47-53.

STANLEY R.G. et LINSKENS H.F., 1967 - Oxygen tension as a control mechanism
in pollen tube rupture. Science, 157, 833-834.

STOFFEL W., LE KIM D. et STICHT G., 1968 - Biosynthesis of dihydrosphingosine
in vitro. Hoppe-Seyler's Z. Physiol. Chem., 349, 664-670.

STOFFEL W., LE KIM D. et HEYN G., 1970 ~ Metabolism of sphingosine bases.
XIV. Sphinganine {dihydrosphingosine) an effective donor of the
alk 1'enyl chain of plasmalogens. Hoppe-Seyler's 7. Physiol. Chem.,
351, 875-883.

STOFFEL W., 1971 - Sphingolipids. Anmn. Rev. Biochem., 40, 57-82.



138

STOFFEL W., 1976 - Studies on the biosynthesis and degradation of sphingosine
bases. Chem. Phys. Lipids, 5, 139-158.

STOFFYN A., STOFFYN P. et MARTENSSON E., 1968 - Structure of kidney ceramide
dihexoside sulphate. Biochim. Biophys. Acta, 152, 353-357.

STOFFYN P., STOFFYN A. et HAUSER G., 1971 — Structure of sulfatides biosynthe-
sized in vitro. J. Ltpzd Res., 12, 318-323.

STOUT A.B., 1922 - Cyclic maniTestation of sterility in Bhrassica pekinensis
and Brassica chinensis. Bot. Gaz, 2, 73-77.

STOWE B.B., 1960 - Growth promotion in pea stem sections stimulation of auxin
and gibberellin action by alkyl lipids. Plant Physiol., 356, 262.

STRAUB J., 1947 ~ Selbststerilitét von Pefunia. Zeitschr. A?atwforsclnmg, 126.

SUGITA M., DULANEY J.T. et MOSER H.W., 1974k - Structure and ccmposition of
sulfatides isolated from livers of patients with metachromabic
leukodystrophy : gal-sulfatide and lactosyl-sulfatide. J. Lipid
Res., 156, 227-233

SUZUKI K. et SUZUKI Y., 1970 ~ Globoid cell leucodystrophy (Krabbe's disease)
deficiency of galactocerebroside B galactosidase. Proc. Nat. Acad.
Sei. USA, 66, 302~309.

SVENNERHOLM L., 1962 - The chemical structure of normal human brain snd Tay
Sachs gangliosides. Biochem. Biophys. Res. Commun., 9, 436-441.

TAO R.V.P., SWEELEY C.C. et JAMIESON G.A., 1973 - Sphingolipid composition of
humen platelets. J. Lipid Res., 14, 16-25.

THOMPSON K.F., 1957 - Self-incompatibility in marrow-stem kale, Brassdica cle-
nacea var. acephala. I. Demonstration of a sporophytic system.
J. Genet., 55, 456-60. _
TOWNSEND C.E., 1971 - In : "Pollen development and physiology". HESLOP-HARRISON
J., ed., London Butterworths, 281-309.

TSAT C.H. et HASSID W.Z., 1971 - Plant Physiol., 47, T40-TLk.
TSINGER N.V. et PETROVSKAYA-BARANOVA T.P., 1961 - The pollen grain wall. A
living physiologically active structure. Dokl. Akad. Nauk. SSSRE,

138, 466-469.

TSO T.C., 1964 - Plant growth inhibfion by some fatty acids and their snalo-
gues. Nature, 202, 512-613.

VANCE D.E. et. SWEELEY C.C., 1967 - Quantitative determination of the neutral
glycosyl-ceramides in humsn blood. J. Lipid Res., 8, 821-630.



139

VAN DEENEN L.L.M., 1972 - Permeability and topography of menbrane . Chen. Phys.
Liptds, 8, 366.

VAN DESSEL G., LAGROU A., HILDERSON H.J., DIERICK W. et DACREMONT G., 1977 -
Quantitative determination of the neutral glycosyl-ceramides in
bovine thyroid gland. Biochimie, 59, 839-848.

VICKER M.G. et CRITCHLEY D.R., 1977 - Glycolipids as cell surface receptors
and their role in cell social behaviour. Bifochem. Soc. Transaction,
5, 1695-1700.

WATANABE K., MATSUBARA T. et ITIROH-HAKOMORI S., 1976 - a-L fucopyranosyl-
ceramide : a novel glycolipid accumulated in some of the human
colon tumors. J. Biol. Chem., 251, 2385-2388.

WEISS B. et STILLER R.L., 1967 -~ Biosynthesis of phytosphingosine hydroxyla-
tion of dihydrosphingosine. J. Biol. Chem., 242, 2303-2908.

o

WIEGANDT H., 1971 - Glycosphingolipids. Advance in Lipid Research, 9, 249-589.
WIESE L. et HAYWARD P.C., 1972 - On sexual agglutination and mating type
substances in iscgamous dioecious chlamydomonsas. 1I1. The sensiti-

1S
vity of sex cell contact to various enzymes. Amer. J. Bot., &9,
530~536.

WOJTCZAK L., 1974 - Effect of fatty acids and acyl-Co—A on the permeability
of mitcchondrial membranes to monovalent cations. Febs Leit.,
44, 25-30.

YAVIN E. et GATT S., 1969 - Enzymatic hydrolysis of glycosphingolipids.
VIII. Further purification and properties of rat brain ceramidase.
Biochemistry, 8, 1692-1698.



S RN

-

i

QUE



—h

~ o o P W N

10
i1
12

13

14

SOMMAIRE DES FICHES

MatBrLEl UL LL B8 e s e e e e s st s eanseesosoosasencassconssosscsseossssenansss

Extroction des LipTdes. e e iasneeeeseeeeracossasocsessosasnssanaonas

Hydrolyse clecaline douce. Obtention des glycosphingolipides..... caeeaan

Chromatographie d'adsorption sur colonne d'acide stlicique........euen.
Chromatographie d'échonge ionique sur colomne de DEAE cellulose........
Chrematographie sur couche mince des glycosphingolipides...eiceveeceaan

Purification des glycosphingclipides par chromatographie sur
COUCHE MLTICE e v v vt v s s eassssnnstossessssssessassssosnnsssnnassnascecsses

Couplage des diverses techniques et protocole de purification des
GLYCOSPRTINGOLTPTACS v ottt s v enassi et cannonnssnnecoseansosssensasecenas

Dosage fluorimétrique des glycosphingolipTldes.....veveevecereennecacass
Hydrolyse acide des glycosphingolipldes. .veeee e eeesrcasrnesnsones
Préparation des esters méthyliques d'actdes gras......c.veveiiiavueesans

Etude de la composition en acides gras par chromatographie
GAB=LEGULAR e 4 e c v it i eese e n et sataetacaosoesssssesonconssssrencansacans

Etude de la composition en bases & longue chaine des glycosphin-—

.

GOULDTAES e v v ettt eneteeseneseneieesesassesstossasasosssncocnncssanennss

Etude de la composition en oses des glycosphingolipides..vieeeereonces

Bibliographie teChNTQUe . « v e viveeiiniisasnsneesarnscsnestsescosasnscons

e e st o st e s . it e

page

71
Ta
74
76
Ty

71l

730
T89

147



FICHE 1

M A

TERTEL utT

P

i LTSE

T1

Les cldnes W 166 K [8182] et T2U~[S383] de Petunia hybrida provien-

nent des serres de 1'Université de Nim@gue ou ils sont maintenus et multipliés

par le Professeur H.F. LINSKENS.

Dans le tableau ci-dessous sont consignés la nature (pollinique ou

stylaire) du matériel, les génotypes ainsi que les différentes pollinisations

qui seront analysées.

zgigziegu Clones | Gonotypes Pollinisations (Zemfii
compatibles Ancompatibles fewie)

pollen

W166K 3132 1) Wi66kK. Tzu 1) Wis6K., w166k § h

sLyles : N et
[31Sg1. [S3853 1 [S45,1-1548,0 1 o4y

pollen .

stgles TZU 3333 2) TZU' Wi66K 2) TZU. Tzu 24 i
[8383]. [3732] [3333].[8333}




FICHE 2 - EXTRACTION ©TES LIPIDES

d'apres FOLCH J. et cofl. - J. Biok. Chem., 1957, 226, 497-509 (T2) wodifile
KARLSSON K.A. et coll. - Biochim. Biophys. Acta, 1973, 316, 317-335 (T3).

INTRODUCTION

Selon la technique préconisée par FOLCH (1951-1955, T1-T2) les orga-
nes sont broyés mécaniquement dans le mélange chloroforme-méthanol 2/1 (v/v).
Le méthanol dénature les protéines et le chloroforme favorise la mise en solu-
tion des lipides totaux. Aprés addition d'eau et agitation, on obtient un dé-
phasage avec passage dans la phase hydro-alcoolique supérieure des substances

hydrosolubles, la phase inférieure chloroformique renferme les lipides totaux.

Cependant, ce procédé d'extraction des lipides totaux est un facteur

limitant dans 1'étude des glycosphingolipides (GSL).

I1 faut, semble-t-il, attribuer aux extractions incomplétes les dis-
cordances entre les résultats concernant la composition en GSL du rein
(KARLSSON, 1973 (T3)), les conditions trop douces d'extraction, décrites par
CARTER (1969 (T4)) ne conduiraient pas & wne libération quantitative de 1l'en-
semble des GSL. Les phytosphingolipides sont particuliérement difficiles & ex-—

traire et ne le sont que lors des derniéres homogénéisations.

Les différentes techniques d'extraction proposées dérivent de celles

de FOLCH (1951-1957 (T1-72)).

Fn effet, le meilleur agent d'extraction (POLONGVSKY et coll., 1959
(T5)) reste le mélange CHClBuCHBOH dans les proportions 2/1 (v/v). Seules les
conditions de température varient : + 4°C, température ambiante (RARTSCH,
1970 (T6) ; KWITEROVICH et coll., 1970 (TT7) ; SUGITA et coll., 1974 (78)), mais

également température &levée (HARWOOD-JAMES, 1975 (T9) ; KARLSSON, 1973 (T3),
1969 (T10) ; RAGHAVAN, 197k (T11)).

Afin d'obtenir une extraction compléte des GSI, nous avons donc pro-

cédé de la maniére sulvante :
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TABLEAU Tt

PROTOCOLE D’ EXTRACTION

STYLES (2g)
TISSUS <
POLLENS (1g)

¥

EXTRACTION 15mn au Waring Blendor

\
dans CHCl;—CH;OH (2:1)

2h
t* ambiante
FILTRATION
|SURNAGEANT 1] RESIDU]
1
HOMOGENEISATIONS
au Potter dans
CHC!S—CHSOH(?;ﬂ)
FILTRATION
Y \
] SURNAGEANT 2|} [Resipy ]
\
1h a reflux dans
CHCLy CHoH (1)
| ¥

DEPHASAGE par addition
NaCl 9%.

FILTRATION

1 nuit a +4°cC

f |
—{ SURNAGEANT 3|

e R

PHASE SUP. 1 PHASE INF.

LAVAGE

PHASE Sup. 2

|

LIPIDES TOTAUX




T3

MATERIEL ET METHODES

1 - Réactifs

- solvant d'extraction I:chloroforme/méthanol (2/1, v/v) ;
- solvant d'extraction II:chloroforme/méthanol (1/1, v/v) ;

- solution NaCl & 9 g/1

- solution de lavage : chloroforme...... 3 volumes
méthanol......... 47 volumes
NaCl 9 %.:ueevv... 18 volumes

2 - Extraction :

Le matériel lyophilisé (2 g de styles ou 1 g de pollens) provenant des divers
clones et croisements est homogénéisé & 1'aide d'un homogénéisateur Waring
Blendor dans le solvant d'extraction I, & raison de 20 ml de solvént‘par gram-
me de tissu sec, pendant 20 minutes.

P

Aprés deux heures de contact 3 la température du laboratoire, l'extralt est
! 3

rS

ol -~

filtré et le résidu est homogénéisé & 4 reprises & 1'aide d'un appareil de
Potter, dans le solvant d'extraction I,2 raison de 10 ml de solvant par gramme

de tissu. Aprés filtration, le résidu sec est chauffé 4 reflux pendant une

heure dans le solvant II.

Les divers surnsgeants organiques sont réunis et soumis & un partage selon la
technigue de Folch par addition de 1 volume d'wme solution de NaCl a 9 % pour
5 volumes de solvant. Aprés déphasage, une nuit 4 + 4°C,et €limination de la

phase supérieure, la phase inférieure chloroformique est lavée par la solution

CHCla—CH3OH—NaCl 9% 3-47-48 (v/v/v).

La phase inférieure contenant les lipides totaux est &vaporée i sec.

Les lipides sont ensuite repris dans un petit volume de solvant I et gardés

-~

& - 20°C sous atmosphére d'azote.

Deux extractions ont &té réalisées pour chaque type de tissus en fonction du

génotype, de la pollinisation incompatible et compatbible (8 - 24 heures).

Le protocole d'extraction utilisé est schématisé ci-centre. (tableau TT). o
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FICHE 3 : HYDROLYSE ALCALINE DOUCE. OBTENTION DES GLYCOSPHINGOLIPIDES

KARLSSON K.A. et Cofk. - Biochim. Blophys. Acta, 1973, 3156, 317-335 (T3)

INTRODUCTION

les GSL constituent une classe de lipides alcali-résistants. Les gly-

cérophosphatides seront donc détruits par une saponification.

Le protocole opératoire comporte: :
- une €tape d'hydrolyse alcaline ;
- 1'arrét de cette hydrolyse par neutralisation de 1'agent alcalin et acidifi-

cation du milieu jusqu'a un pH compris entre 2 et 5

- extraction des GSL par partage et Zlimination simultanée des molécules et sels

hydrosolubles ;

~ récupération de la phase organique contenant les GSL totaux.

Les divers protocoles cpératoires proposés suivent tous ce schéma

type ; seules la composition des réactifs et la durée de 1'hydrolyse varient.

L'agent alcalin utilisé est soit :
- le whthoxyde de Na (RAGHAVAN, 1974 (T11))
~ le méthoxyde de K (MORRISON, 1969 (T12)) ;
- la soude (SUGITA et coll., 1974 (T8))

ou le plus souvent :
-~ la potasse (HIGASHI-HORI, 1968 (T13) ; KARLSSON, 1969 (T10), 1973 (T3)
SVENNERHOLM et coll., 1972 (T1k4) ; TAMAT et coll., 1975 (T15).

La concentration de l'agent hydrolysé varie de
- 0,1 M pour les conditions les plus douces (KARLSSON, 1969 (110), 1973 (T3)
~ & 1 M pour les conditions les plus drastiques (CARTER et coll., 1961 (T16) ;
HIGASHI-HORI, 1968 (T13) ;]SVENNERHOLM et coll., 1972 (Tik) ; TAMAI et coll.,
1975 (T15)).



TABLEAU T2
OBTENTION DES GLYCOSPHINGCLIPIDES TOTAUX

LIPIDES TOTAUX

%

"HYDROLYSE ALCALINE
DOUCE ‘
KOH CIM dans CHzOH—H,,0 (9:1)

12h_sous azote_3a lobscurité et a
tempeérature ambiante

ARRET DE LA REACTION
addition d'HC! 2M

is

DEPHASAGE

addition de CHC!S et de HQO
jusqu'aux concentrations finales

CHCl5 CHOH HNO - (3:41:3)

PHASE SUPERIEURE PHASE [INFERIEURE

GSL TOTAUX

PRODUITS
de
DEGRADATION




Les temps d'hydrolyse s'échelonnent entre 20 minutes et 36 heures.

Nous avons utilisé la technique de SCHMIDT modifiée par KARLSSON
(1973 (T3)) qui assure une hydrolyse compléte et une oxydation minimale et

dont le protocole est représenté ci-contre.

MATERIEL ET METHODES

1 - Réactifs

-~ Agent d'hydrolyse : KOH 0,1 M dans du méthanol aqueux (CH
v/v) ;
- HC1 2 M.

OH ~ E.O 3 9/1 ;
3 2

2 - Hydrolyse alealine douce :(tableau TII)

Un gramme de lipides totaux sont repris dans 100 ml d'agent hydrolysent. L'hy-
drolyse se poursuit en atmospheére d'azote, & l'obscurité sous agitation magng-

tique et & la température du laboratoire pendant 18 heures.
 Cette hydrolyse est arrétée par addition lente de HC1l 2 M jusqu'd un pE 2-3.

L'addition de CHCl3 et d'HQO jusqu'a des concentrations finales en CHCl3 -

CH3OH - Hy0 de 8,4,3 permet le déphasage selon la technique de FOLCH (1957,

T2). Aprés élimination de la phase supérieure hydro-alcoolique, la phase infé-

rieure contenant les GSL totaux est évaporée & sec. Les GSL sont repris par

le mélange solvant CHCl3 - CH3OH 2/1 v/v et sont conservés a -20°C sous atmos-

phére d'azote.

Une partie aliquote de la phase supérieure est soumise & une analyse par chro-

matographie en couche mince afin de vérifier 1'absence de GSL dans cette thase.
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FICHE 4 : CHROMATOGRAPHIE D'ADSORPTION SUR COLONNE D'ACIDE SILICIQUE

G. ROUSER - G. KRITCHCUSKY - A. YAMAMOTO, 1967 (T1§)
K.A. KARLSSON et coll. - Biochim. Biophys. Acta, 1973, 316, 317-335 (T3)

INTRODUCTION

Au cours de la chromatographie d'adsorption, les composés sont 1iés
a8 d'adsorbant solide par des forces polaires et ioniques, et, plus faiblement
par des forces non polaires ou de VAN DER WAALS. La séparation des mélanges
lipidiques dépend de la polarité relative de.chaque lipide : cette polarité
est déterminfe par le nombre et le type de groupements polaires de la molécule,
et €galement par le nombre et le type de groupements non polaires ou hydropho-
bes. L'€lution de la colonne par des solvants de polarité croissante permet la
séparation du mélange lipidique en classes dont la polarité augmente également

- (MARINETTI, 1967 (Ti7)).

I1 convient de noter que la séparation compléte des lipides en clas-
se n'est en général pas obtenue en une seule. chromatographie en raison des
chevauchements de polarité, Un fractionnement ultérieur sur couche mince ou sur
un autre type de colonne est souvent nécessaire pour isoler & 1%état pur, les

diverses classes de lipides.

MATERIEL ET METHODES

1 ~ Préparation du gel de silice selon ROUSER et coll. (1967, T18)

L'acide silicique (MALLINCKRODT) 100 mesh est utilisé aprds lavage selon la

technique de ROUSER et coll. (1967, T18).

L'acide silicique est mis en suspension dans le méthanol (1 kg/3 1 de CH3OH).
Aprés un contact de 30 minutes, les particules les plus fines sont éliminfes

par aspiration. Ce lavage est répété 3 fois. Finalement le solvant est laissé
a4 évaporer 4 la température du laboratoire. L'acide silicique est eusuite ac-

tivé une nuit a 120°C avant 1l'emploi.
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2 - Matérizl :

Ie chloroforme et le méthanol RP sont distillés avant 1'emploi. Nous avons uti=
lisé une colonne en verre de 60 cm de haut et de 1,5 & 2 cm de diamStre, mumie
d'un robinet en téflon, d'un rodage femelle afin de recevoir la t€te d'adduction

d'azote.

3 - Montage de la colonne :

-~

10 ou 20 g d'acide silicique activé & 120°C sont remis en suspension dans 50~
100 ml de CHCls, et équilibrés 30 mn & la température du laboratoire. Le mélange

acide silicique/CHCl, est dégazé sous vide puis transvasé dans la colonne munie

3
d'un bouchon de laine de verre et remplie de CHClB/CHQOH, 2/1 (v/v).

)
La hauteur de gel dans la colonne est de 12 & 16 em. La colonne est ensuite

équilibrée en chloroforme par passage de 200 ml de ce solvant.

4 - Dépbt de 1'échantilion :

Quand le solvant est 3 2 mm au-dessus du niveau de 1'acide silicique, 1'échan-

tillon lipidique repris dans 5 ml de CHCl., est déposé au sommet de la colonne

3
& 1'aide d'une pipette pasteur. Aprés pénétration du dépdt dans la colonne, les
solutions de rincage sont &galement déposées avec précaution au sommet de la

colonne.

5 = Elutions : purification des GSL (KARLSSON, 1873 (T3))

Les GSL obtenus apres hydrolyse alcaline douce sont purifiés par chromatogra-
phie sur colonne d'acide silicique équilibrée en CHCl3. La charge est de 100 meg
de lipides/gramme d'acide silicique et le volume &luant de 10 ml de solvant

par gramme d'acide silicique. La vitesse d'@lution de 3 ml/mn. L'&lution est
obtenue par passage successif de

- 03013, (soit 200 ml) ;

- CHC1; - CH3OH, 1/3 (v/v), (200 m1l) ;

~ CH,0H (200 ml).

Trois fractions A, B et C sont obtenues respectivement. La premiére fraction A

contient les acides gras, le cholestérol et quelques pigments.



ANALYSE PAR CHROMATOGRAPHIE EN COUCHE MINCE DES FRACTIONS
FA, B ET C SEPAREES SUR COLONNE D'ACIDE SILICIQUE
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FIGURE T2

ANALYSE PAR CHROMATOGRAPHIE EN COUCHE MINCE DES FRACTIONS
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Les GSL sont élués successivement au niveau des fractions B et C. Le schéma
de 1'élution des GSL est présenté figure T1 ainsi que les résultats de 1'analyse

par chromatographie sur couche mince des fractions.

6 — Fractionnement des GSL neutres selon KARLSSON, 1973 (T3)

Les GSL neutres totaux sont fractionnés par chromatographie d'adsorption sur

coclonne d'acide silicique €quilibrée en CHC1l., selon les conditions suivantes

3
- charge de la colonne : 10 & 25 mg de lipides par gramme d'acide silicique ;
- volume &luant de chaque fraction : 20 ml/g d'acide silicique ;

- vitesse d'élution : 2 ml/mn.

L'élution est réalisée en augmentant la polarité du mélange &luant par des
quantités croissantes de CHBOH' E

Cing fractions sont ainsi recueillies

- la fraction ¥1 élufe par le mélange CHClB/CH%OH dans les proporticns : 98/2 v/v

- la fraction F2 " " " " " 1 92/8v/v

- la fraction F3 " " " " " : 85/15 v/v
- la fraction F4 " " " " " : U5/55 v/v
- la fraction ¥5 " " " " " 1 Q/100 v/v

Le schéma d'élution est présenté figure T2 ainsi que 1'étude en chromatographie
sur couche mince des 5 fracticns. Elles correspondent : fraction 1 (F1) princi-
palement aux céramides et monoglycosylcdramides ; fraction 2 (F2) au mono et di-
glycosylcéramides ; fraction 3 (F3) en majeure partie aux di et tri-glycosylcé-

ramides ; fraction 4 (FL) en majeure partie aux tétraglycosylcéramides ; fraction

5 (F5) & des lipides trds polaires non identifiés.
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FICHE 5 ': CHROMATOGRAPHIE D'ECHANGE TONIQUE SUR COLONNE DE DEAE
CELLULOSE

K.A. KARLSSON et cofl., Bicchim. Biophys. Acta, 1973, 316, 317-335 (T3)
ROUSER et coll., 1967 (T18)
Lipid chromatographic analysis, DEKKER <inc NY vol. T, 99-162

INTRODUCTION

La séparation des lipides par chromatographie d'échange ionigue est
basée sur l'échange de groupements ioniques. Cependant, des différences de po-
larité dlies & des groupements non ionisés comme les groupes hydroxyls peuvent

également intervenir.

Trois grands groupes de lipides sont généralement séparés
~ les lipides non ionisés : neutres ;
- les lipides zwitterioniques j

- les lipides acides.

Chacun de ces trois groupes, peut &tre fractionné en fonction de la

différence de polarité et/ou d'acidité.

Deux types de support pour la chromatographie d'échange ionique sont
possibles : la DEAE cellulose (= diéthylaminoéthyl-cellulose) et la TEAE cel-
lulose (= triéthylaminoéthyl-cellulose). La premiére est généralement utilisée
pour la séparation des lipides en classes, tandis que la seconde permettra la
séparation des lipides ne possédant gue des groupements carboxyls comme seuls

groupements ionisés (ex : les acides biliaires et les gangliosides).

MATERTEL ET METHODES ii K

1 - Préparation de la DEAE selon XARAN-ROBERT (1975, T19)

La DEAE cellulose (DE 11 Whatman) de haute capacité d'échange est mise & gon-

fler dans l'eau distillée. Aprés deux lavages & L'eau distilide et éliminaticn
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des particules trop fines, la DEAE cellulose est mise en contact avec de la
soude 5 % pendant 30 mn (60 g DEAE - 300 ml de NaOH & 5 %), puis elle est
lavée par passage d'eau distillée jusqu'a obtention de la neutralité. La DEAE
cellulose est ensuite convertie sous forme acétate par un contact de 30 minu-
tes avec H3C—COOH 4 10 %. L'excds d'acide est éliminé par lavage 8 1l'eau dis-—
tillée et au méthanol. La DEAE cellulose est alors &quilibrée dans le mélange
solvant CHCl3—CH30H dans les proportions 2/1 (v/v).

2 - Montage de la colonne :

On utilise une colonne & chromatographie de 1,5 cm de diamdtre et 60 cm de
haut munie ¢'un robinet en téflon dans le bas, d'une téte rodée pour 1‘'adduc-

tion de l'azote.

Ie m&lange de DEAR-cellulose et de'CHCl3/CH3OH est versé dans la colonne jus—
qu'a 1l'obtention d'une colonne de 20 cm + 3 cm de haut. Elle est équilibrée par

passage de 200 ml de solvant CHCl3~CH3OH 2/1.

3 - Dépbt de l'échantillion :

L'échantillcen est repris dans 5 ml de solvant CHC1,-CH,.OH 2/1 (v/v) et déposé
o

3

a la partie supérieure de la colonne.

4 - FElution : purification des GSL neutres et acides (selon KARLSSON
et coll., 1973 (T3)
Les glycosphingolipides totaux purifiés sont soumis & un fractionnement par
chromatographie d'échanges ioniques sur colonne de DEAE cellulose équilibrée

en CHC1,-CH,0H, 2/1, v/v. \

La charge est de 50 mg de lipides/gramme de DEAE cellulose.

L'élution est assurée par le passage successif de

1 - CHCl3—CH3

2 - CH3OH contenant 5 % de LiCl & raison de 25 ml par gramme de cellulose.

Deux fractions D et E sont obtenues respectivement (figure T3), la premidre

OH, 2/1 (v/v) & raison de 100 ml par gramme de cellulose ;

fraction D contient les GSL neutres. Les GSL acides sont élués au niveau de

la fraction E. Afin d'éliminer le LiCl contenu dans le solvant, la fraction E
est mise 4 dialyser 4 jours contre de l'eau distillée. Les GSL acides, contenus
dans la phase inférieure aprés déphasage, sont recueillis et &vaporés 4 sec

sous vide et le résidu repris par le mélange CHCl3-CH30H, 2/1, v/v.
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FICHE 6 : CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE DES GLYCOSPHINGOLIPIDES

La chrcmatographie sur couche mince est le moyen le plus aisé pour

séparer et identifier un mélange lipidique.

MATERIEL

- Gel de silice G (Merck) & raison de : 50 g gel/100 ml d'eau distillée
— Etaleur Desaga - plaque de verre 20 em x 20 cm
- Epaisseur de la couche de gel : 250 u

- Application des échantillons & la seringue Hamilton sous courant
d'azote afin d'éviter les dénaturations

~ DépSt : 20 & 80 pg de lipides

- Cuves de type Desaga (11 x 21 x 21 cm) et cuves sandwich de type
Dgsaga.

SYSTEME SOLVANT

De nombreux systémes solvants ont €té décrits pour assurer la sépa-—

ration des diverses classes de lipides. Nous avons préféré le mélange suivant :

CHCL, - CHBOH - H,0 ;  65-25-4  (v/v/v)

3 2

qui assure la séparation des GSL en fonction du nowbre de résidus 6sidiques pré-
sents dans la molécule (ROUSER et coll., 1968 (T18) ; KARLSSON et coll.,
1973 (T3)).

DETECTION

1 = Réactifs de détection géndrale :

a) vapeurs d'iode. Flles se fixent au nivesu des doubles liaisons des acides

gras. Les lipides non saturés apparaissent en brun sur fond jaune.
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o) Rhodamine 6G. Ce réactif est obtenu par dilution extemporande de 1 volume

d'une solution mére de Rhodamine & 50 mg/litre d'eau avec 1 'volume de NaOH LN

Aprés pulvérisation et examen sous lumifre ultraviolette des plaques encore
humides

- les phosphatides et lipides acides dpparaissent en bleu ou pourpre

- les lipides neutres et phosphatides neutres en jaune-orange ; A

- les produits de peroxydation en bleu gris ;

- les pigments de type chlorophylliens et caroténoides en bleu intense.

Lorsque les plaques sont séches, les lipides apparaissent en jaune.

2 - Réactifs de détection des GSL :

a) Réactif de r&véiation des céramides (KARLSSON-PASCHER, 1971 (T20)). Par pul-

vérisation des plaques avec une solution d'scétate cuprique & 3 % dans H3P0h
a8 % en milieu aqueux.

Aprés 25 minutes & 200°C, les composés de types céramides apparaissent en brun.

les composés insaturés apparaissent plus rapidement.

b) Réactif & l'onaphtol révélateur des glycolipides (céramides—-sulfolinides et

angliosides). Les plaques sont pulvérisées avec une solution &'onaphtol 3
B¢ b b P

0,5 % dans le mélange CH,OH - HEO (1/1 v/v) puis aprds séchage & 1l'air libre,
)
avec un mélange acide sulfurique -~ eau (HQSOA - H,0 (95-5, v/v).

~

La plague est ensuite chauffée a 110°C jusqu'd apparition des glycolipides sous
forme de taches pourpre -violacé sur fond blanc. Les lipides polaires apparais-

sent en jaune et le cholestérol en rose gris.

c¢) Réactif 3 1a benzidine spéecifique de la liaison amide des GSL.

- sclution I
acide PEALOALGUe . e vveviernnensonaneaes. 228 mg
QAU AABTALRBC . v vvs e ininsinecnneenss 10 ML

Cette solution est diluée au 1/20 dans 1l'acétone au moment de 1'emploi.

- sclution II
benzddine ... .. ..iiiiiiiiiiiiiiea.... 184 g
CHZCOOH RP .. ittt ieiennnnanen. 0,4 me
eau distillie 4,4 mt

QCOAONC s v ee cenennncocosnnnesnsennsces 45 ml

L R e I I A N N )
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La solution I diluée au 1/20 est pulvérisée sur les plagues ainsi que la solu-

tion IT 5 minutes aprés la premicre.

Les GSL apparaissent en blanc sur fond bleu.

d) Réactif & la ninhydrine spécifique des bases libres. Solution révélatrice de

Ninhydriine....oveveveeennnn.. 0,20 g

dans butanol......cciveeieeene. 95 ml
PYAAINC e e veviinineneenens 5 me

Aprés pulvérisation des plaques, les bases & longues chalnes libres apparais—

sent en rose. Cette coloration est instable.

3 - Réactif des phospholipides :

a) Réactif de Zinzadze.

- solution I
MoOs................................... 40,11 g
HZSO4 25 Nttt eeeeeeenoaeenannnneeaes 1000 me

Ebullition douce jusqu'a dissolution totale.

- solution IT :
Poudre de Molybdene........vvcvvineeen. 1,78 g
SOBULLON Tu e vie s eeeeeieensnnsssnnnees 500 me

15 minutes d'ébullition. Aprés élimination des résidus, mélanger I et II, vo-

lume & volume,puis ajouter 2 volumes d'eau.

b) Réactif de Dragendorff (spécifique de la choline).

- solution I
B](N03)3 5H20.......................... 1,7 g
CHSCOOH 20 Gttt it iieeianaees QAP 100 mE

- solution II :

IKI..0.0..00.‘llQO-OOQCQCOOIOOC00‘0000‘. 409
Eau diATALLEE  svevensevennnnesnaencnsas qop 100 ml
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Solution finale par mélange extemporané

5 ml de sc0lution 1 : !
5 me de solution 11

20 mb de CH3COOH RP

100 me d'eau distillée

Les phospholipides contenant le groupement choline apparaissent en oré,ngé sur -

fond jaune pale en quelques minutes.
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FICHE 7 : PURIFICATION DES GLYCOSPHINGOLIPIDES PAR CHROMATOGRAPHIE
SUR COUCHE MINCE

Les GSL obtenus au niveau des fractions

D = GSL neutres+ pigments

1 = (Céramides + (MGCer)

F2 =  (MGCer) + DGCer

F3 =  DGCer + TGCer

FL = (TGCer) - TRGCer
-F5 . = TGCer -~ TRGCer - lipides polaires

nécessitent une &tape supplémentaire de purification par chromatographie pré-
parative sur couche mince en gel de gilice afin d'obtenir chaque classe de GSL

a 1'état pur.

Les fractions correspondant aux divers GSL neutres et acides sont

. évaporées & sec, reprises dans 100 ul - 200 pl de CHBOH - CH013 (1/2 v/v)

puis déposées dans leur totalité sur des plaques de gel de silice activées

30 minutes & 120°C (voir fiche n° 6).

La migration et la séparation des GSL sont assurées par le solvant
CHCl3 - CH3OH - H,0 (65-25-4 (v/v/v)). L'emplacement des taches est révélé par
pulvérisation d'une solution de Rhodamine 6G et lecture des plagues en fluo-
rescence afin de ne pas modifier la structure des acides gras contenus dans les

divers GSL.

Aprds séchage des plagues, les taches correspondant aux divers GSL
v (Cer - MGCer - DGCer, etc...) sont grattées et introduites dans de petites
ampoules & décanter. Aprés addition de CHCl3 (5 ml) et de CH3OH (5 ml) 1'élu-

tion des GSL se fait par agitation vigoureuse pendant 10 minutes.



TABLEAU T3

FRACTIONNEMENT DES GLYCOSPHINGOLIPIDES TOTAUX

PHASE INFERIEURE APRES
METHANOLYSE ALCALINE

%

ACIDE SILICIQUE T EQUILIBRE
EN CHLOROFORME
AN

Cl/M
25:75

[ DEAE CELLULOSE
équilibrée en C/M 241

A

—C/Mm 2:1 M+5% LiCl
GSL GSL
NEUTRES ACIDES
ACIDE SILICIQUE I EQUILIBRE EN DIALYSE
CHLOROFORME

CHCl;+ CHCl;+ CHCl;+  CHCIg+
CH,0H CH, 04 CH,OH CH,OH CH,OH
e ag:=2 a2:=8 = -
fﬁﬁ} 8?15 4?-55 100
ik
JNONONO
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L'addition de 4,5 ml d'eau distillée et 1l'agitation pendant wne mi-
nute permettent le déphasage qui est total apr@s 18 heures i + L4°C. La phase
inférieure chloroformique contenant les GSL est recueillie et évaporée sous

azote.

Ie résidu sec repris par 1 ml de mélange solvant CHCl, - CH._OH

3 3

2/1 (v/v) est gardé sous atmosphére d'azote & - 20°C en tubes scellés.

La pureté des fractions lipidiques est testée par chromatographie

analytique en couche mince (fiche 5), d'une partie aliquote.
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FICHE & : COUPLAGE DES DIVERSES TECHNIQUES ET PROTOCOLE DE
PURIFICATION DES GLYCOSPHINGOLIPIDES

t

K.A. KARLSSON et coll., Bicchim. Biophyéf Acta, 1973, 31¢, 317-235 (T3)

Afin d'obtenir chaque classe de glycosphingolipides, cfest a dire
Cer, MGCer, DGCer, TGCer et TrGCer, nous avons suivi le protocole présenté

tableau TIITI.

Ce protocole préconisé par KARLSSON, 1973 (T3) correspond aux sé-

quences suivantes

extraction des lipides totaux (fiche 1) ;
-~ hydrolyse des lipides totaux et obtention des GSL totaux (fiche 2) ;

- purification des GSL totaux par chromatographie d'adsorption sur colonne
d'acide silicique (fiche 3) ;

- fractionnement des GSL totaux en GSL neutres et acides (fiche 4)
~ fractionnement des GSL neutres en Cer, MGCer, DGCer, TGCer et TrCer (fiche 3) ;

- purification des Cer, MGCer, DGCer, TGCer et TrCCer par chromatographie
préparative sur couche mince (fiche 6).
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FICHE 9 : DOSAGE FLUORIMETRIQUE DES GLYCOSPHINGOLIPIDES

NAOT et coll.
Analyitical biochem., 1974, 58, 571-577 (T21)

INTRODUCTION

Les GSL forment une classe de lipides complexes caractérisés par la
présence de N-acyl-sphingosine, lide soit i des hexoses (GSL neutres) ou 4 des
hexoses sulfates (sulfatides) ou & des oligosaccharides contenent de l'acide

sialique (gangliosides) ou enfin & la phosphocholine (sphingomy&line?).

Seuls les dosages de la sphingosine et des bases homologues permet-
tent d'évaluer la teneur en GSL d'un tissu. En effet, si les divers substituants
de la base peuvent exister 3 des concentrations varisbles selon les GSL, une
seule molécule de sphingosine par molécule de sphingolipide  est présente chez

tous les GSL connus.

Quatre types de méthodes ont &té€ rapportés pour la détermination du

tavx de sphingosine.

La sphingosine libérée par hydrolyse acide des GSIL (GAVER-SWEELEY,
1965 (T22)) sera ensuite dosée par chromatographie en phase gazeuse (WEISS,
1967 (T23)), aprés oxydation en aldéhydes libres (KARLSSON, 1970 (T2L4)) ou
sous forme de diméthyl acétals ou enfin aprds triméthylsililation (CARTER-

GAVER, 1967 (T25) ; GAVER-SWEELEY, 1965 (T22) ; KARLSSON, 1970 (T24)).

A ces techniques s'opposent les techniques colorimétrigues ou lsa

sphingosine est complexfe avec un colorant qui peut tre :

- soit le méthyl-orange (CARTER-GAVER, 1967 (T25)) ;
- soit la ninhydrine {ILAUTER-TRAMS, 1962 (T26)) ;

- soit le TNBS : acide trinitrobenzéne sulfonique (SIAKOTOS, 1967 (T27)
SIAKOTOS et coll., 1971 (T28)).
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Trois technigues fluorimétriques ont &té €galement décrites utili-
sant : .
~ le 1-naphtylamino-l-sulfonate (SIAKOTOS et coll., 1971 (T28)) ;
- ou la fluorescamine (COLES-GRAY, 1970 (T29) ; KISIC-RAPPORT, 1974 (T30)).

les critéres de reproductibilité, sensibilité, spécificité et rapi-
dité d'exécuticn nous ont guidés dans le choix d'une technique de dosage

des GSL.

La technique utilisée est celle préconisée par NAOI (19T7k, T21)
guand les GSL peuvent contenir des hexosamines ou céder des amines primaires

hydrosolubles.

La sphingosine, libérée par hydrolyse acide des GSL est extraite du
milieu squeux par le diéthyl-&ther, puis en présence de fluorescamine donne
un complexe fluorescent, dont 1'intensité de fluorescence est proportionnelle

a4 la quantité de sphingosine libérée.

MATERIEL ET METHODES

1 - Réactifs

agent d'hydrolyse HC1l N en méthanol aqueux (CHSOH ~ H0 : 82-18 v/v) ;
NeOH 2N ;

- tampon borate de sodium 0,2 M de pH 8,0 ;
diéthyl-éther ;

diéthyl-éther contenant 0,015 % de fluorescamine (Fluram des Laboratoires
Roche).
2 - Méthode :

les extraits de GSL {1-100 nanomoles) sont chauffés en tubes vissés § T0°C

pendant 18 heures en présence de 0,5 ml d'HC1 1 M en méthanol aqueux.

Aprés refroidissement sur glace, 1l'hydrolyse est arrétée par addition de
0,25 ml de NaOH 2N et 0,75 ml de tampon borate 0,2 M de pH 8,0.
Puis, 1,5 ml de difthyl-€ther sont ajoutés ainei que 0,5 ml de diéthyl-&ther

contenant 0,015 % de fluorescamine.
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Aprés agitation vigoureuse sur Vortex et déphasage, la phase &thérée supérieu-
re est prélevée. L'intensité de la fluorescence est appréciée sur spectro-
fluorimétre Zeiss pour une longueur d'onde d'excitation de 385 nm et une lon-

gueur d'onde d'émission de 480 nm.

les spectres d'émission et d'excitation, ainsi que la linéarité de la courbe
étalon ont été vérifiés et sont présentés respectivement figureT4 et

figureT5 .
Les résultats sont exprimés en nanomoles de GSL/g de tissu lyophilisé.

Quatre dosages ont &té réalisés pour chaque type de tissus en fonction du gé-

notype, du mode et du temps de pollinisation.
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FICHE 10 : HYDROLYSE ACIDE DES GLYCOSPHINGOLIPIDES

]

R.G. GAVER et C.C. SWEELEY
J. Amen. ol Chem. Soc., 1965, 42, 794-298§ (T22)

INTRODUCTION

La libération des acides gras constitutifs des lipides dépend de la

structure de ces lipides.

Les lipides ne contenant que des.O-acyl-esters, pas de plasmalo~
génes ni d'esters de cholestérol, sont facilement détruits soit par hydrolyse

acide ou alcaline, soit par méthanolyse directe.

Les lipides contenant des liaisons de type : acides gras—groupements
amides, tels que les sphingolipides, les lipopolysaccharides et les N-acyl-—
aminoacides, nécessitent des conditions d'hydrolyse plus drastiques que les

O-acyl-esters. Deux modes d'hydrolyse (alcaline et acide) seront proposés.

L'hydrolyse alcaline préconisée par KARLSSON (1968, T32 ; 1969, T30
1973, T3-T31) est moins utilisfe (MORNSON, 1969, T12) que 1l'hydrolyse acide
(BARTSCH, 1970, T6 ; COLES-FOOTE, 1974, T33 ; GAVER-SWEELEY, 1965, T22 ;
HARWOOD-JAMES, 1975, T9 ; HIGASHI-HORI, 1968, T13 ; NAOI et coll., 197hk, T21 ;
SUGITA et coll., 1974, T8 par exemple). )

Quatre types de réactife acides peuvent assurer la destruction des
glycosphingolipides et libérer quantitativement les bases, oses et acides
gras soit :
~ un réactif anhydre obtenu en faisant barboter du HC1l gazeux dans du méthanol
enhydre ;
- un réactif HC1, 1N - CH_OH agueux cbtenu par dilution 4'lCl concentré
(8,55 ml) dans du wméthaiol (gsp 100 ml) ;
- un réactif HCl, 1N -~ CH,CH contenant 10 M d'H,0 (GAVER-SWEELEY , 1965, T22) ;
2 o

- un réactif HCL, 2N - CH,OH (SWEELEY-MOSCATELLT, 1959, T3h).

2
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FIGURE

SCHEMA DES EXTRACTIONS SELECTIVES POUR L'IDENTIFICATION

DES CONSTITUANTS DES GLYCOSPHINGCLIPIDES.
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la présence d'eau dans le réactif d'hydrolyse augmente le rendement

de cette hydrolyse.

Ainsi nous avons préféré la technique préconisée par GAVER et SWEELEY
(1965, T22) car elle libére la totalité des bases et minimise la production
d'artéfacts indésirables telles la formation de 3-0 méthylsphingesine et celle

de la 5-0 méthyl A_ sphingosine.

3

MATERIEL ET METHODES

1 - Réactif d'hydrolyse :
Solution d'acide chlorhydrique dans du méthanol agueux, préparé comme suit :

~ HCL concenthl...cveeneeecoesnenansces 8,6 ML
- Ba dAATALLEL . vt ennnnnnnasennees 9,4 b
c MBARANOL . e et e eie e iiianenannanae. 100 mE qap

Obtention d'une solution HC1 1M contenant 10 M d'eau.

2 - Protocole cpératoire :
Deux mg de GSL sont repris par 1 ml du réactif d'hydrolyse.
L'hydrolyse se fait & 70°C pendant 18 & 23 heures sous atmosphére d'azote.

Au terme de 1l'hydrolyse, les &chantillons sont refroidis jusqu'ad la tempéra-
ture ambiante, ce qui permettra aprds extractions sdlectives (figure 76) les

analyses ultérieures par chromatographie en phase gazeuse.
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FIGURE T7
PROTOCOLE D'ANALYSE DES ACIDES GRAS CONSTITUTIFS DES
GLYCOSPHINGOLIPIDES )
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FICHE 11 . PREPARATION DES ESTERS METHYLIQUES D'ACIDES GRAS

’

INTRODUCTION

L'identification et la répartition des acides gras des différentes
classes de lipides se font sous forme d'esters méthyligues par chromatographie
gaz-liquide. La fixation d'un groupement méthyle sur la fonction acide des aci-
des gras par une liaison ester, permet d'abaisser la tempfrature de vaporisation
de ces composés et de diminuer les effets d'adsorption sur le support imprégné

de phase stationnaire.

Des deux méthodes proposées qui conduisent a la prépsration des esters

méthyliques d'acides gras
- 1'une comprend une ssponification suivie d'une méthylation ;

- 1'autre, permet d'obtenir directement par transestérification, les esters
P . ~ - . .
méthyliques a partir des lipides. Nous avons retenu la seconde.

La transméthylation en effet plus rapide est réalisde en quelgues

minutes par action de la température sur les lipides en présence

- de diazométhane en solution dans le mélange méthanol éther ;
- de mfthanol-HC1l gazeux (HOSHI et coll., 1973, T36 ; CREELEY, 1974, T36) ;

de méthanol—trifluorure de Bore (BF 3) (METCALFE-SCHMIDT, 1961, T38 ;
METCALFE et coll., 1966, T39 ; MORNSON-SMITH, 1964, Th0) ;

- de mfthoxyde de sodium (METCALFE et coll., 1966, T39) ;
de méthanol—-trichlorure de Bore (BC13) (KLOPTENSTEIN, 1972, T37).

|

Cependant, afin d'éviter 1'instabilité de ces réactifs et la produc-—
tion d'artéfacts (DAWIDOWICZ-THOMPSON, 1971, Th1 ; JOHNSON et coll., 1976, TL2
KISHIMOTO-RADIN, 1965, TL3 ; LOUGH, 1964, Thh), nous avons opté pour une#ﬁngns-
méthylation par le mélange méthanol—HQSOh bien que cette derniére techniéﬁé’

soit plus longue.



FIGURE T8

SEPARATION ET PURIFICATION PAR CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE

DES ESTERS METHYLIQUES D'ACIDES GRAS
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METHODES

Les diverses étapes sont schématisées dans la figure 77 .

1 - Extraction :

Aprés-hydrolyse selon le protccole déerit (ef. fiche 9), les acides gras libé-
rés ne sont que partiellement estérifiés. Ils sont donc extraits sélectivement

par 3 fois 3 ml de n-hexane en vue de subir une transestérification.

2 - Transestérification :

Les acides gras contenus dans le n-hexane sont évaporés 3 sec, et repris ensuite

par 3 ml de méthancl additionnés de 10 gouttes d'acide sulfurique concentré.

La transméthylation se déroule 4 T0°C pendant 2 heures.

Aprés refroidissement, les esters méthyliques d'acides gras sont transvasés
dans une ampoule & décanter avec 3 ml d'heptane et 3 ml d'eau distillée. Apres
agitation et déphasage, la phase supérieure heptanoique est filtrée sur sulfate
"de sodium dnhydre, puis évaporée. Ies esters méthyliques sont repris par 50 ul

de chloroforme en vue d'une purification sur gel de silice.

3 = Purification des esters méthyliques :

La transméthylation n'étant jamais compléte, un faible pourcentage d'acides
gras ne sont pas méthylés puisqu'il s'agit d'un &quilibre, il est donc indis-
pensable d'éliminer ces composants ainsi que les éventuels contaminants pro-
venant des solvants utilisés. Pour ces raisons, il convient de purifier les

esters méthyliques par chromatographie sur couche mince.

Les esters méthyliques en solution dans le chloroforme sont déposés sur des

plagues de gel de silice G activées 10 minutes & 110°C.
Le solvant de migration est le benzéne.

Apr8s migration, les fractions sont révélées par pulvérisation d'une solution
de Rhodamine 6G. Le spot correspondant aux esters méthyliques repéré gréggga
1'utilisaticn de témoins (figure T78) est gratté. Le gel de silice est déé@éég
dans une petite colonne & chromatographie dont 1l'extrémité inférieure estngar“

nie de laine de verre.
Aprés évaporation, les escers sont repris par le sulfure de carbone et analysés

par chromatographie gaz-liquide.
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FICHE 12 : ETUDE DE LA COMPOSITION EN ACIDES GRAS PAR CHROMATOGRAPHIE
GAZ-LTQUIDE : '

MATERIELS

La composition en acides gras des différentes fractions de GSL a &té
réalisée sur un appareil Varian 1800, €quipé d'un détecteur 3 ionisation de

T1amme .

Deux types de colonnes peuvent &tre utilisées.

- Une colonne de type standard en acier inox, de 3 métres de long et 3 mm de
diamétre, remplie de diéthyléne-glycol-succinate (DEGS) & 10 % en poids sur
un support inerte (chromosorb W) de granulométrie 60/80 mesh AW. L'snalyse
s'effectue a8 176°C, les températures de l'injecteur et du détecteur sont res-
pectivement de 210°C et 220°C environ. Le débit du gaz vecteur (azote R) est

de 25 ml/minute 3 la sortie de la colonne.

- Une colonne capillaire en acier inox de 50 métres de long et 0,5 mm de dia-
métre, remplie de Carbo-wax 20 m. Les températures de l'injecteur et du détec-
teur sont respectivement de 250°C ; la colonne est stabilisée & 220°C. L'azote R
est admis 8 la pression de 0,3 bar & l'entrée de la colonne. Ce type de colonne
permet l'analyse de trés faibles quantités d'esters méthyliques. Le pouvoir de
résolution meilleur et le temps d'analyse réduit permettent l'analyée d'acides

gras trés longs tel que l'acide lignocérique (C24 : 0) et nervonique (C24 : 1).

IDENTIFICATION DES ACIDES GRAS

L'identification de tous les acides gras reste un probléme difficile
a résoudre : aucune méthode prise séparément ne permet d'identifier avec cer~
titude tous les acides gras. L'utilisation simultanée des principales méthodes

permet cependant d'identifier la plupart de ces acides gras.
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1 - Comparatison des temps de rétention :

Cette méthode est classique et rapide. Il suffit de comparer les temps de réten-
tion des pics inconnus, avec ceux obtenus pour les esters méthyliques d'acides

gras témoins commerciaux.

Pour un type de colonne, le temps de rétention absolu évolue avec le temps. Le
temps de rétention relatif, par rapport & 1'acide stéarique (C18 : 0) est cons-

tant pour un type de phase stationnaire, de température et de débit d'azote.

2 - Comparaison des temps de rétention obtenus sur des phases de
polarité différente : :
Sur une phase polaire (DEGS), le présence d'une double liaison dans la molécu-
le d'acide gras augmente l'adsorption sur la phase stationnaire d'ol une éléva-
tion du temps de rétention par rapport 3 l'aéide gras saturé de méme longueur
de chalne. Cette augmentation est d'autant plus importante que le nombre de
doubles liaisons est plus élevé et que la position de 1l'une d'elles est plus

proche de 1l'extrémité méthyle de la chaine.

-Sur le carbo-wax 20 M, tous les acides gras d'une méme série (saturées et in-
s &

saturés) sortent avant les acides gras de la série suivante.

Sur les DEGS 1l'acide linolénique (18 : 3) et l'acide arachidique (20 ont

0)
des temps de rétention quasi-identique., alors qu'ils sont parfaitement séparés
3 . q T p

sw Carbo-wax 20-M.

L'utilisation simultanée des deux types de phase et la comparaison des temps
de rétention relatifs permettent d'identifier les acides gras 3 24 et 22 atomes

de carbone saturés ou non.

3 = Relations entre les temps de rétention et le nombre d'atomes de
carbone (figure T9 )
I1 existe pour les acides gras homologues d'une méme série une relation linéai-~
re entre les logarithmes décimaux des temps de rétention et le nombre d'atomes

de carbone des molécules.

Sur une feuille de papier semi-logarithmique nous portons en &gbcisse le nombre
de carbone de la chaine (&chelle métrique) et en ordonnée le temps de rétention
(échelle logarithmique). Ainsi, pour chaque série homologue d'acides gras, nous

obtenons une drocite et les droites traces sont paralléles.
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Il est possible ainsi, & l'aide des temps de rétention de deux acides gras con-—
nus sur un chromatogramme et appartenant § la méme série homologue, de tracer
une droite et ensuite de déterminer les temps de rétention théorique des autres

acides gras de la série et de les comparer & ceux des pics inconnus.

4 ~ Méthode utilisant les longueurs équivalentes de chatne carbonée
ECL :
Comme par la méthode précédente, on.trace la droite joignant les points obtenus
en portant en abcisse le nombre d'atomes de carbone des acides gras saturés et
en ordonnée les logarithmes des temps de rétention. Puis en utilisant les temps

de rétention des acides

- oléique CI18 Two
- Lincléique C1§ 2 W64
- Linolénique C18§ 3Ww3

on détermine sur le graphique la longueur &quivalente de chalne carbonée pour

les trois types de doubles liaisons W9, W6 et W3

- 1'acide oléique poss&de 1 double liaison en W9
- l'acide linoléique posséde 1 double liaison en W6 et une en W9

- l'acide linolénique poss@de 1 double liaison en W3, une en W6
et une en W9. '

ACKMAN et coll. (1973, Th5) supposent que., lorsqu'un acide gras contient plu-
sieurs doubles liaisons, la waleur ECL de 1l'ensemble de celles-ci est égale &
la somme des valeurs obtenues pour ces doubles liaisons prises individuellement.
Ils admettent également gque si un acide gras posséde plus de 3 doubles liaisons,
les autres situfes entre la liaison en W et 1l'extrémité carbonyle sont affec-—

tées de la valeur ECL de la double liaison WO9.

Pour le calcul, on porte le temps de rétention de l'acide cléique en ordonnée
et on obtient en abcisse sa longueur équivalente de chalne. Par différence
avec celle de l'acide saturé correspondant (stéarique) on en dédduit la valeur
ECL de la double liaison W9. Connaissant cette valeur, et en opérant de la

méme facon, on déduit la valeur de la double liaison en W6 puis en W3.

51 on veut déterminer la nature d'un pic inconnu, on détermine son temps de
rétention et au moyen de la droite précédente, on obtient sa longueur équi-

valente de chalne carbonée. Puis par différence avec l'acide gras saturé
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précédent sur le chromatogramme, on déduit 1l'incrément 4G & la somme de ses
doubles liaisons. L'incrément est composé & 1l'aide des valeurs ECL des 1liai-
sons W3, Wb et W9. Des hypothésés sur le nombre et la position des doubles
liaisons sont formulées. Selon les résultats obtenus par d'autres méthodes

d'identification, il convient de choisir 1'hypothése la plus probeble.

5 - Hydrogénation :

La comparaison des chromatogrammes avant et aprés hydrogénation permet de pré-
ciser la longueur de chalne des acides gras et notamment celle des acides gras

insaturés.

" EVALUATION DU POURCENTAGE DE CHAQUE ACLIDE GRAS

Cette &valuation peut €tre effectufe par 1l'une des trois méthodes

suivantes. Les paramcétres servant 2 cette évaluation sont définis figure 10

1 - Triangulation :

Les courbes de GAUSS sont assimilées 4 des triangles en utilisant les tangen-
tes au point d'inflexion (Triangle ADF et ILN), la surface du pic est expri-

mée par la formule

hauteur x base

2
2 - Mesure de la largeur du pic 4 mi-hauteur et en multipliant pa
la hauteur : .

Les hauteurs des pics (BE - JM) sont mesurées et les valeurs 0,5.h (EH et MP)
sont marquées perpendiculairement au sommet de chaque pic. La largeur a la mi-

hauteur (CG — KQ) est mesurée en millimStre.

sunface du pic = BE x CG

Cette méthode, théoriquement précise, est inemployable pour les pics rapides

dont les largeurs sont trés faibles.
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3 = Par le produit temps de rétention absolu que multiplie la
hauteur du pie :
Cette méthode dépend du fait que la largeur du pic est une fonction linéaire

du temps de rétention.

La détermination des surfaces des différents pics se fait par la mesure des
hauteurs de pic (BE - JM) en millimStre et par la mesure des temps de rétention

(OE - OM) en millimdtre également.
surnface du pic = BE x OM

Cette méthode est rapide et précise.

Ies proportions relatives des différents acides gras sont exprimfes en calcu-
lant le pourcentage des surfeces de chaque pic par rapport a la surface totale
des pics retenus. Les résultats sont exprim®s en pourcentage d'esters méthy-—

liques.

Aucune méthode de mesure n'est parfaite, et 1'évaluation des pics trds aplatis

est entachée d'erreurs importantes.

"les compositions en acides gras présentées ont été réalisées sur colonne de
DEGS. Chaque analyse est le résultat moyen de trois injections. L'identifica-
tion des acides gras a été réalisée en comparant les temps de rétention, en
utilisant les relations entre temps de rétention et longueur de chaine et par-
fois les ECL. L'évaluation des pourcentages est réalisée par la multiplication

du temps de rétention par la hauteur du pic.
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FICHE 13 : ETUDE DE LA COMPOSITION EN BASES A LONGUE CHAINE (LCB)
DES GLYCOSPHINGOLIPIDES _ '

INTRODUCTION

La présence de bases & longue chalne dans les hydrolysats acides de
GSL a été démontrée par CARTER. Et, par la suite, les travaux de CARTER et de
KARLSSON ont conduit & la classification de ces composés. L'analyse de ces

bases impose l'identification des bases par

- 1'évaluation de la longueur de la chaine carbonée ;
- la mise en évidence de 1l'existence de doubles liaisons ;

- la détermination de la position des branchements.

Ces bases peuvent étre identifiées par des analyses en chromatogra-
phie sur couche mince dans divers solvants et par chromatographie en phase
gazeuse (WEISS, 1967, T23).

L'instabilité de ces bases, au cours de 1'hydrolyse et apres, nous
a conduit & retenir le protocole expérimental suivant et schématiquement il-

lustrée par la figureT11.

1 — libération des bases selon GAVER (1965, fiche 9) ;

2 - transformation en DEP-Dérivés qui stabilisent les bases, puis éfudes chro-
matographiques de ces DNP-Dérivés en couche mince et purification ;

3 - oxydation par le tétraacétate de plemb des DNP-Dérivés en aldéhydes puis
analyses chromatographiques en couche mince et en phase gazeuse ;

L - oxydation par le permanganate de potassium des aldéhydes en acides gras,
et analyses chromatographiques en phase gazeuse.

LIBERATION DES BASES A LONGUE CHAINE SELON GAVER o

Pour les raisons précédemment décrites (fiche 9), nous avons choisi
les conditions d'hydrolyse qui assurent la libération de la totalité des bases

et qui produisent le minimum d'artéfacts.



FIGURE T12

SEPARATION PAR CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE DES DERIVES
DINITROPHENYLES DES BASES A LONGUES CHAINES
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Aprés -une hydrolyse acide afin de respecter la configuration des ba-

ses, les GSL sont coupés en :

~ esters d'acides gras ;
- bases & longue chaine (ICB) ;

- sucres.

Les acides gras sont extraits dans un premier temps par le n-hexane
(3 fois 3 ml) puis analysés en CPG. La phase méthanolique inférieure contient

les sucres et les bases (ILCB).

Les ICB sont extraites sélectivement par 4 volumes de diéthyl-&ther

aprés alcalinisation du milieu jusqu'a pH 11, par addition de soude 1N.

Les ICB contenues dans le diéthyl-éther sont &vaporées & sec en vue -

de la dinitrophénylation.

ANALYSES DES BASES SOUS FORME DE DNP-DERIVES

1 - Obtention des DNP-Dérivés des bases (KARLSSON, 1970, T24 ;
KARLSSON et coll., 1968, T46) : A

Les ICB (5 mg) sont reprises par 1 ml de méthanol contenant 5 ul de 1 fluoro-
2.4-dinitrobenzéne. Aprés addition goutte & goutte de 4 ml de tampon borate

de K de pH 10,5, la dinitrophénylation se poursuit & 60°C pendant 30 minutes.
3 CH3OH et H,0 jusgu'a obtention

de concentrations finales en CHC13~CH3OH—-H20, 8-4-3 (v/v/v). Les LCB-DNP déri-

vés contenus dans la phase inférieure sont récupérés en vue d'une purification

Le déphasage est assuré par addition de CHC1

et d'une identification per chromatographie sur couche mince.

2 - Purification des DNP-Dérivés des bases (KARLSSON, 1970, T24 ;
KARLSSON et ccll., 1968, T46)
La dinitrophénylation procure des avantages certains comme la perte minimale
des composants causée par dégradation, réarrangément ét condensation des bases-
aprés le clivage de la liaison amide. Cependant, les DNP-Dérivés des bases -
doivent €tre purifides par chromatographie sur acide silicique afin d'éliminer

les impuretés et les excés de réactifs et de séparer les bases des bases
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5-hydroxylées. Un essai de purification des bases témoins par chromatographie
sur colonne d'acide silicique nous a permis de tester la méthode. Pour cela,
les tubes & chromatographie sont remplis avec 2 g d'acide silicique &quilibré

dans le mélange solvant diéthyl &ther - hexane 3/7 (v/v).

La séparation chromatographique est assurée par le passage successif des sol-

vants suivants

- digthyl ether/hexane 3/7 (v/v) 1p
- disthyt ethen/hexane  3/3  (u/v) 2p
- diethyl éthenf/hexane 3/1 (v/v) 3p

8 raison d'un volume &luant de 20 ml/grammes d'acide silicique.

- 1la fraction 1 correspond aux impuretés (excés de réactifs, ete...) ;
- la.fraction 2 contient les DNP-Dérivés des bases ;

- 1la fraction 3 contient les 5-hydroxy DNP-Dérivés des bases.

Mais les trés faibles concentrations en bases présentées par notre matériel,
ne nous a pas permis d'appliquer cette méthode de purification par chromato-
graphie sur acide silicique, ainsi testée pour des bases témoins. Nous avons
‘done utilisé la chromatographie en couche mince pour analyser et purifier les

DNP-Dérivés.

3 - Analyse et purification par chromatographie en couche mince des
DNP-Dérivés des bases (KARLSSON-MARTENSON, 1968, T46)
L'identification des DNP-Dérivés des bases peut se faire par chromatographie

en couche mince.

Les DNP-Dérivés peuvent étre séparés en di-hydroxy-dérivés saturés ou insatu-
rés et en tri-hydroxy-dérivés, par chromatographie en couche mince sur gel de

~

silice G contenant 2 % de borate de Na et activé 30 minutes a 120°C.

La migration est assurée par le mélange solvant chloroforme-n hexane-méthanocl
dans les proportions 50-50-20 (v/v/v), la dinitrophénylation colorant les

ICB en jaune, aucune révélation n'est nécessaire. Les bases hydroxylées satu-
rées migrent le plus loin, suivie par les bases di-hydroxylées insaturées, puis

par les bases tri-hydroxylées (figure T12).

Aprés grattage des taches individuelles, les DNP-Dérivés des bases ainsi puri-

fiées, sont élués quantitativement par le méthancl.
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ANALYSES DES BASES DINITROPHENYLEES SOUS FORME D'ALDEHYDES

1 - Oxydation des DNP-Dérivés en aldéhydes par le tétra—acétate
de plomb (SUGITA et coll., 1376, T47) :

—- Généralités. Les estimations microanalytiques de la sphingosine et des com-
posés homologues reposent sur

a) 1'oxydation des bases purifiées, en aldéhydes et 1'analyse de
ces aldéhydes homologues par chromatographie en phasé gazeuse. Plusieurs réac— -
tifs ont &té proposés
- 1'acide périodique en milieu alcoolique (SWEELEY et coll., 1969, Ti8) ;
~ le tétra-acétate de plomb (KARLSSON-STEEN, 1968, T32 et SUGITA et coll.,

1976, ThLT).

b) 1l'oxydation des aldéhydes en acides -gras homologues et analyse

des acides gras par chromatographie en phase gazeuse. L'oxydation est alors

réalisée par le permanganate (WEISS, 1967, T23).

¢) la réduction des aldéhydes en alcools homologues et analyse par

chromatographie en phase gazeuse.

Nous avons choisi d'oxyder les DNP-Dérivés des bases par le tétra-acéltate de

Pb et d'analyser les aldéhydes homologues formés.

Au cours de 1l'oxydation par le tétra—acétate de plomb, les bases tri-hydroxy-

1lées perdent trois atomes de carbone, tandis que les bases di-hydroxylées n'en

perdent que deux. Ainsi

- la phytosphingosine (t18 : 0) donne naissance 3 un penta-décanal saturé en
C15 : 0) ;

- la sphinganine (418 : 0), & un hexadécanal saturé en C16 : O ;

- et la sphingosine (318 : 1) & un hexadécanal en C16 : 1.

De plus, une base di-hydroxylée (par exemple di8 : 0) et une base tri-hydroxy-
lée possédant un atome de carbone supplémentaire (t19 : 0), conduisent aprés
oxydation par le tétra-acétate de plomb, au méme aldéhyde (dans ce cas & un

héxadécanal C16 : 0).



FIGURE T14

IDENTIFICATION PAR CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE DES ALDEHYDES
DERIVES DES BASES A LONGUES CHAINES : DIAGRAMME TEMOIN
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- Mode opératoire. 2 mg de bases sous forme de DNP-Dérivés sont repris par

0,1 ml de benzéne contenant 30 mg de tétra-acétate de plomb. L'oxydation se

déroule & 50°C pendant 1 heure.

Aprés refroidissement, 5 ml d'eau distillée sont ajoutés au milieu réaction-
nel, ainsi que 5 ml de n-hexane. Aprés agitation et déphasage, les aldéhydes
i longue chaine, solubles dans le n-hexane sont recueillis et analysés par chro-

matographie enm couche mince et en phase gazeuse.

2 — Analyse des aldéhydes par chromatographie sur couche mince
G. VAN DESSEL (1877, T49)
La séparation chromatographique sur couche mince des aldéhydes 3 longue chaline
dérivants des bases dinitrcphénylées, est réalisée sur plaque de gel de silice G
(fiche n® 5), dans le systéme solvant : n-hexane / diéthyléther / acide acdtigue

dans les proportions : 90/10/1 (v/v/v).

Ies aldéhydes libres, ainsi que les cétones et les plasmalogénes apparaissent
en jaune aprés pulvérisation des plaques avec le réactif 3 la 2-4 dinitrophé-

nyl-hydrazine, et léger chauffage a 120°C.

La séparation des aldéhydes se fait en fonction de la longueur de chalne et du

degré de saturation (figure 713.

~ Mode opératoire.

-~

. plagues de gel de silice G (fiche 5) activées une heure 3 120°C ;
. solvant : n-hexane/diéthyléther/acide acétique, 90/10/1 (v/v/v) :

. réactif de révélation : solution de 2-4 dinitrophényl-hydrazine
a 0,4 % dans HC1 2N ;

. distance de migration : 13 cm.

8 - Analyse des aldéhydes d longue chaine par chromatographie en
phase gazeuse

ILes aldéhydes &4 longue chalne peuvent €tre séparés par chromatographie en
phase gazeuse sans conversion préalable en wn autré dérivé, en utilisant di-
vers types de phase tels gue par exemple )

- SE 30 & 3 % sur chromosorb W-AW DMCS

- DEGS & 15 % sur chromosorb W-H MDS 80-100 mesh

- EGSSX & 5 % sur Gas chromosorb § 80-1CO mesh.
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a) Conditions opératoires. L'analyse par chromatographie en phase gazeuse &

2

été réalisée sur un appareil Varian muni d'un détecteur & ionisation de flam-
me. La séparation chromatographique est effectufe sur une colonne standard en
inox, remplie de diéthyléne-glycol-succinate (DEGS) & 10 % en poids sur un sup-

port inerte de chromosorb-W de granulométrie 60/80 mesh AW.

lLa température de la colonne est deb150°C, celle de l'injecteur de 170°C et
celle du détecteur de 190°C.

le débit du gaz vecteur (azote R) &tait de 19-20 ml/mn en téte de colonne.

b) Identification des aldéhydes i longue chalne. L'identification des aldéhy-

des 38 longue chalne, comme celle des acides gras est un probléme difficile a
résoudre.

~ la comparaison des temps de rétention des pics inconnus avec ceux '
obtenus en utilisant des aldéhydes commerciaux est parfois impossible. En effet,
les aldéhydes témoins ne sont pas tous commercialisés, et il faut les synth&ti-
ser 3§ partir, par exemple, des acides gras homologues.

Nous avons utilisé comme témoins, les aldéhydes & longue chaine pro-
venant de 1l'oxydation par le tétra-ac®tate de plcmb des bases a longue chalne

du commerce.

le pentadécanal C15 : O provient de la phytosphingosine t18 : 0 ;
~ le pentadécanal C15 : 1 provient de la déhydrophytosphingosine t18 : 1 3

1'héxadécanal C16 : 0 provient de la sphinganine d18 : 0 ;

1'héxadécanal Ci6 : 1 provient de la sphingosine 418 : 1.

- il existe également, pour les aldéhydes & longue chalne, une rela-
tion linfaire entre les logarithmes décimaux dés temps de rétention, et le nom-
bre d'atomes de carbone contenus dans la molécule. Cette relstion est analogue
a4 celle qui existe pour les acides gras homologues (fiche n® 11). Cependant
la longueur de chaine €quivalente & ume doublé liaison est difficile & définir.

De plus, contrairement au comportement des acides gras sur le méme
support, les composés en C15 (saturés ou non) ne préc&dent pas les composés
en C16 (saturés ou non). Ie pentadécanal est caractérisé par un temps de réten-
tion intermédiaire entre celui de héxadécanal et celui de 1'héptadécanal comme
1'illustre la figure T14 représentant un chromatogramme t€moin.

Cette difficulté rend nécessaire la confirmation de ces identifica-

tions par 1l'emplei d'une autre technique.
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¢) Evaluation du pourcentage de chague aldéhyde, Cette &valuation peut &tre

effectude comme pour les acides gras
-~ soit par triangulation ;

- soit par le produit de la largeur du pic 4 mi-hauteur, par la
hauteur du pic ;

- soilt finalement par le produit du temps de rétention absolu par
la hauteur du pic. ' ' :

C'est cette troisidéme méthode que nous avons appliquée.

d) Conclusions. L'identification des bases sous forme d'aldéhydes présente un

grand désavantage Al & l'instabilité particuliére des aldéhydes.

Fn effet, les aldéhydes et plus particuliérement les aldéhydes a chaine courte,
se condensent et se polymérisent en diméres et triméres qui sont relativement

non volatils . Cette polymérisation est accélérée en milieu alcalin.

La trensformation des bases 3 longue chaine en aldéhydes homologues et 1'analyse
des aldéhydes par chromatographie en phase gazeuse doivent &tre réalisées treés

rapidement afin d'éviter cette polymérisation.

Le deuxiéme probléme concerne l'identification des aldéhydes dont la chafine
carbonée est désaturée. Cette identification ne peut €tre réalisée que par
1'emploi simultané de plusieurs techniques. Les aldéhydes vont donc &tre trans-—

formés en produits volatiles stables :

- soit sous forme de diméthyl-acétal

RCHO + 2CH,0H —m=R - C + H0
(#") H

- soit sous forme d'alcool

- soit sous forme d'acidesgras
identifigbles par chromatographie en phase gazeuse.

Pour des raisons techniques (identité de colonne) nous avons opté pour la

transformation des aldéhydes a4 longue chalne en acides gras homologues .
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ANALYSE DES BASES SOUS FORME D'ACIDES_GRAS

Le passage des aldéhydes provenant des bases & longue chaine consti-
tutives des GSL, en acides gras homologues se fait par oxydation au permanga-

nate de potassium.

Cette oxydation peut avoir lieu :
- soit directement sur le mélange d'aldéhydes ;

~ soit aprés hydrogénation catalytique.

Au cours de cette oxydation, les aldéhydes désaturés sont en général

partiellement détruits.

5i 1l'oxydation a lieu directement sur le mélange, l'analyse par chro—
matographie en phase gazeuse permet de confirmer 1'identité des aldéhydes, mais

seuls les aldéhydes saturés peuvent &tre dosés.

Aprés hydrogénation catalytique et oxydation, 1'identification repose
sur 1'étude de la disparition des pics correspondants aux aldéhydes désaturés

et par le dosage des aldéhydes saturés.

Nous avons oxydé directement les aldéhydes & longue chaine afin de

confirmer la nature des bases constitutives des GSL.

1 - Oxydation des aldéhydes en acides gras (SLOMIANY-HOROWITZ, 1970,
T50) :
a) Réactifs.
- solution saturée de KMNO),
- solution saturée de NaHSO3 ;
soude 0,2 N ;
H2SOh RP.

1

b) Mode opératoire. Les aldéhydes sont séchés sous un courant d'azote 3 30°C.

Ils sont ensuite remis en suspension dans 0,3 ml de NaOH 0,2 N.

Aprds addition de la solution de KMNO), jusqu'a persistance de la coloration
{ 0,3 ml) et agitation vigoureuse pendant 5 minutes; le milieu réactionnel

est acidifié par addition de 0,1 ml d'H2SOh RP.
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La solution est ensuite décolorée par addition progressive de NaHSO

0,4 m). : '

53 (0,3 -

Aprés filtration si nécessaire, sur filtre Whatman n® 1, les acides gras sont

extraits par le di€thyl-&ther (3 x 1,5 8 2 ml).

Les acides gras contenus dans le diéthyl-&ther sont évaporés 3 sec et analysés

par chromatographie en phase gazeuse.

2 - Analyse des actdes gras :

Cette €tape nécessite préalablement :
-~ une étape de transestérification (fiche n® 10) ;

-~ une &tape de purification des esters méthyliques d'acides gras
(fiche n® 10) par chromatographie sur couche minece ;

- une injection sur colonne de DEGS 3 10 % en pcids sur support de

chromosorb (fiche n® 11).

lLes résultats de cette étape confirment les résultats obtenus avec les aldé-

hydes.
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FIGURE T16

IDENTIFICATION PAR CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE DES OSES
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FICHE 14 : ETUDE DE LA COMPOSITION EN OSES DES GLYCOSPHINGOLIPIDES

B. FOURNET ot colf. - Biochimie, 1975, 5%, 161-165 (T51)

L'analyse de la copule glucidique des glycosphingolipides a été réa-—

lisée dans le laboratoire de Monsieur FOURNET que nous remercions vivement.

Cette analyse nécessite trois &tapes
- méthanolyse ;
- trifluoroacétylation ;

- étude par chromatographie en phase gazeuse.

1 - Hydrolyse des GSL :

Aprés hydrolyse des GSL et extraction des acides gras, la phase inférieure
méthanolique est neutralisée par addition d'acétate d'argent (100 mg) et les

oses extraits par le méthanol.

2 - Méthanolyse : FOURNET (1975, T51)

Comme 1'indique le schéma T15 les oses libres provenant de 1'hydrolyse des GSL
purifiés, et certains GSL natifs purifiés vont &tre soumis & une &tape de

méthanolyse.

&
250 ug de carbohydrate et 50 g de méso-inositol Jjouant le role de témoin
interne, sont introduits dans un tube en pyrex (Sovirel 92 Levallois Perret
France) puis sont lyophilis€s et dess&chés toute une nuit dans un dessicateur

sur P2O3.
Ie résidu est repris par 2 ml d'HC1 0,5 M en solution dans du méthanocl anhydre.
Les tubes sont scellés et laissés 24 heures & 80°C.

Ie méthanolysat est ensuite refroidi et sé&ché sous courant d'azote & 50°C.
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3 = Trifluoroacétylation ; FOURNET 1975 (T51) :
L'échantillon sec est repris par 200 pl de dichlorométhane et 200 pl d'anhy-
dride trifluoroacétique.
La trifluoroacétylation se déroule & 150°C pendant 5 minutes sur bac 3 sable.

Apré€s refroidissement, les tubes sont replacés 5 minutes dans le bacr & sable.

Apr&s un nouveau refroidissement, le mélange est prét a €tre analysé par

chromatographie en phase gazeuse.

4 - Chromatographie en phase gazeuse :

les dérivés trifluorcacétylés des O-méthylglycosides sont chromatographiés
sur une colonne en verre (0,3 x 300 cm) remplie avec 1'0V 210 & 5 % (p/p) sur

Varapot 30.

L'appareil utilisé est un Varian a€rograph mod€le 2100 muni d'un détecteur a

ionisation de flamme.

~ -~

La programmation de la température se fait de 110° & 210° a raison de 1 degré

par minute. Le d8tit de l'azote vecteur R est de 7,5 ml/mn.
La figure T16 présente les diagrammes témoins des oses.

Les concentrations en oses sont calculées par rapport au mésoinositol qui sert

de témoin interne.
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