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I N T R O D U C T I O N  

- LES GLYCOSPHTNGULTPIOES - 

Les glycosphingolipides forment une c lasse  de l i p i d e s  ca rac té r i sés  

par une graxi& complexité s t r uc tu r a l e  mais aussi  par l e  caractère  énignatique 

de l e u r s  fonctions (d 'où î lé tymologie  de l e u r  nom). 

Les méthod-es de fractionnement, de chromatographie en phase gazeuse 

e t  de spectroscopie de masse, ont  démontrs l a  grande hétérogénéité de ces 

l i p i d e s .  Cette hétérogénéité repose en e f f e t  su r  l a  juxtaposit ion dms l eu r  

molécule, de 3 cons t i tua r~ ts  : sphingosine ou base à longue chaîne (LCB : di01 

&né ou l fm de ses  analogues), acides gras ( A G )  e t  hydrates de carbone 

(sauf dans l e s  céramides). Cette complexiti s t ruc tura le  e s t  accrue par l a  va- 

r i a b i l i t é  de ces const i tuants  e t  par  l a  présence de divers résidus sulfuri.ques 

ou phosphoriques. 

Les glycosphingoli.pides ont  été i d e n t i f i é s  chez l e s  vggétaux par  

CARTER (1969). Un grand pas dans la connaissance de ces composés e s t  apporté 

par  de nombreux travaux qui  s ' a t t a chen t  à élucider  l a  s t ruc tu r e  de l eu r  copu- 

l e  osidique (SIIAPIRO, 19691, l a  nature  des bases à longue chaîne (ICIZRLSSON, 
/ 1971) e t  également à d é f i n i r  l e u r s  eventuelles propr ié t6s  biologiques 

(RAPPO~?T e t  GRAF, 1969). 



1 -. GZycosphingo l ipides e t  s tructurs membrunaire : 

Si l ' impl ica t ion  de ces l i p i d e s  dans l a  s t r uc tu r e  des membranes vivantes e s t  

un f a i t  bien é t a b l i ,  il n'en e s t  pas  de même quant à l e u r  par t i c ipa t ion  aux 

mul t ip les  a c t i v i t é s  physiologiques reconnues aux membranes animales e t  végg- 

t a l e s .  Cependant, ces dern iè res  années sont marquées par  un grand progrès 

dans ce domaine de l a  b io log ie  où s ' e s t  imposé un nouveau mode Cie raisonne- 

ment pour l e s  biochimistes préoccupés par une meil leure connaissance de l ' é d i  

f i c e  moléculsire e t  des a c t i v i t é s  mem-ixanaires qui  l u i  sont  associées. I l s  

raisonnent en e f f e t  de p lu s  en plus en "fract ions  po l a i r e s  e t  apolaires" qui 

r é s u l t e n t  de l 'arrangement, de l a  d i s t r i bu t i on  des charges é lec t r iques  SIE 

un ensemble plurimoléculaire.  Ainsi ,  l a  l oca l i s a t i on  e t  l 'accümulation Ge ces 

l i p i d e s  aux "front ières"  des d i f f é r en t s  cowar.tj.ments in t racel lu la i , res  son t  

é t roi tement  dépendantes du caractère  amphipathique de l a  molécule lipidirple 

où " tê te"  e t  "queue" apo la i re ,  hydrophobe e t  l ipophi le  (acides gras ,  bases à 

longue chaîne) sont associées.  

2 - GZycosphingoZipides e t  propr7:étés membranaires : 

In té ressan te  dans l a  compréhension de l 'é tabl issement  des s t ruc tures  e t  de 

l ' a r c h i t e c t u r e  membranairss, l 'anïphipolari té des glycosphingolipides l e  s e r a  

également pour e x p l i c i t e r  l e u r  par t i c ipa t ion  d i r ec t e  aux diverses a c t i v i t é s  

qui  sont  reconnues aux membranes vivantes.  

Il e s t  bien é t a b l i  actuellement qu ' e l l e s  sont au centre  de l a  p lupar t  des 

grandsproblèmes physiologiques t e l s  l a  perrnéabilitg (riotamnent l a  

s é l ec t i ve  vis-à-vis des ions minéraux e t  des p e t i t e s  molécules, l e  t ranspor t  

a c t i f  e t  l e  contrôle des échanges), l a  p l a s t i c i t é ,  l ' ex tens ion ,  l ' adhés iv i té  

de l a  surface c e l l u l a i r e ,  l a  régulat ion ou La l imi ta t io i i  de l a  croissance, 

l a  biosynthèse des paro i s ,  l a  génération e t  l a  conduction de l ' i n f l u x  nerveux, 

de l ' information l o r s  de l ' i r r i t a b i l i t é  e t  de l a  reconnaissance. 

E l l e s  sont égalernent impliquées dans de nombreuses conversions de I. 'énergie 

lumineuse en impulrions é lec t r iques  ( r é t i n e )  ou en énergie chin~ique (chloro- 

p l a s t e s ) .  &f in ,  e l l e s  contribuent à diverses exocytoses e t  à e t a b l i r  l e s  

f r o n t i è r e s  des t e r r i t o i r e s  où sont loca l i s6es  l e s  enzymes au-tolytiques. 



Ces dernières  années, l a  par t i c ipa t ion  des glycosphingolipides semble détermi- 

nante dans l e s  p ropr ié tés  des membranes animales e t  notamment dans l e s  pro- 

p r i é t é s  mécaniques t e l l e  l a  p l a s t i c i t é , o u  plus  physiologiques t e l l e s  l ' e x c i t a -  

b i l i t é  e t  l a  conduction. I l s  semblent con t rô le r  l e s  propr ié tés  fondamentales 

de perméabil i té  l i é e  2u t ranspor t  a c t i f  des ions e t  par  conséquent à s a  sé- 

l e c t i v i t é .  La p l a s t i c i t é  des membranes e s t  i l l u s t r é e  par  l a  formation de 

vés icu les  qui  apparaîssent  par  exemple l o r s  du gonflement révers ible  des glo- 

bules rouges soumis à un choc osmotique ; ou après l ' i n s e r t i o n  d'une micr.061-ec- 

t rode par  l a  p o s s i b i l i t é  de meswer une di f férence de po t en t i e l  sans qu'aucune 

per turbat ion,  t e l  un cour t  c i r c u i t ,  n '  apparazsse; ou, enf in ,  l c r s  de l a  l i bé r a -  

t i o n  par  u l t rasons  des sous-unités l ipoprotéiques des membranes mitochondria- 

~ ~ S . ( G R E E N  e t  co l l . ,  1967). 

Dans tous ces exemples, l z  vés icu la r i sa t ion  e s t  responsable de la c i ca t r i s a -  

t i o n ,  e l l e  e s t  rendue poss ible  saris nu l  doute par  l a  présence des proté ines  

membranaires mais a ~ ~ s s i  grâce aux propr ié tés  l ub r i f i an t e s  des l i p i d e s  de ces 

membranes. Actuellement, des exseriences d 'électrophysiologie appliquées à 

l'axoplasme du nerf de Crabe impliquent expressément dans ce processus de 

réponse à 1 ' e x c i t a b i l i t é ,  l e s  glycosphingolipides membranaires . 

- INCOMPATZBlLITE DE FECONDATION - 

k s  mécanismes physiologiques qui  se  produisent en t re  l a  p o l l i n i -  

s a t i on  à l a  surface du stigmate e t  l a  fécon<latiori de l l ovu . e ,  reposent sur  

l a  reconnaissance du pol len par un stigmate ou UQ s t y l e ,  e t  su r  des échanges 

de substra.ts assurant  l a  germination e t  l a  croissance d'un tube pol l in ique qui 

amènera l e s  gamètes au sac  embryonnaire. Ces processus de reconnaissance, d'é- 

change e t  de mdtabolisrne a c t i f  sont scumis à des mécanismes rigoureux de 

contrôle  g6n6ti que s t r ic tement  dé f in i s  poim chacun des par tenaires  e t  chez 

t o u t e s  l e s  espèces. 



IR s t y l e  nous a paru représen te r  un excel lent  maté r ie l  pour analy- 

s e r  l e s  rappor ts  en t r e  glycosphingolipides totaux e t  glycosphingolipides neu- 

t r e s  e t  ces processus de reconnaissance, d'échange e t  de métabolisme a c t i f .  

ITn mécanisme d ' incompat ibi l i té  de fécondation e s t  en e f f e t  connu 

qui s e  t r a d u i t  pa r  l ' i n h i b i t i o n  dans l e  s t y l e  du tube pol l in ique formé, c ' e s t -  

à-dire par 1' a u t o s t é r i l i t é  de l ' i n d i v i d u  bien que l e s  deux par tena i res  soient; 

physiologiquement normaux. 

Une meil leure connaissance des mécanismes qui rég i ssen t  ].'auto- 

incompat ibi l i té  a é t é  t r è s  diversement envisagée, car l e s  démarches expgrimen- 

t a l e s  proposées r e f l è t e n t  l e s  d i f f é r en t s  courants de pensée de ce s i èc l e  : 

- appl icat ions  de techniques his tologiques  aux d i f fé ren tes  b u r i s r e s  à l a  f e r -  
t i l i t é  reconnues ; 

- appl icat ions  de méthodes de fractionnement e t  d l iden t i f i . ca t ion  3u.x d i f fé ren t s  
aspects du métabolisme après pollinisaki.cn compatible e t  incompatible ; 

- analyse des r e l a t i o n s  poss ibles  en t r e  surfaces po7-liniques e t  s t y l a i r e s  
a f i n  de mieux comprendre l e s  modalités de l e u r  reconnaissance e t  de l eu r  refus  ; 

- analyse également, des s t ruc tures  membranaires a f i n  de mieux comprendre quel- 
ques-unes de l e u r s  a c t i v i t é s  en p a r t i c u l i e r  dans l ' e f f e t  des utodif'ications de 
l a  perméabil i té  dès l e  s igna l  de reconnaissance ou dans l a  q u a l i t é  du t rans-  
f e r t  de ce s i gna l .  

C e  son t  ces d i f f é r en t s  aspects de l a  recherche appliquée à une meil- 

l e u r e  compréhension du processus de l 'autoincompat ibi l i t6  de fécondation que 

nous a l lons  résumer c i -après .  

1 - DEFINITION DES BARRIERES DE FECONDATION 

L ' i n c o q a t i b i l i t é  de fécondation e s t  t r è s  répandue chez plus de 

3000 espèces végéta les  appartenant à 350 genres dis t r ibuées  dans environ 

70 famil les  (GAGNIEU, 1950 ; BRZIC3NCEH, 1957 ; LINSKENS e t  KROH, 1967). 

Jusqu'à ces dernières années, tou tes  t en t a t i ve s  d'une meilleure 

compréhension de l ' incompat ib i l i t é  de fécondation ont reposé s u r  1' analyse des 

r e l a t i ons  de l ' i n h i b i t i o n  de l a  c ro i ssa lce  du tube pol l in ique en fonction de 

son déterrrinisme génétique e t  d t  UI m6tabolisme ac t i f  nouveau pes  de multiples 

dé~ria,tions glucidiques ,  protéiqPues e t  l ip id iques .  Ces t en t a t i ve s  ont conduit 



FIGURE 1 

LOCALlSATION DES BARRIERES D'INCOMPATIBILITE 



à dis t inguer  des b a r r i è r e s  à l a  f e i - t i l i t é  selon l e s  s i t e s  f i ' inhibit ion ( f i -  

gure 1 ) au niveau du st igmate,  du s t y l e  e t  de l'embryon. , 

1 - LocaZZsation au niveau du stigmate : 

Au niveau du stigmate, l a  gerdna-Lion du pollen peut ê t r e  plus ou molns to ta -  

lement inhibée.  Les r a r e s  tubes pol l in iques  formés sont courts e t  recroque- 

v i l l é s ,  i l s  ne pénètrent  pas dans l a  pap i l l e  stigmatique e t  l ' o r i en t a t i on  de 

leur croi.ssance e s t  anormale dans son tropisme. Finalement, l a  f ~ r m a t i o n  

d'un dépôt de cal lose  marque l e  terme ul.tine de c e t t e  ébauche de germination. 

Ce processus e s t  t r è s  largement dis t r ibug chez l e s  Crucifères (CORREXS, 1913 ; 

R I U Y ,  1936 ; STOIIT, 1922 ; BATEYAN, 1955). 

La dest ruct ion du stigmate ou de s a  surface par décapi ta t ion,  i r r ad i a t i on  aux 

rayons X ou so lub i l i s a t i on  des l i p i d e s  de surface par des sol.va;nLs organlyiles 

l ève  l ' i n h i b i t i o n ,  montrant a i n s i  que l e  s i t e  de l a  réact ion incompatible e s t  

b ien  l e  stigmate. 

Le tube pol l in ique forné par  germination du pollen sur  un stigmate pénètre 

dans l e  s t y l e ,  mais sa croissance primitivement r a l e n t i e  s e r a  finalement b1.o- 

quée à une cer ta ine  distance ou hauteur du stigmate 6x1s l e  s t y l e .  Ses paro i s  

son t  épa i ss ies  e t  un bouchon de cal lose  obstrue également s a  p a r t i e  ap ica le .  
< 

~ t u d i é  chez Treronica (FILZER, 1926) e t  Nicotiana (EAST e t  MANGELSDORF, 1925 ) 

ce cas d ' incompat ibi l i té  correspond au type personé parce q u ' i l  e s t  t rès  ré-  

pandu chez l e s  personjes qui  comprennent également Petunia. Mais ce cas 

d1 incozpa t i b i l i t 6  appara î t  également dans des groupes plus Cloignés t e l s  que 

l e s  genres Prmus ou Oenotizera (LINDER, 1957). 



3 -' LocaZisation au niveau de Z 'embryon : 

Les tubes po l l in iques  a t t e ignen t  l e  sac  embryonnaire e t  l a  syngmie e s t  ef fec-  

t i v e  mais l e s  embryons dégénkt-ent. observé par  SmS (1937) ce cas correspond 

davantage à une i nh ib i t i on  de combinaison grnétique probzblement sous l ' i n -  

fluence des téguments (LINSKENS, 1966). 

II - DETERMINISME GENETIQLJ 

Depuis l e s  travaux de DPBWIN ( 1876), CORRENS ( 1 9 1 3 ) ~  EAST e t  

MANGELÇDORF ( 1925), EAST ( 1915 - 1 9 2 9 ) ~  on s a i t  que l a  réac t ion  d ' inh ib i t ion  

e s t  dÛe à l a  présence d'un gène S dont l a  transmission héréd i ta i re  . s ' e f fec tue  

selon un mécmisme mendélien. Deux syst&mes génét iql~es  ont  6 t é  i d e n t i f i é s  : 

l 'un  à détermination gamétophytique (AIG) , l ' a u t r e  à détermination sporophy- 

t ique  (AIS). 

1 - AutoincompatibiZitd g d t o p h y  tique de fécondation : 

Dans ce cas ,  c ' e s t  l e  génotype haploïde du pollen (gam6tophyte i s s u  de l a  

méiose) qui  détermine l a  compatibil i té  ou l ' incompat ib i l i t é  de fécondation. 

Bien représenté chez de nombreuses Personnées t e l l e  Petunfa, i l ' p e u t  ê t r e  

compris en considérant  1 'exemple d'oenothera missouriensis (LINDER, 1967) . 
Une p lan te  à génotype S S par  exemple donnera, après d i o s e ,  une population 

1 3  
des microspores composée par  moitié d ' individus  S e t  d ' individus S Leur 

1 3 ' 
comportement va r i e  selon l ' a l l è l e  S rencontré dans l e  s t y l e  ( c f .  schéma de 

ségrégation méiotique). Le tube pol l in ique S ne peut t raverse r  l e  s t y l e  de l a  
1 

p lante  S S e t  féconder ses  ovules. Par contre,  l e  s t y l e  SlS2 
1 2  

ne refusera  pas 

l e  passage du tube pol l in ique S 
3 ' 



La descendance ne comporte i c i  que deux génotypes : l e  croisement e s t  d i t  

demi-compatible e t  l e  type d ' incompat ibi l i té  e s t  bien à détermination haploï- 

de. Ce contrôle se  f a i t  par  un seu l  locus possédant p lus ieurs  a l l è l e s .  Ce 

type d ' incompat ibi l i té  peut donc ê t r e  dé f in i  comme gmétophytique monofacto- 

r i e l .  Il e s t  rencontré chez l e s  genres Nicotiana, Petunfa, L;ycopersicurn, 

SoZanzm, Prunus e t  Trifoliiwn. U n  système gamgtophytique b i fôc to r i e l  a é t é  dg- 

couvert chez l e s  Graminées (LUNDQUIST, 1955). Dans ce cas,  deux l o c i  ( S  e t  Z )  

indépendants sont po ïya l lé l  igues e t  l e  pol len e s t  r e j e t é  quand l e s  a l l è l e s  

aux deux l o c i  soilt également présents dans l e  stigmate e t  dans l e  s t y l e ;  il 

ne l ' e s t  pas dans l e s  au t res  cas.  

D '  au t res  systèmes b i f a c t o r i e l s  ont  6té étendus à d 'au t res  familles par 

DE NETTANCOURT (1972) ,  FJANDE~~ (1957) e t  LUNI~QUIST (1962).  I i s  s e r a i en t  égale- 

ment répandm chez ].es Angiospermes e t  en p m t i c u l i e r  chez l e s  Dicotylédones 

(LUNDQLJIST, 1975). 

2 - AutoinccmpatibiZ<&4 sporophytique de fécondation : 

Le second cas d ' incompat ibi l i té  e s t  d i t  sporophytique, cal- c ' e s t  l e  génotyye 

du sporophyte qui s ' i n s c r i t  globalement dans l e  cytoplasme e t  l a  paro i  de 

t ou t e  l a  population des microspores, indépendamment 6u gén~ type  haploïde de 

chaque gra in  de pollen.  Le contrôle sporophytique du comportement di; poli-en 

dans ce système d'aritoincompatibilité a é t é  analysé par CORR?3NS (1913) chez 

l e s  Crucifères.  L1étur2e génétique de ce contrôle a é t é  poursuivie BATENAN 

(1954 - 1955). Un système andogue a é t é  d é c r i t  pour l e s  Composées par  HUGHES 

e t  BUCOCK ( 1950). 

Un seul  locus possédant des s é r i e s  a l lg l iques  e s t  en cause. Le systèrrle sporo- 

p h y t i q ~ e  e s t  monofactoriel,  mais il peut ê t r e  homomorphe ou h6téronlor-ghe 

(DE NETTANCOURT, 1972). Le système AIS homoniorphique e s t  p lus  simple que l e  

système AIS hétéromorphe (qu i  repose sur  des di f férences  s t ruc tura les  f lora-  

l e s ) ,  b ien que des r e l a t i o n s  de dominmce e t  d'indépendance en t re  l e s  divers 

a l l è l e s  ail moment de l a  détermination des phgnotypes du pol-len e t  du s t y l e  

so i en t  connues (SWSON, 1957 ; THOMPSON, 1957 ; DE NETTANCOURT, 1972). 



TABLEAU 1 

CONTROLE GENETIQUE DE LIAUTOINCOMPATI B I  L I  TE 

- 

Nombne 

d ' &EReb 

plusieurs 

plus ieurs  

2 L 

Nambne de 

Laci 

1 

1 à 2 

Ï 
ManphoLogi.e 

Eamomorphiqu-e 

 étér rom or phi que 

-- - 

Corn7~âte 
_____________.-_ 

PoUen 

~ r o p h y t i q u c  : 

____---------.-------- 

StLgrnate-StyLe 

sporophytique : 

avec dominance 

I corne pour l e  
dépend des gènes, pol len 

I 

r e l a t i o n  de do- 
ininance. 

gamétopliytique : 

ac t ion  des gènes 
dans chaque grain  

dominance 

act ion des gènes 
dans chaque cel-  

1 

haploïde 1 l u l e  hapl.oïde 



Le tableau 1 (LEMIS, 1954) e t  l a  f igure  2 (DE NETTANCOURT, 1972) résument 

l e s  diverses s i t u a t i o n s  génétiques publ iées  par  des revues récentes ( , ~ A s u ,  
1968 ; TOWNSEND, 1971 e t  DE ITETTANCOLTT, 1972). 

III - PHYSIOLOGIE DE L'INCOMPATIBILITE 

De nombreuses hyyothsses 03t é t é  avancées pour t e n t e r  de fourn i r  

une i n t e rp ré t a t i on  moléculaire aux ba r r i è r e s  d1in@onp3;t ibil i t6 de fécondation 

en re tenant  que c e t t e  réact ion e s t  toujours caractér isée  par  sa  haute spéci- 

f i c i t . 6 .  

2 - Relations avec Za resp<ratirm : 

Les études expérimentales ont por té  essentiel lement sur  l e s  autoincornpatibi- 

lit& de surface  (Crucifères)  ou d ' inh ib i t ion  de croissance du tube po l l i -  

nique ( ~ e t u n i a ,  Oenothera e t  fiilium) . D 'une manière générale,  l a  po l l i n i s a t i on  

exige un apport énergétique des t i s s u s  s t y l a i r e s  mais c e t t e  exigence s e r a  

beaucoup plus impérieuse en incompat ib i l i t j .  Le processus r e sp i r a to i r e  e s t  

per turbé,  ce que montre la f o r t e  consomation en oxygène des auto-tubes où., 

en t re  3 e t  8 heures de po l l i n i s a t i on ,  l e s  valeurs  des tensions en oxygsne sont  

environ 20 % p l u s  élevges. Cet accroissement repose sur  l 'augmentation des 

a c t i v i t é s  des enzymes impliquées dans l a  resp i ra t ion  (phosphatase acide e t  cy- 

tochrome oxydase), su r  l a  dégradation des subs t ra t s  glucidiques,  protéiques e t  

enf in  sur  une pa r t i c ipa t i on  plus ac t ive  des l i p i d e s  dont l 'augmentation du 

taux  de désaturat ion doit ê t r e  l i é  à ce processus (CMON, 1972). 

Il f au t ,  avec ST-ULEY e t  LINSICENS ( î 9 6 7 ) ,  souligner l f  impol-tancc du gradient  

de pression en oxygène qu i  va décroissant  du stigmate vers l ' ovu l e ,  o r  1 '6 -  

clateraent des tu.bes pol l in iques  e s t  l i é  à l ' appa r i t i on  de f a ib l e s  tensions en 

oxygène. Ainsi ,  toutes  var ia t ions  de ces tensions intervieridraient  dms  l e  

c o ~ t r ô l e  du développement de l ' a u t o s t é r i l i t é .  



F I G U R E  2 

C L A S S I F I C A T I O N  DES SYSTEMES D ' A U T O - I N C O M P A T I B I L I T E  

SELON DE NETTANCOURT 



2 -.Relations avec Ze mdtabolisme des hydrates de carbone : 

Ei ce qui  concerne l e  b i l an  des hydrates de carbone, l e s  obseruations mon- 

t r e n t  qce l e s  tu5es incompatibles possèdent par  r a ~ p o r t  aux xéno-tubes, un 

p lus  grand nombre de bouchons de ca l lose  a in s i  qu'une trame plus dense de 

f i b r i l l e s  cel lu los iques  dans l a  paro i  de l ' ex t rémi té  du tube.  Ces dépôts de 

glucides sont u t i l i s é s  pour l a  croissance normale du xéno-tube. 

Lors de l a  croissance du tube po l l in ique ,  l e s  hydrates de cabone  affluen* dans 

l e  s t y l e  en même temps que ba i sse  l e  taux de sucre l i b r e .  Il y a a c c m d a t i o n  

d'amides, t e l l e s  1 ' asparagine e t  l a  glutamine (LINSKENS, 1967) . Ce processus 

p lu s  rapide dans l e s  s t y l e s  x6nopoll inisés que dans l e s  s t y l e s  autopol l in isés  

permet de conclure ?i une dégradation e t  à m e  consommation plus  in tenses  des 

proté ines  par  l e s  phénomènes r e sp i r a to i r e s .  C ' e s t  auss i  ce qu' indique, après 

au topol l in i sa t ion ,  l ' appa r i t i on  d'une f o r t e  reconversion de prol ine  e t  gluta-  

mine, c e t t e  dernière é t a n t  incorporée aux processus r e sp i r a to i r e s  (LINDER- 

LINSKIGlS, 1972 ; LINDER-COUSTAUT, 1966) . 
Bien que des r e l a t i ons  ex i s t en t  en t re  l a  réaction d ' i nh ib i t i on  tie croissance 

du tube pol l in ique (expression de l ' au to incompat ib i l i t é )  e t  sa nu t r i t i on ,  ce 

sont l e s  études du métabolisme protéique l i é  à l a  p o l l i n i s a t i o n  conipatible 

ou incompatible qui ont  é t é  prépondérmtes jusqu'en 1973 environ. 

3 - Relations avec Ze métaboZisme pro té iqu~  : 

Il a é t é  montré que l e  tube pol l in ique e t  l e s  c e l l u l e s  du t i s s u  conducteur 

sont  l e  s iège d ' in tenses  réac t ions  métaboliques nées de l e u r s  échanges. Le 

tube pol l in ique émet des hormones e t  des enzymes ; ces dernières  sont des t i -  

nées à s e  f rayer  un chemin e t  à assurer  s a  nu t r i t i on  e t  l ' é l abora t ion  de s a  

paro i .  De son côté,  l e  s t y l e  fourn i ra  l ' e a u ,  l e s  subs t r a t s  e t  également l e s  

enzyme S. 

Ces in tg rac t ions  métaboliques bien é tud i t e s  en po l l i n i s a t i on  compatible, 

conduisent à des modifications des a c t i v i t é s  enzymatiques loca les  ob des inh i -  

b i t i o n s  temporaires (phosphatases a lca l ines  ) sont notées parallèlement à 1 'ac- 

t i v a t i o n  a' au t res  systèmes enzymatiques (ROGGEN, 1967) . C ' e s t  a ins i  que chez 

Petunia s i  l a  xénopoll inisation e s t  caractér isée  pa r  l 'augmentatian des 



a-mannosidases (mul t ip l iée  par  5 ) ,  de l a  N-acétyl- B -glucosaminidase (doublée),  

l ' autopol l in isc l t ion par  contre ne modifie pas l ' a c t i v i t é  de l a  N-acétyl-6-glu- 

cosaminidase e t  de l'a-mannosidase , mais double c e l l e  de l ' a -gdac tos idase  du 

s t y l e  (LINSKENS e t  c o l l . ,  1909). I l  e s t  vraisemblable que ces rapports simples 

qui son t  obtenus ( 2  pour l a  N-acétyl-B-glucosaminidase , 5 pour 1 'cl-mailnosidase) 

supposent l ' induc t ion  d'une synthèse spécifique conduisant à des polymères 

hybrides (isozymes). 

La croissance d'un tube pol l in ique semble dépendre de l a  formation d'isozymes 

bien adaptées à l a  synthèse de l a  paro i  des tubes. Mais l ' induc t ion  d'isozy- 

mes repose s u r  l a  présence de s i t e s  complémentaires dans l e s  s t ruc tures  molé- 

cu la i res  de t e l l e  s o r t s  que l 'absence de s i t e s  conduit à l ' imposs ib i l i t é  de 

syn thé t i s e r  des monomères spécif iques  Cies deux a l l è l e s  identiques; ce qki  . 
explique l a  non augmentation des ac-tivj-tés enzymatiques observée. 

Dans l ' i ncompa t ib i l i t é  ce ne son t  pas tellement l e s  r e l a t i ons  inhibi t ion - 

n u t r i t i o n  qui semblent i e s  p lus  importantes, bien que l e s  alternances lumière - 
obscur i té  influencent l a  capaci té  photosynthétisante des s t y l e s  de Petunia 

e t  par  voie de conséquence l a  réact ion d ' inh ib i t ion  d'un tube poll inique.  

CXi s a i t  en e f f e t ,  que ses  réserves  n u t r i t i v e s  sont f a i b l e s  e t  l a .  demande en 

subs t r a t  élevée t a n t  pour s a  croissance que pour l e  processus resp i ra to i re  

l i é  à s a  croissance. 

Il apparaî t  su r tou t  que l ' i ncompa t ib i l i t é  de fécondation e s t  dominée par l a  

s p é c i f i c i t é  génétique d ' induction d'une synthèse protéique dans l e  t i s s u  

récepteur ,  sous l ' in f luence  d'une molécÜLe spécifique in t rodui te  au cours de 

l a  gamétogénèse. Mais il a é t é  constaté que l a  po l l i n i s a t i on  f a i t  largement 

appel à des échanges d'eau, de subs t r a t s  e t  que l e s  a c t i v i t é s  enzymatiques 

nécessai res  à l a  croissance du tube pol l in ique sont sous l ' é t r o i t e  dépendance , 

de l ' é q u i l i b r e  des concentrations ioniques dans l e  mil ieu s t y l a i r e .  

I l  e s t  a i n s i  devenu de plus en plus  évident que l ' incompat ib i l i t é  de féconda- 

t i o n  évoque, dans une large  mesure, l 'absence d'un fac teur  de permiabil i té  des 

membranes que l e  pollen ne peut t r ~ u v e r  que sur  un stigmate porteur d'un ail- 

t r e  a l l è l e .  



4 - Relations avec l e  rnétabozisme lipidique : 

Les r e l a t i o n s  en t r e  t roubles  de l a  perméabil i té  e t  per turbat ions  des échanges 

de subs t r a t s  e t  d ' a c t i v i t é s  enzymatiqv.es d'une p a r t ,  en t r e  perméabil i té  e t  

s igna l  de reconnaissance, réception e t  t r a n s f e r t  de l ' informat ion d 'autre  

pa r t ,  on t  conduit à des analyses des 1-ipides. Ces analyses con- 

cernent l e  métabolisme des l i p i d e s  to taux,  l e s  études des l i p i d e s  par t i c ipan t  

aux s t ruc tu r e s  membranaires, 1eurs. inter-relat ions dans l e s  membranes, ou avec 

d ' au t res  molécules cons t i tu t ives  t e l l e s  l e s  glycoprotéines ou l e s  polysac- 

charides impliqués dans l a  s t r uc tu r e  des paro i s  ou des membranes, oa encore 

avec l e s  séc ré t ions  d î s  surfaces de ccntact  poll-en - stigmate. Aussi, d i f -  

fé ren tes  méthodes d'analyses biochimiques, de cytologie,  de cytochimie e t  

d1é.1ectro-physiologie par t i c ipen t -e l l es  à ce renouveau des recherches. 

Rappelons, avant d'envisager l e s  r e l a t i ons  de surface pol len - stigmate, l e s  

quelques acqu.isitions apportées par  l ' é t ude  de l a  pa r t i c ipa t i on  des l i p ide s .  

à l ' i n h i b i t i o n  dz croissance e t  au métabolisme spécifique de l ' incompat ib i l i t é  

de fécondation. 

La pa r t i c ipa t i on  des l i p i d e s  dans l a  réac t ion  d ' incompat ibi l i té  a é t é  envisa- 

gée  bien que nos connaissances SIX les l i p i d e s  des p lan tes  so ien t  peu avancées. 

STOWE (1960) ava i t  montré qu.e l a  croissance des sect ions  de Pois é t a i t  f a c i -  

l i t é e  par  l a  présence d ' e s t e r s  méthyliques d 'acides gras  à longue chaîne ( l ino-  

l é a t e  de méthyle) sans doute en synergie avec l 'auxine s i  l a  concentration en 

e s t e r s  e s t  f a i b l e .  Par contre,  une a c t i v i t é  i nh ib i t r i c e  de l a  croissance des 

bourgeons a x i l l a i r e s  des  p lan t s  de Tabac par ce r ta ins  acides g ras ,  a é t é  ca- 

r ac t é r i s ée  par  TSO (1964). 

Le pol len d  ' Oenothera r i s s m i e n s i s  renferme deux e s t e r s  méthyliques na ture l s  

(C~USTAUT-ELNDE~, 197 7) : oléa te  e t  arachidonate de ngthyle . Cette compos i- 

t i o n  a été rapprochée de c e l l e  du pol len de b l é  où coexistent  caproate e t  

capryla te  de méthyle (CONNELL, 1964) e t  sur tout  du pol len de na ï s  bien que 

l e s  concentrat ions so i en t  i c i  plus f a i b l e s  (FATHIPOUR, 1967). L'acide capri- 

que (CIO : O ) ,  i nh ib i t eu r  de croissance,  e s t  ca rac té r i sé  s t r ic tement  dans 

l e  pol len en r e l a t i o n  avec 1-'allèl-e S I .  Mais ces recherches sont  sur tout  

in té ressan tes  au niveau des phospholipides par  l eur  d i s t r i bu t i on  qui e s t  



spécif ique de l a  nature pol l in ique r iche en phosphatidylinositols ,  ou s ty-  

l a i r e  qui renferme essentiel lement des phospha t i dy lg lyc~ ro~s .  Cependant, c e t t e  

f r a c t i o n  l ip id ique  e s t  t r è s  hgtérogène ; l e  pollen e s t  plus r i che  que l e  s t y l e  

en phospholipides e t  l a  po l l i n i s a t i on  e s t  i l l u s t r é e  par  une ne t t e  diminution 

des phospholipides (CARON, 1972). 

I V  - CONCEPTIONS ACTUELLES COl?CEHNANT L?3S RELATIONS POLLEN - STIGMATE - 
STYLE 

La réac t ion  d ' incompat ibi l i té  e s t  une réac t ion  qui r é s u l t e  de l a  

reco-maissance d'un pol len,  dès son dépôt, su r  un stigmate e t  du refus  de ce 

pol len par  l e  s t y l e  s i  tous delx renferment l e  gène S d ' incompat ibi l i té .  Ces 

r e l a t i o n s  sont  acknises depuis longtemps e t  p lus ieurs  hypothèses ont  é t é  

evancées a f i n  d 'en  comprendre l e  mécanisme. 

Les unes reoosent sur  des analogies avec l e s  phénomènes de l ' i m -  

munité (SAMPSON, 1962 ; LEWIS, 1960 ; LINSKENS, 1965 ; BUmET, 1971 ) , 
ou sur des systèmes inducteurs-répresseurs t e l s  q u ' i l s  ont  é t é  i d e n t i f i é s  

chez l e s  microorganismes (LEWIS, 1965 ; ASCHEZI, 1965 ; LINSKENS, 1974 ; 

PANDEY, 1975). Mais tou tes  ces hypothèses possèdent en commun l ' éven tue l ie  

synthèse, indu i te  par  l e  gène S, d'une molécule spécifique dans l e  s t y l e  in- 

compatible e t  dans l e  pol len.  L ' in teract ion e n t r e  ces molécules s e r a i t  respûn- 

sable  des réact ions  de reconnaissance e t  ultérieurement de c e l l e s  du r e j e t .  
, 

Aucune précis ion n ' e s t  apportée concernant, l o r s  de l a  réact ion de reconnais- 

sance, l ' i d e n t i t é  de ces  mol6cules ou l eu r  complémentarité s t ruc tura le .  De 

même, ces hypothèses conduisent à une grmde v a r i a b i l i t é  des or igines  molé- 

cu l a i r e s  d'une réact ion de r e j e t  qui reposera i t  s u r  l ' induct ion de systènes 

i nh ib i t eu r s  (LEWIS, 1965), s w  une répression des systèmes de croissance 

(LEWIS, 1965 ; ASCHER, 1966 ; PAUDEY, 1975) ou s u r  une dérépression des 

systèmes inh ib i teurs  ( LINSKENS, 1974) . 
D'autres hypothèses, enf in ,  s 'appuient  sur  l a  déficience d'un sys-- 

tème enzymatique. E l l e s  sont i ssues  de l a  Verbrauchs-théorie formulée p s  

STRAUij (1947) ; un $ne S i n d u i r a i t  quantitativement la, ~ i o s y n t h è s e  d'une mo- 

l é c u l e  qui  s e r a  ultérieurement inact ivée  par  un système dont l a  synthèse e s t  

égaleaent i n su i t e  par  l e  même gène S dans un s t y l e  incompatible. 



Pour KROES (1973), l e s  pol lens  de génotype S ne d i f f è r en t  que par  

l 'absence ou l a  àéf ic ience d'une molécule ; par exemple, l a  présence d'un 

a l l è l e  S spécif ique dans un po l len  se  concrét isera  par  l 'absence d'une enzy- 

me indispensable à s a  croissance ou à s a  nu t r i t i on .  Dans un s t y l e ,  l a  présence 

d'un a l l e l e  S se t r adu i r a  par l a  formation d'un complexe spécifique dans l e -  

quel  une molécule (monosaccharide ou élément inorganique t e l  l e  bore) néces- 

s a i r e  à l a  croissance pol l in ique,  e s t  l i é e  à une proté ine .  Ainsi ,  chaque 

tube pol l in ique e s t  supposé ê t r e  capable de synthét iser  toutes  l e s  enzymes 

nécessai res  à l a  dest ruct ion du complexe s t y l a i r e ,  exception f a i t e  d ' m e  

seu le  enzyme correspondant à l ' a l l è l e  S q u ' i l  porte.  

Ainsi ,  des nombreuses hypothèses présentées i c i ,  cucune ne s a t i s -  

fait pleinement. Leur m u l t i p l i c i t é  mênie a t t e s t e  de 1 ' insuff isance de chacune' 

d ' e l l e .  S i  un accord unanimv semble ê t r e  r é a l i s é  quant à l a  s t ruc ture  tri- 

p a r t i t e  du locus s proposé par  LF,WIS (1965), e l l e s  apparaîssent  t r è s  éloignées 

l e s  unes des au t res  dans l e s  modalités de l a  reconnaissance, l e  moment où 

s ' e f fec tue  l a  synthèse des molécules permettant l a  reconnaissance, l eurs  s i t e s  

r e spec t i f s  e t  su r tou t ,  aucune précis ion ne conduit à une meil leure connais- 

sance des bases moléculaires du t r a n s f e r t  de l'information à p a r t i r  du s i t e  

de reconnaissance vers l e s  s i t e s  de r e j e t  (stigmates e t  s t y l e s ) .  

 incompatibilité de fécondation semble dépendre largement d 'ef -  

f e t s  de surface en t r e  2ollen e t  st igmate.  L ' inhibi t ion de l a  germination ou 

de l a  croissance du tube pol l in ique,  porteur de l ' a l l è l e  S d ' i i icompatibil i té ,  

d o i t  ê t r e  en r e l a t i o n  avec une information née de l a  reconnaissance du pollen 

dès son dépôt su r  un stigmate, e t  de l a  transmission de c e t t e  information dans 

l e  s t y l e  e t  stigmate é t a n t  égalenient por teurs  du même a l l è l e  S. 

Les recherches dans ce domaine concernent essentiel lement l ' é l u c i -  

dat ion d'un f a i t  acquis : l a  présence d'un gène S d ' incompat ibi l i té  dans l e  

pol len e t  l e s  s t y l e s .  L'autoincompatibil i té  de fécondation f a i t  largement 

penser à une réac t ion  en t r e  p lus ieurs  surfaces  act ives-  c e l l e  du pollen qui  

v a  s 'opposer aux surfaces  du p i s t i l -  qui s 'achèverait  par  un processus d i  auto- 

r e j e t  q u ' i l l u s t r e  l a  formation de ca l lose .  En e f f e t ,  l ' i ncompat ib i l i t é  n ' e s t  

pas dûe à une incapaci té  des gamètes mais e s t  i ssue des in te rac t ions  (IIESLOP- 

H4RRISON, 1975) qu i  se déroulent à divers  niveaux en t r e  l e  gamétophyte m â l e  e t  

l e  sporophyte femelle qui  porte l e  gamétophyte femelle. 
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Phase 1 : 

Poll inisat ion 

Phase II .: 

Progamique 

Phase III : 

Syngami que 

D a f i n  du gaméaphy& mâle 

.......................................................................... 

no 1 : capture 

no 2 : hydratation 

no 3 : germination 

no 4 : pénétration du tube 
pollinique 

no 5 : croissance du tube 
pollinique dans l e  
s t y l e  

no 6 : pénétration dans 
l e  gamétophyte fe- 
melle e t  fusion 



Ainsi du côté  femelle,  l e  contrôle de l ' incompat ib i l i t é  déyend du 

sporophyte diploïde pour l e s  premières phases puis du gamétophyte haploïde 

pour l a  dernière .  Du côté mâle, l e  contrôle dépend du gamétophyte haploïde 

e t  par extension du parent dont il e s t  i s s u ,  par  l ' in te rmédia i re  des matériaux 

q u ' i l  t r anspor te .  A p a r t i r  du s tade 5,  il. en e s t  totalement responsable ( f i -  

gure 3). 

Il e s t  in té ressan t  de comparer l e  r e j e t  dans l a  réponse auto- 

incompatible e t  l e  r e j e t  b u n o l o g i q u e .  Ces deux phénomènes impliquent -an s t a -  

de de reconnaissance mais, contrairement aux systèmes immuns, l a  reconnaissui- 

ce dans l e s  s y s t è ~ e s  autoincompat~ibles n ' e s t  pas conditionnée par  une molécu- 

l e  é t rangère ,  mais par  une molécule cons t i tu t ive  dans l e  sens où l e s  t i s s u s  , 

de reconnaissance femelles sont  ~rogrammés pour i d e n t i f i e r  e t  r éag i r  contre 

une au t re  ce l l u l e  du même individu por tan t  l e  mgme génoae (HESLOP-HARRISON, 

19-75) 

V - SURFACE POLLINIQUE ET REACTION C'INCOMPATIBILITE 

Il e s t  évident, du moins dans l e s  systèmes AIS, que l a  paroi  pol- 

l i n ique  a un rô l e  important à jouer dans l ' i n s t a l l a t i o n  de l a  réact ion d ' in -  

compat ibi l i té .  Le gra in  de pol len mature, chez l a  p lupar t  des Angiospermes, 

possède une double paroi  : l a  paro i  l a  p lus  in terne e s t  appelée i n t i ne  e t  

l a  p a r t i e  l a  plus  externe e s t  appelée exine. 

1 - Rappel de Z'architectwe de la  paroi polZinique : ' 

L'exine e s t  essentiel lement composée 6e sporopollénine. C 'es t  une substance 

mal déf in ie  chimiquement, de nature  l ip id ique ,  considérée comme un polymère 

owd6 de cmoténoïdes e t  d ' e s t e r s  de caroténoïdes (BROOKS e t  SHAW, 1971 ; 

SHAW, 1971 ; HESLOF--HARRISON, 1975), t r è s  r é s i s t an t e  aux dégradations acides 

ou enzymatiques. 

A matur i té ,  l ' ex ine  d'aspect s t r a t i f i é ,  e s t  d i f férenciée  en une pa r t i e  in terne 

non sculptée  (nexine) e t  une p a r t i e  externe sculptée,  l a  sexine (HESLOP- 

HAF.RISON , 1 97 5 ) . 



La sexine e s t  un ensemble de colonnes r ad i a l e s  provenant de l a  nexine. L'sr- * 
cn i tec ture  de ces colonnes ou bacules e s t  identique en géngral chez l e s  mono 

e t  dicotylédones. En l 'absence de t e c tw i  ( t o î t )  l e s  cavi tés  délimitées par  

les bacules sont  ouvertes à l ' e x t é r i e u r  ; par  contre,  quand l e  tectum e s t  , 

formé, il e s t  perforé  e t  des micropores assurent  l e s  communications avec 

1 'ex té r ieur .  

Par s a  s t ruc tu r e ,  l ' ex ine  semble dolic bien adaptée à l 'émission de produi ts  

d'importance c a p i t d e  (HESLOP-HARRISOIJ, 1975). C 'es t  a i n s i  que l e s  proté ines  

de l ' a s s i s e  nour r ic iè re  dil t a p i s  seront l i bé r ée s  l o r s  de l a  d issocia t ion de 

ce t i s s u  e t  t r ans fé rée  dans l ' ex ine .  L e  t r a n s f e r t  Cies l i p i d e s ,  éga,lenent 

syn thé t i sés  en grande quant i té  à l a  f i n  de l a  durée de v ie  accordée au t a p i s ,  

s e r a  a i n s i  assuré vers l a  surface du pol len.  Certains carot6noZdes responsa- 

b l e s  de l a  couleur du pollen (HESLOP-HARRISON, 1968), accompagnent ces l i p i -  

des en ra ison de l=ur  l i p o s o l ~ b i l i t é .  L'exine en f in ,  e s t  remarquable par  l a  

fa ib lesse  de ces a c t i v i t é s  enzymatiques (HESLOP-H~RISOM e t  c o l l . ,  1973) . 

L' int ine ,  ou couche i n t e rne  de l a  microspore, e s t  synthét isée  par  vagues suc- 

cess ives  parallèlement au d6veloppemerit de l ' ex ine ,  par accumulâtiori de ma- 

t é r i e l  amorphe cel lu los ique.  Chronologiquemen-t , l e  développement de l 'inJüine 

s u i t  donc c e l u i  de l a  sporopoll6nine. Pa r  sa nature ,  e l l e  e s t  essentieilem.ent 

pecto-cellulosique bien qu'une incorporation de proté ines  a i t  é t é  démontrée 

(KNOX, 1971 ; KIJOX e t  iIESLOP-HARRISOW, 1970). Les enzymes, notamment l e s  

hydrolases acides,  ne représentent  qu'un f a i b l e  pourcentage des proté ines  de 

l ' i n t i n e .  k 

Il n ' é t a i t  pas  i n u t i l e  de rappeler  i c i  l e s  principaux t r a i t s  de I ' a rch i tec -  

t u r e  de l a  paro i  e t  l e s  modalités de l ' i i lcorporation des const i tuants  dans 

l e s  enveloppes poll iniqiles pour plus ieurs  ra i sons .  D'une p a r t ,  parce que l e s  

d i f fé ren tes  macromolécules (glucides ,  l i p i d e s  e t  p ro té ines )  déposées succes- 

siveinent, n 'ont  pas l a  même or ig ine  ; l e s  unes dériverit du gamétophyte ha- 

p loïde ,  l e s  autres  du sporophyte paren-bai diploïde.  D'autre p a r t ,  par  l e s  

nombreuses cav i tés  délimitées pas l e s  bacules,  l e s  paro i s  ont  une s t ruc ture  

adaptée à l ' a r c m u l a t i o n  d.e ces molécules puis  à l e u r  l i bé r a t i on  quelle q ' e n  

s o i t  l eu r  o r ig ine  . 



TABLEAU 2 

DETECTION DES EMISSIONS PROTEIQUES DES S I T E S  DE L ' E X I N E  ET DE 

L ' I N T I N E  DANS DES GRAINS DE POLLEN DE DIFFERENTS TYPES STRUCTURAUX. 

AZopecturus pratensis 
Dacty Lis gZomrata 

 ramin né es, 1 seule ouvertu- 
re de germination. 
Exine l i s s e  

SiZene vuZgaris 

~a, ryo~hyl lac6es ,  plusieurs 
ouvertures. 
Exine plus ou moins l i s s e  

Cosmos b ipinna Fus 

Composées, 3 fentes  

Anbrosia t r Z f Z d a  

Cornposées, 3 fentes 

Iberis sempervirens 

Crucifères, 3 fentes 

Hibiscus rosa-sinensis 

Malvac6es, plasieurs ou- 
ver tures  non operculées. 
Exine plus ou moins l i s s e  

< 25 sec. 

< 30 sec. 

2 - 5 sec.  

2 - 5 sec. 

< 20 sec. 

l 

1 - 5 min. 

10 - 20 min. 

30 sec. 

6 - I O  min. 

4 - 5 min. 



2 - Dépôt e t  émission des protéines du poZZen : 

Au cours de s a  maturation, l e  grain de pollen se déshydrate progressivement 

e t  ne renferme finalement que 15 % d'eau. Une substance de nature l ipidique 

recouvre souvent s a  surface (HESLOP-HARRISON, 1968 ; HESLOP-HARRISON e t  

co l l . ,  1973). Sa germination implique un processus de réhydratation qui débu- 

t e r a  dès son dépôt sur l a  papi l le  stigmatique. I l  s 'en s u i t  une courte pério- 

de de reconnaissance déterminante pour l a  germination, l a  formation du tube 

pollinique, sa  pénétration dans l e  stigmate, s a  croissance dans l e  s ty le  e t  

enfin l a  l ibéra t ion  des gamètes. 

Le mécanisme qui préside à l 'émission d'une ébauche de tube pollinique dé- 

pend d'un équilibre hydrodynamique (HESLOP-KAKRISON, 1972). Les pores germi- 

n a t i f s  à opercule possèdent par exemple un système de "feed back" positf f. 

Eh e f f e t ,  à l ' é t a t  déshydraté, l e s  pores sont fermés par un bouchon de spo- 

ropollenine qui sera  ultérieurement propulsé vers l ' ex tér ieur  lo r s  de l a  

réhydratation du pollen déposé sur l a  surface du stigmate. 

L'hydratation des grains de pollen s'acconpagne de l a  l ibérat ion de f rac t ions  

protéiques (STANLEY-LINSKENS, 1965 ; WINEN-BREFBAKEE, 1967). Ces émissions 

protdiques proviennent de l a  paroi du grain de pollen, e t  non de l a  ce l lu le  

végétative elle-même ; e l l e s  sont retrouvées sans aucune exception dans toutes 

l e s  espèces étudiées. 

Par différentes  techniques d ' ident i f icat ion e t  de local isat ion,  deux types 

d'exsudats sont distingués : exsudats à court terme e t  exsudats à long terme. 

En 1965, STANIEY e t  LINSKENS avaient remarqué que l a  diffusion des protéines 

s ' e f f ec tua i t  avec une cer taine v i t e s se ,  t r è s  rapide au d6but de l 'hydratation, 

l a  diffusion se  prolonge selon des vi tesses  d é c r o i ~ s ~ t e s  pendant au moins 

30 minutes. Le volume f i n a l  de l 'exsudat pollinique correspond à environ 

5000 pg de protéines,  ce qui inplique une reprise  de l a  vi tesse de diffusion. 

L'existence de deux types d'exsudats en fonction de leurs  vitessesrespccti-  

ves a é t é  confirmée par l a  technique des empreintes polliniques (pollen p r i n t s )  

associée à l a  coloration protéique par l e  bleu de coomassie. Ces deux types 

d'exsudats sont indépendants de l 'espèce e t  du type de pollen considérés 

(tableau 2 ) e t  leurs  vi tesses  d i f fè rent  en foilction de leurs  origines. 



TABLEAU 3 
w 

LOCALISATION DES EMISSIONS PROTEIQUES DANS LES GRAINS DE POLLEN DE TYPE 

STRUCTURAL DIFFERENT (KNOX E T  COLL., 1 9 6 9 )  

3 dente6 
.............................................. 

Cosmos 
D i  cotylédones 

Couche externe de l'in- 
t i n e  au niveau de cha- 
que colpus e t  p lus  par- 
ticulièrernent sur l e s  
bords de ces colpus 
dans l e s  gra ins  dis ten-  
dus 

Il e x i s t e  une f a i b l e  
a c t i v i t é  au niveau de 
1 ' i n t i ne  mésocolpiale 

1 

PUA dtouvetr;tune 

Crocus vernus 

Par t i e  cen t ra le  de 
l ' i n t i n e  

Uniforme su r  toute  l a  
surface du grain  de 
pollen 

Un b e d  potre 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Zea mays 

L' int ine  au niveau du 
pore 

Mais il ex i s t e  une 
f i ne  zone d ' a c t i v i t é  
dans 1' i n t i ne  a i l l e u r s  
q u ' a u n i v e a u d u p o r e  

Nombtreux potra Une a e d e  dente i 
MaZvaviscus 
~ a l v a c é e s  

In t i ne  au niveau de 
chaque pore e t  en p a r  
t i c u l i e r  au niveau de 
l a  ce l lu lose  di f fuse  
du pore 

I l e x i s t e u n e  f i n e  
zone d ' a c t i v i t é  dans 
l ' i n t i n e  in te rpora le  

L i  Z i u m  
Monocotylédones 

In t ine  du colpus 

La de pluS l ' a c t i v i t é  grande e s t  pastie si- 
t,iée au niveau des 
bords du dans 
l e  grain distendu 



Ainsi ,  l ' exsuda t  d i t  à court  terme correspond à l a  di f fus ion rapide de pro- 

t é i ne s  (1  à 30 secondes) contenues dans l e s  cavi tés  de l ' ex ine  e t  qui sont 

d fo r ig ine  sporophytique. Pu. contre,  l ' exsudat  à long terme correspondra à 

des proté ines  ca rac té r i sées  par  l a  len teur  de l eurs  v i t e s se s  de di f fus ion.  

&ses par  l e s  s i t e s  de l ' i n t i n e ,  ces p rc té ines  sont  d 'or igine  gamétophyti- 

que. 

3 - LocaZisation et identification des protéines dmises : 
L' iden t i f i ca t ion  des deux types de f r ac t i ons  protéiques d i f fé ren tes  pax l e u r  

or igine  e t  l e u r  l oca l i s a t i on ,  n ' a  é t é  r é a l i s é e  que chez l e s  pol lens  des . 
plan tes  à autoincompatibil i té  sporophytique . 

a) pro té ines  de l ' i n t i n e .   étude de ces proté ines  de l ' i c t i n e  a été fac i -  
. 

l i t é e  par l a  f a ib l e s se  de l e u r  v i t e s s e  de di f fus ion e t  pa r  1' association 

des techniques cytochimiques e t  d'immunofluorescence (QJOX e t  c o l l . ,  1969 - 
1972). Ainsi  il a é t é  possible non seulement de déterminer l e u r  l oca l i s a t i on ,  

mais simultanément de montrer que ces l.ocalisationsco?ncident avec l e s  s i t e s  

des a c t i v i t é s  enzymatiques qui sont  précisées  par  des méthodes cytochimiques 

en microscopie optique. La l oca l i s a t i on  des protéines de l ' i n t i n e  a in s i  dé- 

f i n i e s  pax KNOX e t  c0.U. ( 1 9 6 9 ) ~  en fonction des espèces e t  du type de pol len,  

e s t  repor tée  tableau 3 . Ces proté ines  sont  toujours concentrées au niveau 

des o r i f i c e s  de germination. lh l 'absence d'ouvertures bien déf in ies ,  l 'émis- 

sion protéique e s t  uniformément r é p a r t i e  s u r  toute l a  surface .  La len teur  

de l 'émission protéique peut dès l o r s  s e  comprendre en fonction de ce t t e  

f i xa t i on  sur l ' ex ine  par  1' absolue nécess i t é  d'une réhydratat ion t o t a l e  

de i ' i n t i n e ,  avant que ne commence l eu r  d i f fus ion.  

La nature enzymatique de ces proté ines  de l ' i n t i n e  a é té  montrée pour l a  

preniière f o i s  par  TSINGER (1961). Par l a  s u i t e ,  KNOX (1969 - 1970 - 1971) l e  

confirmera en i d e n t i f i a n t  une c lasse  d'enzymes hydrolytiques str ictement . 

l oca l i s ée s  dans la, couche in terne de l a  paro i ,  d a ~ ~ i j   pi^ de 60 espèces. Mais 

l a  r ichesse  enzymatique du pollen s e r a i t  encore plus importante ê t  selon 

BREWBAKE3 (1971), p lu s  ae 40 enzymes d i f fé ren tes  par  l e u r s  a c t i v i t é s  spéci- 

f iques sont i d e n t i f i é e s .  Cependant, paradoxalenient à c e t t e  l a rge  d i s t r ibu t ion  



TABLEAU 4 

REPARTIT ION DES ENZYMES DANS LES DIVERS S I T E S  DE L A  PAROI 

P O L L I N I Q U E  

/i 

! L 1  .i 
--**" 

P h o Z h . ~  

déshydrogénases 

cytochrome oxydase 

péroxy dase 

phosphorylase 

r i bomc léa se  

phosphatase a r i de  

amylase 

f3- 1 ,4-glucanase 

e s t é r a se  

B-fructo-furanosidaçe 

po lygdac  turonase 
(pectinase ) 

proté inase  ( LAP) 

.~ 
al lergènes  (E,K)  

AL~AW~A 

TSINGER e t  co l l . ,  1961 
BREDEMEIGER , 1970 - KNOX, 197 1 
DAVIES, 1972. 

TSINGER e t  c o l l . ,  1961 
UIIS e t  COU.., 1967 
PANDEY, 1967 - 1972 
BREDEMEIC-ER, 1973 - 1975 

IWRTIM, 1968 - HOPPER, 1972 
KNOX ef; c o l l . ,  1969 - 1970 
DLCK1NSO;"J e t  c o l l . ,  1971 

HO!TLETT e t  co l l . ,  1975 
STANLEY e t  co l l . ,  1965 
MAKINEN e t  col1  . , 1967 
KNOX e t  c o l l . ,  1970 - 1971 

KNOX e t  c o l l . ,  1970 - 1971 
MAKINEI? e t  c o l l .  , 1967 

STANLEY e t  c o l l . ,  1965 
LINSKENS e t  co i l . ,  1969 - 1970 

KNOX e t  coi1  . , 1969 - 1970 
H O W ~ T T  e t  co l l . ,  1975 
AHOKAS, 1976 

LEWIS e t  col1  . , 1961 
STANLEY e t  co l l .  , 1965 

KON-4I3 e t  co l l . ,  1969 
ROGGEN e t  col1  . , 1969 

KNOX e t  c o l l . ,  1970 - 1971 
MAKINEN e t  c o l l . ,  1967 

HOWLETI' e t  c o l l . ,  1973 - 1975 
KNOX e t  co l l . ,  1970 - 1971 

LodLw.a!ion 
--------- 
initine 

- 

- 
- 

+ 

-------- 
e x i ~ e  

+ 

- 

+ 
- 

- 

rapiàenent d i f fu -  
s i b ï e  

+ 

i- 

- 

+ 

rapidement d i f fu -  
s i b l e  

+ + 

externe au plas-  

male- l 
rapidement d i f fu -  
s i b l e  

+ 

+ 

+ 

+ 



l eu r  r é e l l e  appwtenance à l e  paroi n ' a  é t é  que rarement prouvée (KNOX e t  

co l l . ,  1975). Dans l e  tableau 4 sont consignées l e s  l s ca l i s a t i ons  respec- 

t i ves  des t ransférases ,  C9P-glucose-phosphorylases , ribonucléase e t  kiydro- 

l a se s  t e l l e s  l e s  phosphatases acides, l e s  es térases ,  e tc . . .  

Les enzymes de l ' i n t i n e  peuvent ê t r e  dgtectées à des s tades  d i f fé ren ts  de 

1'61-olution pol l inique e t  en p a r t i c u l i e r ,  au cours de 1 z  période q G  s u i t  

l a  séparation des té t rades  méiotiques (KNOX, 1975). Le i-uban de protéines 

e s t  inséré  dans des lamelles ce l l~ l los iques  au fu r  e t  à mesure que l a  paroi 

s ' é p a i s s i t  (KNOX, 1970). Les enzymes sont donc synthétisées par  l a  ce l lu le  

haploïde e t  l e u r  or igine e s t  bien gamétophykique . La présence d'lzne protéine 

8 a c t i v i t é  antigénique identique 2 c e l l e  des IgE a é t é  également dém3ntsrée 

au niveau de l ' i n t i n e  (HOWLE?T e t  c o l l . ,  1973 ; KNOX, 1971 ; HOIXETT e t  co l l  . , 
1975). L'antigène s e r a i t  présent sous àewr formes imuno log iqu r~ rn t  simi- 

l a i r e s  mais d i f fé ren tes  par l eu r s  points  i s o é l e c t ~ i q u e s .  

b) l e s  protéines de l 'exine.  D'autres protéices  sont contenues dam l e s  cavi- 

t é s  de l a  couche externe de l a  sexine où, quelle que s o i t  l e w  archi tecture ,  

l a  présence des bacules l u i  confère son aspect ré t icu lé .  

Les matériaux n u t r i t i f s  du tapetum s'accumulent dans ces cavi tés  pendant ia 

phase f i n a l e  de l a  maturztion poll inique (HESLOP-HARRISON, 1968 - î973) se- 

lon des volumes t r è s  var iables .  Ces protéines de l 'exine sont  donc d'origine 

sporophytique. Leur loca l i sa t ion  e t  l e u r  caractér isat ion ont exigé l ' u t i l i -  

sa t ion d'antisérums dir igés  contre l e s  d i f f m a t s  rapides couplée à l'immune- 

fluorescence a f i n  de p a l l i e r  à l a  r ap id i t é  de leur  diffusion après humidi- 

f ica t ion  (HESLOP-KARRISON e t  co l l .  , 1975) . 
L'application de ces techniques a permis à KNOX (1975) de  précise^ l a  loca- 

l i s z t i o n  de ces protéines à v i t e s se  de c i f fusion rapide, au niveau des cavi- 

t é s  de l ' ex ine ,  en t re  l a  nexine e t  l a  sexine e t  plus faiblement au niveau 

de l ' i n t i n e .  

Par des techniques de diffusion,  d i f fé ren tes  ac t iv i t é s  enzymatiques sont 

local isées  : &lases e t  protéases ( K N O X ,  1972), déshydrogénases (KNOX, 1971) 

e t  oxydases (TSINGER, 1961 ; UWIS e t  c o l l .  , 196.1 ) . oes hydrolases (5abiea.u 1;) 

sont également présentes dans l ' ex ine  e t  dans l ' i n t i n e  a in s i  que des a l l e r -  

gènes acides e t  basiques. 



KNOX (1975) a mis en évidence 6 à 7 f r ac t i ons  protéiques par  é lec t ro foca l i -  

s a t i o n  en ge l  de polyacrylami.de, en présence de sodium-dodécylsulfate. Ces 

proté ines  sont  déf in ies  par l ' é tabl issement  de l eu r s  points i soé lec t r iques  

( p ~ i  compris en t r e  pH 5 e t  7 )  e t  par  ce lu i  de l e u r s  poids moléculaires qu i  

va r i en t  de 10 000 à 45 000 daltons.  

Actuellement, l e s  informations apportées par  d i f fé ren tes  méthodes his tochi-  

miques e t  biochimiques sont suffisamnent denses pour permettre l a  comparai- 

son des d i f fé ren tes  f r ac t i ons  protéiques émises. Ainsi ,  1 'exmen des résui-  

tats d'études cytochiniiques montre que l e s  proté ines  stockées dans l e s  

deux s i t e s  de l a  pa ro i ,  quel le  que s o i t  l ' o r i g i n e  de l eu r  synthèse gaméto- 

phytique ou sporophytique , vont d i f f é r e r  par  l e u r  l oca l i s a t i on .  En e f f e t ,  

l e s  déshydrogénases e t  oxydases appartiennent à 1 'exine , cependant que l e s  

phosphatase s ( acides ou a l ca l i ne s )  , l e s  phosphorylases e t  l e s  r ibcnucléases 

appart iendront à l ' i n t i n e .  

Cependant, l 'hypothèse 6e l ' hé té rogéné i té  de ce r ta ines  protéines a é t é  émise. 

E l l e  a été v é r i f i é e  par  1 ' i den t i f i c a t i on  des isohydrolases e t  des isoestérases  . 
Ainsi ,  a é té  avancée 1 'h-nothèse de 1 'hétérogénéité des hydrolases , ces 

p ro té ines  sont  en e f f e t  i d e n t i f i e e s  à l a  f o i s  dans l ' ex ine  e t  l ' i n t i n e .  En 

ces deux s i t e s ,  malgré des or igines  d i f f é r en t e s ,  l e s  a c t i v i t é s  spécifiques 

son t  Les mêmes ; il s ' a g i t  d'isoenzymes. BREWBAKER (7971) a =alysé dans 

l e s  pollens,  anthères,  s t y l e s  e t  ovules d'une même p lan te ,  l e s  caractères  

de l a  var ia t ion  des i soes té rases .  Certaines sont communes aux 4 types de 

t i s s u s ,  deux par  contre sont spécifiques du pol len e t  deux au t res  de l ' an -  

thè re .  BREWBAKER suggère donc que l e s  e s t é r a se s  provenant du t a p i s  (exine)  

e t  c e l l e s  du pol len ( i n t i n e )  sont  d i s t i nc t e s .  Des travaux identiques ont  é té  

e n t r e p r i s  s u r  l e s  isoenzymes des leucine-aminopeptidases , des phosph~tases  

(MAKINEN e t  c o l l . ,  1962) e t  des es té rases  (KNOX, 1975). 

Plusieurs  hypothèses son t  suggérées concernant l ' é luc ida t ion  de l eu r s  fonc- 

t i ons  spécifiques.  Il e s t  évident que de nombreuses enzlymes doivent favor i -  

s e r  l a  dégradation de l a  surface stigmatique par l e  pollen e t  f a c i l i t e r  son 

mode hétérotrophique de nu t r i t i on .  

Ainsi ,  cer ta ines  enzymes t e l l e s  l e s  hydrolases acides,  permettent probable- 

ment l'émergence e t  l a  n u t r i t i o n  du tube poll.inique dès l e s  premiers s tades  

c?.e l a  germination puis  sa pénétrat ion dans l e  s t y l e .  



Cependant, dans l e s  f r ac t i ons  émises l e s  concen,trations de ces protéines en- 

zymatiques sont extrêmement f a i b l e s .  Aussi KNOX ( 1971) l e u r  a t t r i bue  un r ô l e  

dans l a  r éac t i on  de reconnaissmce d'où l e u r  nom proté ines  ou substances de 

reconnaissance. Leur hétérogénéité permet t ra i t  également de l e s  impliqtier 

dans de mul t ip les  réponses l o r s  des réact ions  in terspécif iques  (en favor i s rn t  

l a  p o l l i n i s a t i o n )  e t  in t raspécif ique (en l a  r e fu san t ) .  Néanmoins, l e s  d ivers  

travaux de KNOX ( 1975) e t  de HESLOP-HARFiISON e t  c o l l .  ( 1975) ne corroborent 

pas  c e t t e  hy-pothèse . 

V I  - SURFACE STIGMATIQUE ET FBACTION D'INCOMPATIBILITE 

De récents  travaux son t  connus qui  s ' i n t é r e s sen t  à l a  surface 

stigmatique des p lan tes  à incompatibil i té  sporophytique e t  gamétophy.tique 

(DICKINSON-W~SON , 1975 ; KONAR-LINSKENS , 1966) . 
En l 'absence d'une c l a s s i f i c a t i on  physiologique des stigmates, 

l e u r  d i s t r i bu t i on  dans deux groupes e s t  envisagée en considér,uit l a  nature  

des séc ré t ions  qui recouvrent l e s  pap i l l e s  : des stigmates hmides  e t  secs  

son t  a in s i  reconnus. 

1 - k s  stigrnatzs humZdes : 

~ o l a n a c é e s ,  L i l i acées ,  RosacSes e t  Onagracées possèdent des pap i l l es  stigma- 

t iques  recouvertes d'une sécrét ion abondante qui v a  s'accumuler e t  p e r s i s t e r  
' 

durant l a  v i e  du stigmate. Cet exsudat, généralement sous forme d'émulsion 

l i p id ique ,  s e r t  à f i x e r ,  à induire  puis à maintenir l a  germination du pol len.  

Mais de nombreux travaux soulignent i c i  également une la rge  hétérogénéité 

de composition des surfaces  de ces stigmates où non seulement des const i tuants  

l i p i c iques  m a i s  auss i  osidiques e t  protéiques sont i d e ~ t i f i é s .  Chez Petmia  

pa r  exemple, ce revêtement l ip id ique  de l a  surface stigmatique ou cut icule  

liquide, associe des acides gras  (de 11 à 20 atomes de carbone) (MARTIN, 1965), 

des oses (KONAR, 1 9 6 6 ) ~  des composés phénoliques (MLRTIN, 19 68) , des acides  

aminés l i b r e s  e t  enfirr des n?ucopolysaccharides responsables de l a  v i s cos i t é  

de c e t  exsudat. 



FIGURE 4 

EVOLUTION DU POTENTIEL ELECTRIQUE CHEZ PETUNIA HYBRIDA 

EN FONCTION DE LA POLLINISATION (LINSKENS-SPANGERS, 1 9 7 3 )  
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Ce revêtement e s t  Ggalement c a r a c t ~ r i s é  par l a  présence de protéines,  quanti- 
t 

tativement peu représentées chez Petunia (KROH, 1964) e t  chez LiZiwn (LABARCA 

e t  co l l . ,  1970) où l e  taux de protéines e s t  de 7 $. Cependant, l 'appl icat ion 

des techniques cytochimiques permet l ' ident i f ica t ion  des ac t iv i t é s  spé- 

cifiques t e l l e s  que ce l les  des estérases  (DICKINSON e t  co l l . ,  1975). 

2 - Les s t igmtes  secs : 

Ils caractér isent  essentiellement des plantes à incompatibilité sporophytique 

t e l l e s  l e s  Crucifères e t  l e s  Composées. Mais en r é a l i t é ,  i l s  ne sont que théo- 

riquement secs. Une pe l l icu le  protéique hydratée (MATTSON, 1974) sensible à 

l a  pronase e t  insensible aux l ipases ,  recouvre l e s  papilles s t igmat i~ues .  

Cette pe l l icu le  recouvre à son tour une cuticule de cutine don6 l a  disconti- 

nui té  favorise l e s  mo~vements d'eau en t re  l a  couche pecto-cellulosiqce de 

l a  paroi e t  l e  milieu extérieur (MATTSON, 1974 ; HESLOP-HARRISON, 1975). 

L'origine de ces protéines e s t  précisée. El les  sont synthétisées dans l e  cy- 

toplasme de l a  papi l le  (HESLOP-HARRISON, 1975) puis diffusent à trzvers l a  

couche pecto-cellulosique e t  s ' é t a l en t  sur l a  surface externe. Par son or i-  

gine, c e t t e  protéine peut donc ê t r e  considérée c o r n  une sécrétion sèche. Les 

méthodes d'électrophorèse en gel de polyacrylamide mettent en évidence uEe 

hétérogénéité protéique ou en pa r t i cu l i e r  une ac t iv i t é  estérasique,née au 

stade du bouton f l o r a l  e t  qui augmente parallèlement à l a  maturation, va 

pe r s i s t e r  jusqu'à l 'anthèse.  Trois bandes d is t inc tes  d 'estérases sont d6finies 

(KESLOP-HARRISON, 1975 ) . 

L'étude des surfaces ce l lu la i res  a é t é  entreprises sous un aspect 

électrophysiologique par LINSKENS e t  SPABGEHS (1973). Des potent iels  d'action 

sont enregis trés  après pol l inisat ion ent re  l a  s r f a c e  stigmatique e t  l a  base 

du s ty l e  ( f igure  4 ). Après pol l in isa t ion  (compatible e t  incompatible), une 

faible augmentation du potent iel  e s t  enregistrée qui devient négative par l a  

su i te .  Son origine s e r a i t ,  d'après l e s  valeurs présentées, ionogénique. 



Tous ces travaux reposent donc sur l'hypothèse d'un s ignal  né 

de l ' i n t é r ac t ion  en t r e  deux surfaces pol l inique e t  s ty l a i r e .  S m s  pour au- 

t a n t  considérer ces surfaces comme des s t ruc tures  passives ( l e s  acquisit ions 

récentes dans l e  domaine de l a  biochimie des parois  nous démentiraient), 

nous pensons que l a  réception d'un s igna l  e t  son t r ans fe r t  do i t  reposer sur  

des s t ruc tures  bien p lus  act ives  e t  dynamiques par l e u r  conformation , 
l e u r  hétérogénéité s t ruc tura le  e t  par l ' i n t i m i t é  de leurs  r e l a t i ons  avec 

l e s  organelles i n t r a c e l l u l a i r e s  (réticulum endoplasmique, appareil  de Golgi 

e t  mitochondries). 

C'est pourquoi nous avons en t r ep r i s ,  en é t r o i t e  collaboration 

avec Monsieur l e  Professeur LINSKENS l i é  par  un accord inte?-universitaire 

au Laboratoire de Mademoiselle l e  Professeur COUSTAUT e t  avec Monsieur l e  

Professeur LINDER qui di r ige  des recherches pa ra l l è l e s  entrepr ises  par 

Monsieur BRIS chez une autre espèce auto-incompatible (Oenothera missourien- 

sis), l ' é tude  des glycosphingolipides neutres  des systèmes membranaires dans 

l e s  pollens e t  l e s  s t y l e s  de Petunia hybrida. 

Ainsi, après avoir déf ini  l e s  techniques d 'extraction des l i p i -  

des totaux, des glycosphingolipides neutres e t  des glycosphingolipides acides,  

l eu r  fractionnement nous permettra me meilleure déf ini t ion des coristituants 

de ces glycosphingolipides. 

Cette étude a é t é  entrepr ise  a f i n  de mieux comparer l a  biochimie 

des pollens e t  c e l l e  des s ty l e s  avant e t  après po l l in i sa t ion .  E l l e  l ' a  é t é  

dans l ' e spo i r  de nous conduire à une meilleure approche de l 'expression mo- 

l écu la i r e  du "signal" l i é  à l a  const i tut ion de l a  membrane biologique, à ses  

modifications en fonction de se s  proprié tés  physiologiques où des a l t é r a t ions  

de l a  perméabilité e t  de 1' a c t i v i t é  enzymatique accompagnent l a  reconnaissm- 

ce de l ' a l l è l e  S. 
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C H A P I T R E  

- GENERALITES SUR LES GLYCOSPHINGOLIPIDES - 

€TA7 D E  NOS CONNAiSSANCES ACTUELLES.  

On sait  que l e s  sphingolipides ou "cérébrosides" a i n s i  dénommés par- 

ce q u ' i l s  f u r en t  découverts pa r  THLTDISCHLIM dans i e s  neurones cérébraux ont  é t é  

également i s o l é s  dans d ' au t res  c e l l u l e s  animales (spermatosoIdes, leucocytes,  

e t c . .  .). 

Actuellement, l e s  sphingolipides sont mieux connus e t  l e - a  apparte- 

nance a é t é  reconnue dans tous  l e s  orgmismes vivants  : bac t é r i e s ,  végétaux 

e t  animaux. Ils représentent  une c lasse  de composés qui  peuvent va r i e r  énor- 

mément. 

La  t rès  grmde m u l t i p l i c i t é  qu 'off rent  l e s  glycosphingolipides ré- 

s u l t e  de l a  v a r i a b i l i t é  des t r o i s  const i tuants  q u ' i l s  ont  en commun : 

- l a  sphingosine ou base à longue chaîne (LCB) ; 

- l e s  acides g ras  (AG)  ; 

- l e s  carbohydrates. 

Certains glycosphingolipides très complexes contiennent ,en plus, des 

rés idus  su l fu r iques ,  e t  d m s  l e  règne végé ta l ,  également des résidus phos- 

phoriques. 



1 - Les cerandes : 

Les sphingolipides représentent  une c lasse  de l i p i d e s  complexes qui  renferment 

dans l e u r  s t ruc tu re  une molécule de sphingosine (d i01  aminé 2 longue cha,?ne) 

l i é e  à un acide gras  par  une l i a i s o n  amide en pos i t ion  2 donnant l i e u  à l a  for- 

mation de N-acyl-sphirigosine ou "cérmide".  

Notons que ce terme de "céramide" e s t  une appel la t ion communément u s i t é e  dès 

que l a  nature  de l a  base ou c e l l e  de l ' a c i d e  gras n ' e s t  pas précisée .  

On dis t ingue p lus ieurs  au t res  types de sphingolipides.  

2 - Les cérébrosides : 
Leur s t r uc tu r e  e s t  c a r ac t é r i s ée  ? a r  l a  présecce d'une ou p lus ieurs  molécules 

d'hexoses (ou d'hexosamines) un i e ( s )  à l a  sphingosine du céramiae par l i a i s o n  

osidique,  ce qui conduit aux : 

- monoglycosylcérazides ( M G C ~ ~ )  : ce son t ,  l e  p lus  souvent, des céramides unis 
pa r  l i a i s o n  osidiqce à une molécule de glucose ou de galactose ; 

- diglycosylcéramides ( D G C ~ ~ )  : ce sont  des. cérd-des dérivés des précédents 
par f i x a t i o n  d'une seconde molécule d '  hexose par une l i a i s o n  osidique fréquen- 
nient de type 1-4 ; 

- t r iglycosylcéramides ( T G C ~ ~ )  e t  tétraglycosylcéramides ( T R G C ~ ~ )  : i l s  ren- 
ferment respectivement 3 e t  4 rés idus  monosaccharidiques dans l e u r  molécule. 

3 - Les suZfatides : 

C e  sont des cérébrosides dont uïi rés idu  osidique e s t  sul fa té  (nxemple : l e s  

e s t e r s  sul fur iques  du galactose (en pos i t ion  C3) ou galac-tocérébrosides). 

Lpurs acides gras possèdent fréquemment de longces chaînes carbonées (ac ide  

l ignocér ique,  C:24 ; acide béhénique, ~ : 2 2 ) .  



1 

C e  terme d é s i p e  des glycosphingolipides dont l a  molécule e s t  ca rac té r i sée  pa r  

l a  présence d'une ou p lus ieurs  molécules d 'acide s i a l i que  (acide neuranimique!. 

De grands progrès ont  maqué ces dernières années l a  chimie des l i p l d e s .  Cet 

enrichissement de nos connaissances e s t  étroi tement l i é  au développement des 

techniques de micromalyse , à l e u r  l a rge  di f fus ion dans l e s  l abora to i res  in -  

t é r e s sé s  pa r  l e  métabolisme des l i p i d e s .  La généra l i sa t ion  des techniques de 

chromatographie i ' adsorp t ion ,  d'échange ionique,  l e w  associa t ion avec d 'aut res  

techniques chromatographiques (sur couche mince e t  en phase gazeuse) e t  avec 

des méthodes physiques ( spe c3rophotométrie Gans 1 'u l t ra -v io le t  , en infrarouge,  

spectrométrie de masse) ont a idé  à l ' é t u d e  des l i p i d e s  en général  e t  a montré 

l ' hé té rogéné i té  des glycosphingolipides qui sont  des l i p i d e s  c o q l e x e s .  Ceux- 

c i  son t ,  en p a r t i c u l i e r ,  caractér iskspar  l a  jxxtaposit ion dans l e u  molécule 

d'une p a r t i e  i ipophi le  (zc ides  g ras  e t  bases à longueschaînes) e t  d'une p a r t i e  

hydrophile ( s u b s t i t u m t s  osidiques) . 

II - ETUDE DE LA PARTIE HYDROPEOBE DES GL'ICOSPHINGOLIPIDES : LES CERAMIDES 

Les céramides représentent  l a  f r a c t i on  l ipophi le .  Leur complexité 

s t r uc tu r a l e  a é t é  é t a b l i e  pa r  l ' app l i c a t i on  e t  l a  confrontat ion de nombreuses 

méthodes analytiques qui  associent  par  exemple : 

- l a  dégradation oxyda%ive par  l ' a c ide  périodique,  l a  réduction par  l e  boro- 
hydrure ou l 'hydrolyse  acide douce (KATES, 1972) permettent dans un premier 
temps l a  l i b é r a t i o n  des c é r k d e s  par  hydrolyse de l a  copule o s i d i q ~ e  des 
glycosphingolipides ; 

- l ' u t i l i s a t i o n  de mélange hydrolytique,  t e l  l e  méthanol-HC1 qui l i b è r e  l e s  
bases à longue c h a h ?  e t  l e s  acides gras des céramides e t  des glycosphingo- 
l i p i d e s  (KATES, 1972 ; GAVER e t  SWEELEY, 1965 ; CAF.TER e t  GAVER, 1967) ; 

- l a  chromatographie en phase gazeuse couplée ou non à l a  spectrométrie fie 
masse ( S A ~ L S S O T ~ - S A ~ L S S O N ,  1970 ; HAI4ARSTROIVI e t  c o l l .  , 19'70). La sépara- 
t i o n ,  l ' i d e n t i f i c a t i o n  e t  l e  dosage des bases e t  des acides gras  seront  a i n s i  
r é a l i s é s  . 

Il ex i s t e  un g r m d  nombre de bases connues (60 environ) e t  d 'acides 
/ gras  (200 environ) ,  (HIIWISPLO-RENKOPJEN, 1970 ; .mTENSSON, 1969). 11 en re- 

s u l t e  une t r è s  grSmde -7ar iab i l i t é  d m s  l a  s t r uc tu r e  des c é r h d e s .  La s i g n i f i -  

ca t ion biologiqce de c e t t e  v a r i a b i l i t é  e s t  encore m a l  dé f in ie .  
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1 - Les bases à longues chaZnes : 

Jusqu'à ces dernières  années, l e s  bases à longue chaîne é t a i en t  r e s t r e i n t e s  

à quelques espèces ~oolécu la i res  ( t ab leau  5 ) ,  s o i t  : 

- l a  sphingosine { rencontrees tou tes  deux dans l e s  glycosphingolipides 
- l a  dihydrosphingosine ) des t i s s u s  animaux 

- l a  phytosphingosine plus l oca l i s ée  dans l e  règne végétal .  

Actuellement, 60 espèces de bases à longue chaîne on t  é t é  dénombrées 

(KARLSSON, 1971). La sphingomyéline du l a i t  de vache ou de r e i n  de boeuf en 

cont ient  30 environ (KARISSON, 1968). Cependant, l e  nombre de bases i so l ée s  

e s t  en r é a l i t é  p lus  f a i b l e  2uisque 17 au totaJ. l e  sont  d.ont 5 sont cornmunis 

aux organismes végétaux e t  animaux e t  une seu le ,  l a  k - ~ - h ~ d r o x y - 8 - s ~ h i r ? ~ a n i n e ,  

e s t  spécif ique des p lan tes .  

Les progrès de l a  chimie analytique e t  l e s  méthodes ncuvelles apportées par  ' 

l ' évo lu t ion  e t  l ' app l i ca t i on  des techniques physiques dans l a  chimie des li- 

pides  sont à l ' o r i g i n e  du g a n d  pas f a i t  dans l a  conneissance de l e u r  

s t r uc tu r e ,  de l eu r  v a r i a b i l i t é  e t  de l e u r  importance Evoiutive. 

a )  s t r uc tu r e .  Toutes ces bases possèdent uniformément un rgsidu termlnal  po-. 

l a i r e  de type 1-3-dihydroxy-2 aminé : 

Le nombre d'atomes de carbone des bases va r i e  de 12 à 22. Chez l e s  végétaux, 

l a  chaîne carbonée e s t  souvent c o q r i s e  en t r e  C 16 e t  '20. 

~ u s q u '  à ces dernières  années, seu les  l e s  s t r u c t w e s  de l a  sphingosine, de l a  

dihydro-sphingosine e t  de l a  phytosphingosine spécif ique des t i s s u s  végét&ux 

é t a i e n t  é t a b l i e s .  Eeux types principaux de bases sont  dist ingués : 

- ce lu i  de l a  sphingmine ( 1 ) ( type dihydroxylé) ; 

- ce lu i  de l a  phytosphingosine ( 2 )  ou 4-hydroqsphinganine ( type trihydro;grlé) . . . 
R - CH (OH) - CH ( k H z )  - CH2&! ( 7 )  
R - CH (OH) - CH (OH) - CH ( N U 2 )  - CH20H ( 2 ) .  



TABLEAU 6 

CLASSIFICATION DES BASES A LONGUE CHAINE D'APRES KARLSSON, 1 9 7 0  

non! systématique 

T~tradcca4spl~ingcninc 
1.3-@ihydroxy-2-arr,inod-~~entadecene 2X,3X-pentrJcca-r4sphingcn1ne 

rgriro-  l.3dit?ydroxy-2-anin01rans4-hex~deccn~ Hcxadeca-4-sphingcnine 
1.3-Dihydrory-2-aminoj-hept:deccr,c 

rj,rhro- I.74;hydroxy-?-am:n~rrans-4-0~1~decenc 
1 .3.Dihy6roxy-2-arninwitadeccnc !X.3X-sphrn~cnine 
1.3-Dihydrcxy-?-am11i~rrans-8-octadeccne 

ocladecadiene 
I ,3-Dihydrox).-2-amino-4.I 3-octadccadicnc 
1,3-Dihydmxy-Z.amù,d,I 2-octadccadienc 
1.3-Dihydroxy-2-aminooctadccadicnc 
1.3-Dihydroxy-2-amin04.I 1-cicoudtenc 
1.3-Dih) droxy-2-aminocico%?diene 

Erythro- l.3dihydroxy-2-arninemns-l.cis-9- 
docusadienc 

Eryrhro- I .3dihydnxy-2-minwrmns4.cir- 13- 
docomdicnc 



A l ' i n t é r i e u r  de ces deux c l a s se s ,  l a  longueur de l a  chaîne carbonce H, e t  l e  

degré de sa tu ra t ion  peuvent v a r i e r  (-KARLSSON, 1970 ; 1971 ) . 

b) v a r i z b i l i t é  s t r u c t u r a l e .  Une g r a d e  v a r i a b i l i t é  s t r uc tu r a l e  a é t é  6 t ab l i e  

en considérant  l e  comportement des kases en chromatographie sur couche n' I lnce 

(SAMBASIVARAO e t  Mec CLUER, 1963 ; KARLSS9N e t  I!?ARTEXSSON, 1968) ou su r  CO- 

lonne (BARENHOLZ e t  GATT, 1968). 

La dé f i n i t i on  de l e u r  s t r u c t u r e  chimique e t  l e u r  c lass i f i ca t io r i  dé r i -~en t  éga- 

lement : 

- des analyses de l e u r s  produiVs d'oxydation ( t e l s  l e s  aldéhydes, a lcools  e t  
ac ides  gras hoiclogues) pa r  chromatographie en phas? gazeuse (K~XLSSON, 197 1 ) 3 

- des ânalyses de l e u r  N 
chromatographie en phase 
1970 ; 1965) ; 

-acétyl-trirnéthyl-sllyl d6rj.v; par  couplage d.e l a  
gazeuse e t  de l a  spectrométrie de masse {FARLSS~~N, 

- e t  &es analyses des spec t res  de masse zprès oxydation par O O des dérivés s 4 N-acgtyl-triméthyl-silyl des Sases à longue chaîne pour l a  l o c d i s a t i o n  des 
doubles l i a i s o n s .  

L'emploi de ces d iverses  techniques a permis de souligner l ' a ï l e u r  de la,  va- 

r i a b i l i t é  s t r uc tu r a l e  des bases ( t ab leau  6 ) .  Anssi, tenant  compte de l a  cm-  

f i gu ra t i on  e t  de l a  nature  des subs t i tuan t s ,  une c lass i . f ica t ion a été propo- 

sée en 1967 par l a  Commission de Nonenclature Biochimique ( c .N .B . )  ùe 

191UPAC-IUB. Ces ca r ac t é r i s t i ques  s t r uc tu r a l e s  sont  schématisées dans l e  t a -  

b leau suivant  : 



Terninaison p o l a i r e  co?mune 1 .3 dihydroxy-2-mino 
N o ~ b r e  d ' atoxes de c a r  oone (12)-14 à 22- 
E r ~ ~ c h e m e n t  de l a  chaîne paraf f inique i s o  (n-1) 

a i t e i s o  (n-2) 

l mon 0 6 n t q u s  

-dn : 1 4 t r a n s  

- d l 8  : 1' 
8 ? t r m s  - di8  : 1- 
8 t r a n s  - t18  : 1- 
1 1  - d20 : 1-- 

- d22 : 1 9 c i s  

,13 c i s  - d22 : . 

4 t r a n s  ,14cis  - d l 8  : 2-- 

- dl8 : 2 4 tarans,8 t r a n s  

- dl8  : 2 s  

- : 7' 1 1  

,< t rar is ,9 r i s  - ii22 : c 
4 t rms ,  13 c i s  -- 6.22 : 2--,-- 

Retnatqua : Les dénominations t i ennen t  compte du nofiibre de gro-qes hjrdro:y- 
1 6 s  e t  de doubles l i a i s o n s  contenus dans la .  molécule. 

Ains i ,  l e s  l e t t r e s  d e t  t correspondent respectivement aax bases d i  e t  tri- 

l ~ à r o x y l é e s .  Ces l e t t r e s  son t  su.i.vies du nombrc d 'atoaes de carhcne (d18, t l 8  

p a r  exemple ) , e t ,  cornne pour l e s  acides g r a s ,  du riombre de dov%les l i a i s o n s  

(d i8  : O ,  aucune double l i a i s o n  ; 618 : 1 ,  une double l i a i s o n ) .  La p o s i t i o n  

e t  l a  géométrie de ces  dou'oles l i a i s o n s  son t  représentées  pa r  un s i g l e .  Exem- 

p l e  : l e  s igne  n-9 indique une double l i a i s o n  en 9 à p a r t i r  de l ' e x t r é x i t é  

méthylée. Les b r a n c h e ~ e n t s  son t  inc?iqués p a r  l e s  i e t t r e s  "br". 

Selon KARLSSON, 197 1 , l e s  d i z f e r e n t s  types  de bases à longue chaîne des c6ra- 

mid.es peuvent ê t r e  c l a s s é s  p l u s  simplement (tab1ea.u 5 ) . 

c )  i ~ o r t a n c e  évo lu t ive .  I l  s ' e s t  avgré que l a  p o s i t i o n  d 'ure  ou p l u s i e u r s  

do.uDles l i a i s o n s  e s t  en r e l a t i o n  avec l ' o r i g i n e  taxonomique des organismes. 

Ains i ,  une double l i a i s o n  " t r a n ~ "  en p o s i t i o n  8 (n-10) n ' appar t i en t  yu'zus 

bzses  t r ihydroxylées  spgci f iques  &es v é g é t a ~ r ,  qui  semblent d ' a u t r e  > a r t  d 6  - 

po7zvues de bases r ami f i ées .  Deux doubles l i a i s o n s  dont un? e s t  toujours  de 

types. " t raos"  4 e t  l 'c;.utre Ce type c i s  (n-4) , (ri-9) ou (n-13) ou tram (ri-10) 

vont c a r a c t é r i s e r  l e s  baçes dihydroqllées vég:%ales. 



Cependant, l e s  bases tr ihydroxylées sa turées  cornunément rencont,rEes dans l e s  

t i s s u s  végétaux, ont  é t é  récemmect i d e n t i f i é e s  chez l e s  mimaux : dans l e  p las-  

loa sanguin (VA.P?CE-S~BLSY, 1 9 6 7 ) ~  l e  r e i n  de m m i f è r e s  (KARLSSON-MRTENSSOIJ, 

1908 ; m ~ S ~ ~ ~ - ~ ~ ~ ~ ~ ,  1968 ; KARLSSOIV e t  C O U .  , 1968). 

Lf import&~ce évolut ive  des bases a é t é  6voquée récemment. Ainsi pa r  cxemple, 

l e s  gangliosides des animaux à s m g  chaud axra ien t  des Sases à 20 atoxes de 

carbone, cependant que ceux des animaux à sang f r o i d  n'en possèderaient  que 

14 à 15. 

S i  on peut  invoquer l ' i n f l uence  de l ' a l imenta t ion  pour expliquer l a  présence 

de l a  phytosphingosine dans l e s  membranes de la muqueuse i n t e s t i n a l e  ( A S S ~ T N -  

STOFFEL, 1972), l e s  végétaux semblent, pa r  l e s  caractères  st.ructuraiu; de l e w s  

bases ,  se  cornporter corne des inJcern6dia,ires en t r e  organismes bactér iens  e t  

aximaux. Ce qi;e montre l e  t ab leau  suivant : 



CL) nétabol isme des b a s e s  à longue cha?rie. Xous n'abocderoris -pas en d é t a i l  l e  

c a t a b o l i s n e  encore  m a l  connu des b a s e s .  Les é t a p e s  du métabolisme des bases  

à longue chazne ont été p r é c i s é e s  pa r  BXADY e t  col]-. ( 1758) e t  p a r  STOFECI, 

( 1976, 1968, 1970, 197 1 ) .  Leur synthèse  en présence  d'acyl-coenzyme-A (pal- 

milyl-coenz-yme-A) e t  de s é r i n e  condui t  à un compos6 cétonique (MENDENSFAUSEN-- 

ShEElZY, 1969) dont l a  r éduc t ion  s t é r éospéc i f ique  en dihydrosphingosine p a r  

une ~-3--d6hydï-osphinganine-~-î$~~~ii oxydoriduc-case précède La syn thèse de i r 

phytosphingosine ( 1 ~ ~ ~ ~ - 8 ~ ~ ~ ~ ~ ~ ,  1967) . 
Il a é t é  é t a b l i  récemmeizt que l e  cata'ûol.isme de ces bases  condui t  2 l a  I l h é -  

r a t i o n  d ' a c i d e s  g r a s  ( BARETU'HOLZ-GATT, 1968 ; GATT-RAREIVHOLZ , 1 968 ) e t  6' é tha -  

nol&ne ( S H I ~ ~ O J G  e t  c o l 1  . , 1976) p a r  1 ' in t e rméd ia i r e  d ' m  mécanisme de phos- 

phory la t ion  consommatew d'AT (STOFFEL, 1976).  

2 - Dzs6rfbution &s acides gras : 

Les connaissances de l a  chimie des a c i d e s  g r a s  ( s t r u c t u r e ,  m6tabol i sne)  s o n t  

considérablement  e n r i c h i e s  grâce à l ' a p p l i c a t i o n  de nouvel les  techniques  

physiques : spec t roscop ie  en inf ra - rouge  , résoilnanee msgnét;que n x c l é a i r e  e t  

chromatographie en phese gazeuse (GUNSTO~~E, 1975) où 1 ' i n t r o d u c t i o n  de colon- 

nes  c a p i l l a i r e s  a , en p a r t i c u l i e r ,  permis  une rneil.leurn s é p a r a t i a n  de d i f f é -  

r e n t s  isomères de p o s i t i o n  des ac iZes  i n s a t u r é s .  

a)  d é f i n i t i o n  . On désigne d'une façon sous l e  terme d ' a c i d e  g r a s ,  

t o u t e  molécule composée d'une chaîne a l i p h a t i q u e ,  s a t u r é e  ou non e t  por-iant 
7 

une fonc t ion  ac ide  carboxylique à l ' e x t r é m i t é  de l a  cha îne .  

La c h i n i e  des  ac ides  g r a s  é tant  miei;ix connue qile c e i l e  des  b a s e s ,  nous n 'envi -  

sagerons donc que l e u -  r é p a - r t i t i o n  dans 1.e rSgne v é g 6 t d  e t  d:ms l e s  glyco- 

sph ingo l ip ide  S .  

b )  - d i s t r i b u t i o n  des a r i d e s  g ra s  chez l e s  ~ l a x i t e s .  Une t r è s  grande v a r i é t é  

d ' a c i d e s  g r a s  e x i s t e  à l ' é t a t  n a t u r e l  chez l e s  végj taux  : envi ron  200 ac ides  

g r a s   nt é t6  i s o i g s  ,2 p a r t i r  de p l a q t e s  i n f g r i e u r e s  ou s u p s r i e u r e s .  Omni- 

p r é s e n t s  dans t o u s  l e s  l i p i d e s ,  i l s  s o n t  c l a s s é s  se lon  cieux c r i t s r e i  : 

- s o i t  leur d i s t r i b a t i o n  dans l e s  t i s s u s  ; 

- s o i t  un c r i t z r e  chimique. 



T A B L E A U  7 

C L A Ç S l f I C A T I O N  D E S  A C I D E S  GRAS KAJEURÇ CHEZ L E S  P L A N T E S  
(ti!TCHCOCK, i 5 7 5 )  

IIOi?l CC!IIB?IlCIZ 

acide laurique 
,, rnyi.istique 
,, palmitique 
,, stearique 

b t  oléique 
,, linoléique 
,, linolériique 

C L A S S I F I C A T I Q i ' d  DES AC I D E S  GRAS PUlIdEURS C t i E Z  L E S  P L A N T E S  (HITCHCOCK,  1 5 7 5  



Le premier  c r i t è r e  a condilit à la c l a s s i f i c a t i o n  en ac ides  g r a s  majeurs,  m i -  

neu r s  e t  r z r e s  (ou  i n h a b i t u e l s ) .  t 

- 1e.h ac~deh gt~a?s mujecm : i l s  s o n t  largement répandus chez l e s  

végétzoxS q u e l  que s o i t  l ' o r g a n e  env i sa&.  Leurs concen t r a t ions  sont  r e l a t j  - 

vezient abondantes .  13-s sont  souvent  r e p r i s e n t é s  p a r  des  ac ides  ~ o n o c a r b c x y l i -  

q 7 x s  s a t u r i s  ou nDn: à chaîne l i n é a i r e ,  non r a n i f i é e  e t  à nombre p a i r  d'atonies 

de carbofie. 

On r encon t r e  chez Les végétaux o u t r e  l e s  ac ides  p a l G t i q u e ,  01éiq.de e t  l i n o -  

l é i q u e ,  q u i  s o n t  pr6dorninants (HITCHCOCK, 1975) c e r t a i n s  a c i d s s  g ra s  majeurs ; 

c i t o n s  des  ac idcs  gras s a t u r é s  : 

- ac ide  dodécanoîque ou l a u r i q u e  ; 

- hexadécanolque ou p d m i t i q u e  ; 

- octadécâzlolque cu  s t é a r i q u e  (omniprésents  chez l e s  végétzux; 

e t  des  a c i d e s  g r a s  désat twés : 

- ac ide  o l é i q u e  : cis-9-oct~décéno7que ; 

- l i n o l é i q u e  : cis-9-cis-12-cctsdécadi6no?que ; 

- a lphd ino lé r i i que  : c i s -9 ,  c i s -  12, ci$-15 oc t . aaéca t r i éno~que  (également 
abondants chez l e s  p l a n t e s ) .  

- a c i d u  gtta-l ~l!inewzA : i l s  corresponaent  à des ac ides  gras  

q u i  n ' e x i s t e n t  qu ' à  l ' é t a t  de t r a c e s  chez l e s  végétaux. P a r f o i s ,  cer ta i r ies  

p l a t e s  s u p é r i e u r e s  s o n t  capables  d'accumuler un ac ide  g r a s  p a r - c i r 7 J i e r  ( t a -  

b l e a u  7 ) q u i ,  mineur dans d ' a u t r e s  groupes ,  deviendra i c i  a c i d e  gras  ma- 

j e u r  (HITCHCKOCK, 1975) . 

- 1e.h ncide-h g:~aA tLatLQ6 : a i n s i  només  en r a i s o n  de l e u r  s t r u c t u r e  

p a r t i c u l i è r e .  Ce s o n t  l e s  ac ides  g r a s  éthyléniqi les  conjugüés ou non, l e s  ac i -  

des g ra s  ac6 ty l én iques ,  l e s  ac ides  g ra s  s ~ h s t i t u i s  (hydroxylés ,  6poxylés,  

d i cz rooxy l iques ,  e t c .  . . f e t  l e s  ac ides  g r a s  à chaîne ramif ige  (HJTLIICOL~,  1975 1. 
COXX$ l e s  p r é c é d e n t s ,  I?ur d i s t r i b u t i o n  esr ,  f a i b l e  mais i l s  peuvent devenir  

p r idon inzn t s  d m s  une espèce ou un oygane: 



c )  d i s t r i b u t i o n  des ac ides  g r a s  dans l e s  glycosphinp:ol ipides.  La d i s t r i b u t i o n  

des  a c i d e s  g r =  p e u t  s ' e f f e c t u e r  au  hasa rd  e n t r e  l e s  d i v e r s e s  c l a s s e s  de li- 

p i d e s ,  mais f r éq i i em?n t ,  on a s s i s t e  à des  a s s o c i a t i o n s  p r é f é r e n t i e l l e s  au n i -  

veau de c e r t a i n s  l i p i d e s .  Ceci e s t  v z l a b l e  que l  q l e  s o i t  l e  règne considér6.  

A i n s i ,  l e s  gang l io s ides  des t i s s u s  du sys t ène  nerveux c e n t r a l ,  2ossèdent p re s -  

que exc lus ivenen t  de 1' ac lde  s t é a r i q u e  !:./IZGANL>T', 197 1 ) . La composition en 

a c i d e s  g r a s  des  g lycosph ingo l ip ides  v a r i e  s e lon  l e s  organes cons jdé ré s ,  e t  

en e s t  s p é c i f i q u e  (;.LI?~RTETJSOY, 1966) . Ceci e s t  v a l a ~ e  égalernefit a-J niveau 

du cerveau  où  l a  d i s t r i b u t i o n  des ac ides  g r a s  v a r i e  en  fonc t ion  de l a  l o c a l i -  

s a t i o n  des  t i s s u s .  De même, l e  sexe  jove un r ô l e  dans l a  déternilriation de l a  

stri;ct.ure des  g lycosphingol ip ides  au  n ive  au du f o i e  humain (ICWZT~:ROVICH e t  

c o l l . ,  1970) ou du r e i n  de s o u r i s  (COLES e t  c o l l . ,  1373) .  

3 - ~détcholisme des eéramideç : 

Les d i v e r s  ac ides  g r a s  s o n t  l i é s  aux bases  à longue cha?ne par  des  a c y l - t r m s - -  

f é r a s e s  q u i  u t i l i s e n t  l e s  acyl-ccenzynes-A cornme s u b s t r a t .  La s p g c i f i c i t é  de 

ces  acyl-coenz~?iie-A-s~hiri_gosine-P~-~acyl--transférases, d i r i g e  l a  dis t l - ibukion 

des  a c i d e s  g r a s  dans l e s  céramides (IGORELL-BRAUN, 1972) . 

YAVIN e t  GATT (1969) pensent  que l e s  céramides son t  b i o s y n t h é t i s 6 s  p a r  l a  

r é a c t i o n  r é v e r s e  de l a  céramidase,  q u i  hydrolyse normalement l e s  céramides 

en  ac ides  g r a s  e t  en bases  2 longue cha îne .  Cependant, ce  r ô l e  de b iosynthèse  

des cérm- idases  n ' e s t  qu 'hypothé t ique ,  a l o r s  que l e u r  r z l e  dans l e  ca t abo l i s -  

me des  c é r m i d e s  e s t  b i e n  défir , i  (I~~RELL-BRAUN, 1972). 

III - ETUDE D 9  LA PARTIE HYDROPS1L;E DES GLYCOSPHIKGOLIPIDES 

1 - Les oligohexosyleé~~amides neut-es : 

Un g r a d  nonlbre de teckiniques conduisant  à l ' i s o l e m e n t  e t  à l a  p u r i f i c a t i o q  

dés &ivers g1:rccughirigolipide;: on t  é t é  publ jéeu  récerment ( W I E G ~ ~ J I I T ,  1971 ; 

KATES, 1372). 



TABLEAU a 

.ii~--i-i-iiiii--i----i-- 

G a l - C e r  1 
G a l a  1  , b G a l - ~ e r  G a l N A c B  1 , 3 G a l a  1 , 4 ~ a l f 3 l  , b G l c - C e r  I 



a )  d i s  t r i b ~ t i o n .  

- c i i n d b ~ ~ t i o i z  cica nlanc\:2 xaa y1cE~ariudeh : l e s  monog1.y cos ylcjrarnides 

( M G C ~ ~ )  s o n t  t r S s  largement répandus dans l e s  organismes v ivants .  

Les mor-iogàlactosyj.cérmides o n t  été i d e n t i f i i s  chez l e s  cryptogames i n f é r i e u r s  

(Can&ïda u t i l i s  ou  Saccharomyces c e r e v i s i a e ) ,  chez l e s  végétaux supé r i eu r s  (?ha- 

seoZvls vuZgcris) e t  chez l e s  animaux ( 1  ' é t o i l e  de mer, l a  s o u r i s ,  l'hoiime) . 
Les nonogalac tosy lcérauides  (  al-~er) r e p r é s e n t e n t  l e  c o n ~ t i t u a r ~ t  l i p i d i q u e  

~ a j e u r  des  c e l l u l e s  du sys t è~ne  nerveux c e n t r a l  où s e  r encon t r en t  égelenieni 

l e s  n o n o g l ü c o s y l c ~ r a a i d e s  (Glc-Cer) en f a i b l e  q u a n t i t é  chez l e s  s u j e t s  s a i n s ,  

en t r è s  f o r t e  q u a n t i t é  chez l e s  s u j e t s  a t t e i n t s  de l a  maladie de Gaucher 

(DAWSON-03, l / ' j7)  . Chez 1 'homge , Ga;-Cer e t  Glc-Cer appar t iennei l t  à aes  z i s - -  

s u s  t rès v a r i é s  ( r e i n ,  i n t e s t i n ,  poumon, l a i t ,  sang  e t  égalelnent au n iveaa  

des  p l a q u e t t e s  dont i l s  s o n t  l e  c o n s t i t u a n t  majeur (KRIVIT-IIE:~~!<~RSTRO~$, 1972 ; 

TAO e t  c o l l . ,  1073). F é c e m e n t ,  un cGr6broside contenant  une ir_ol.éc~Ce de 

xylose  a é t é  i s o l é  chez l e  hareng  (KARLSSO~G e t  c o l l . ,  19'72). Cesenfiant y l e  

IJATANABE e t  c o l l .  (1976)  o ~ t  i d e n t i f l é  fucosy lc6 rmide  dans l e s  t i s s u s  

cancéreux. 

- d h $ t i b u C i o n  de& ofigo héxca y R c é ~ ( m i d ~ . 6   adt tes : l e s  oligohexo- 

syl-céramides n e u t r e s  peuvent s e  s u b d i v i s e r  en p l u s i e u r s  s é r i e s  (ta191ea;il 8 ) : 

- s é r i e  I pour ceux q u i  r é s u l t e n t  d'additions success ives  d.e r é s i d u s  glyco-- 
s i d i q u e s  du Gal-Cer ; 

- s é r i e s  II, III : 1, III : 2 qui comprennent l e s  o l igohexosy lc6 rmides  neu-- 
t r e s  i s s u s  de l a  s v b s t i t u t i o n  d 'un  Glc-Cer.  Ces oligohexosylc6ramides neu t r e s  
s o n t  f r éque rnen t  des  d i ,  t r i  e t  t é t r a g l y c o s y l c é r m i d e s .  Mais SPKCTH e t  c o l l .  
( 1975) o n t  i s o l é  un keptaglycosylcéramide,  e t  GARDAS ( 1976) un rnacroglycolipi- 
de contenant  22 r é s i d u s  os id iques  . 

Glucose, g d a c t o s e  son? l e s  cons i - . j tumts  l e s  p l u s  fréquen%s des oligohéxosyl- 

c i ramides  n e u t r e s ,  v a i s  i l s  peuvent  également. con ten i r  des rgç idus  de glucosa- 

mine e t  galactosamine Il-acétylés e t  de fucose (SIIITH e t  c o l l . ,  1975). Nous 

envisagerons  ul tér ieuremenb 2 es ooligohéxosylcéramides contenant  dans l e u r  nio- 

l g c u l e  des  r é s i d u s  d f i n o s i t 3 0 1  e t  de nailnose qui  appa r t i ennen t  p l u t ô t  aux 

ïes @ÿcosp'ningolipidec, des s 6 r j . e ~  1 e t  II on+, é t é  trouvsi;  au nireai l  des r e i n s  

Se 1i;mz1if2ree (I~ABTE:ISOI~, 1969) a i n s i  que dans leur:: pounons ( A D A P G - i ; ~ ,  1967) . 



Seule l a  s é r i e  II a é t é  i so l ée  à p a r t i r  de t i s s u s  de r a t e ,  de f o i e  e t  de 

sang (WIEGAXDT, 1971 ) . t 

Les s é r i e s  III : 1 e t  III : 2 proviennent des mGmes sources, c 'est-à-dire 

l e  bit, l ' u r i n e ,  l e  sé r lm e t  pa r fo i s  1s r a t e  (WIEGANDT, 1971). 

b )  métabolisme. Le métabolisme des oligoglycosylcéramides a é t é  l ' o b j e t  d-e 

nombreux travaux.  Ces recherches se  sont  heur tées  à des d i f f i c u l t é s  expérimen- 

t a l e s  tenant  : 

- à l a  s o l u b i l i t é  des subs t r a t s  ; 

- à l a  s o l u b i l i t é  des produi ts  de l a  réac t ion .  Les l i p i d e s ,  produi ts  terminaux 
des réac t ions  enzymatiques peuvent ne pas z~voir  l e s  mêmes carset&-es de ~0111- 

b i1i t .é  que Les s ~ b s t r z t s  dont i l s  proviennent ; 

- à l a  nature des enzymes impliqtzées dans l e  m~tabolisuie des glyeosphingoli- 
p ides .  Ces enzymes l i c e s  à des pa r t i cu l e s  r é s i s t e n t  en aux conditions 
s tandardisées  des processus de s o l ~ ~ b ~ . l i s a t i o n  (MO~LL-BRATJN,  1972). - 

- rnë&boLb fi:e des gdac;tan y.Lc&karrided ( G d - - C ~ t t )  : l a  p lupar t  des 

travaux concernant l e  rn6tabolisnle des Gal-Cer on t  é t é  r é a l i s é s  sui- l e s  t i s s u s  

du système nerveux. 

La présence d' UDP gaïactose  e s t  néeessa.ire . Deux voies métaboliques sont pro- 

posées (BURTON e t  c o l l . ,  1958 ; MOHELL-BFATm, 1972). 

- pa r  acyla t ion de l a  base (LCB) puis  galactosyla t ion 

LCB + acqL-CO-A - cEttamida + Co-A 

CUL + U D P - G d  * G d - C Q ~  + UDP 
i 

- ou par galactosyla t ion de l a  base (LCB) pu i s  acyla t ion : 

LCB + WP-Gd --- pbychonine + iiaP 
pc,qc/zuisirze + acgL-Co-A - Gd-Cm + Co-A 

Cependmt, il semblerai t  que l a  seconde voie métabolique impliquant l a  psycho- 

s ine  a i t  de nombreux supports expérimenta,ux (CLELAND-KENNEDY, 1960 ; HNW1ARSV,OM, 

1971). 

L'hydrolyse du Gal-Cer en galactose e t  céramide a é t é  démontrée par  HP.JRA e t  

c o l l .  ( 1966j . L 'enzy~e  implique une cérGbroaide galactosidase d 'o r ig ine  iy- 

sozomale. Son a c t i v i t e  n6cessit.e l a  de s e l s  b i l i a i r e s .  Le d é f i c i t  

en c e t t e  enzyme e s t  respor,saiole de l a  iiialadie de Krabbe chez l'homme ( l eukodp-  

t rophie  ( SUZVLI-SUZUKI , 1970). 



TABLEAU 9 
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LILiip C' Schéina de la degradation métabolique 

des  sphingolipides complexes 



Actuellement, r i e n  ne prouve que chez l e s  végétaux un t e l  processus mgtaboli- 

que e x i s t e .  

- mLtaboLhme des gtqco6qLcSh~ride6 (GRc-CUL) : l e s  Glc-Cer son t  

presque exclusivement rencontrés dans j.es t i s s u s  extra-newaux. Leur biosyn- 

tllèse e s t  une étape fondanentale ce c e l l e  des gangllosides.  La glycosylat ion 

des c6ramides n i ce s s i t e  l a  présence dlUDP-glucose e t  d'une enzyme de glycosy- 

l a t i o n  qui ne présente aL3.cun.e s p é c i f i c i t é  quant à l a  nature  du c é r ~ d e  subs- 

t r a t  (c 'es t -à-di re  au niveau de l a  longueur de chaîne des acides gras  e t  de 

c e l l e  des ba se s ) .  

L'enzyme hydrolysant l e s  Glc-Cer en glucose e t  céramide a é t é  pu r i f i é e  2 p u -  

tir : 

- de r a t e  humaine ; 
- de cerveau de boeuf ; 
- de fo i e  de r a t  ; 
- de r e in  de r a t  ; 
- d ' i n t e s t i n  de r a t  (MORELL-BRAUN, 7972). 

Un d é f i c i t  en glucosylc6ramide gluccsidsse conduit 2 l 'acciimulation dans l e s  

v i scè res  e t  dans l a  r a t e  de Glc-Cer ca rac té r i s t ique  de l a  maladie de Gaucher 

céramides neutres  dont on a é tud ié  l e  métabolisme peuvent ê t r e  c lassés  en t r o i s  

groupes s o i t  : 

- ceux de l a  s é r i e  II ; 
- ceux de l a  s é r i e  III ; 
- ceux de l a  s é r i e  I V  non s i a l i d é s .  

Il e s t  c e r t a i n  que l ' o l igosacchar ide  c o n s t i t u t i f  des glycosphingolipides e s t  

syn th6 t i sé  pa r  addi t ion successive d 'un i tés  monosaccharidiques activées par  

un nucléot ide  (UDP-~lc  e t  LDP-~al) . Ces addit ions successives se font  par 

1' iritermédiaire de t rans fé rases  spécif iques ( WIEGP,IVDS, 197 1 ) ( t ab leau  g ) . 
Le système multi-glycosyl-transférase suppose qu'une t r m s f g r a s e  d-ifférente 

e s t  nécessai re  pour cha,cune des é tapes ,  e t  que l e  produi t  formé cons t i tue ra  

l e  subs t ra t  l o r s  de l ' é t ape  suivante .  Ces enzymes t rans fgran t  l e  m$mc hexose, 

mzis su r  des subs t ra t s  de s p 6 c i f i c i t é  d i s t i n c t e  n 'on t  pas l e s  mêmes exigences 

en ce qui concerne par exemple l e u r s  ac t ivateurs  ( i ons  méta l l iques ) ,  l e u r s  



l o c a l i s a t i c n s  subce l lu l_a i res  , l e u r s  pH optima d ' a c t i o n  e t  l e u r s  thermostabi-  

l l t é s .  Le l i e u  do b iosynthèse  de ces  gl-ycosphingolipides n : e s t  pas  encore 

& f i n i  : syriaptosonie des  te rmina isons  nerveuses,  moel le  osseuse ou e ry thro-  

c y t e s  (chez l e s  mmmif$res) .  

La p a r t i e  o l igosaccha r id ique  des gl.gcosphirigolipide s e s t  dégiadée pa r  hydro-- 

l y s e  succes s ive  des l i a i s o n s  gl j rcosidiques des u n i t é s  monosaccharidiques ( ta -  

b l e a u  9 ) .  Les enzynzs responsables  de c e t t e  hydrolyse possèdent  une t r ès  

grande s p é c i f i c i t é  vis-à-vis  de l e u r  s u b s t r a t .  

Chez 1' h o m e  , 1 ' a c c w ~ ~ ~ l a t i o n  pa thologique  de g lycosphingol ip ides  e s t  en ï-ela- 

t i o n  d i r e c t e  avec l a  & f i c i e n c e  t o t a l e  ou p r r t i e l l e  de l ' a c t i v i t é  d'une seu-  

l e  de ces  enzymes. 

La maladie  de Fabry co r r e  spond à 1 ' accumulation de G a l  a ! 1-+4) Ga1 B ( 14) - 

Glc-Cer e t  2 l ' absence  d 'une  ga lac tose-hydro lase  lysosoinale spéc i f ique  du 

r é s i d u  t e r r a n a 1  de ce t r ihexosylcérarn ide .  Ce g lycosphingol ip ide  e s t  

au n iveau  de t o u s  l e s  t i s s u s  du malade ( c ' e s t - à -d i r e  f o i e ,  r a t e ,  r e i n ,  pai- 

c r é a s ,  p r o s t a t e ,  coeur ,  c o r t e x  c é r é b r a l  e t  muscles gasto-intestins m. . . )  

(CL- e t  c o l l .  , 1976 ; WJO-YAMAKATdA, 1974 ) . 

D ' a u t r e s  accumulat ions i r r é g u l i ? r e s  s o n t  r e l a t é e s  e t  en pa r t i cu? . i e r  c e l l e  

d'lm t S t r a g l y c o s y l c é r m i d e  contenant  du fucose ,  en r e l a t i o n  avec une a-fucc- 

s i d a s e  d é f i c i e n t e  (WIZC-P!?~T, 1971 ) . 

Les cond i t i ons  pa thologiques  l i é e s  à une dé f i c i ence  ou un dysfonctionnement 

des  enzymes n é c e s s a i r e s  au  catabol isme fies g lycosphingol ip ides  r é s u l t e n t  d 'une 

i n a p t i t u d e  9 former ].es e n t i t é s  s t r u c t u r a l e s  (membranaires p a r  exemple) né- 

c e s s a i r e s .  

2 - k s  su l f a t i de s  : 

L' i so lement  de s u l f u t i d e s  e t  l ' é t u d e  de l e u r  s t r u c t u r e  o n t  é t é  r é a l i s é s  à par-  

tir de t i s s u  de r e i n  de mammifères (MARTETJSSON, 1966 ; ICARLSSQN e t  c o l l . ,  1973) .  

La foraartion des  s u l f a t i d e s  (U~LAÇUBRA!UPJIM\I e t  c o l l . ,  1965) s e  f a i t  pa r  1 ' i n -  

t e r r i é d i a i r e  de 1 'ad6riosine -3-phospho-5 [ -phcsphosulfate  (PAPS) 

G d - C U L  - PAPS -t G d - C m  6 PAP 
I 
S 



La s u l f a t a t i o n  du ga lac tose  en p o s i t i o n  3 (STOFFYN e t  c o l l . ,  1971) e s t  réa-  

l i s é e  p a r  une '1~al-~er-sulfotransf6rase" p a r t i c u l a i r e  dont l e  s u b s t r a t  e s t  

s o i t  l e  Gal-Cer s o i t  l e  l a c t o s y l c é r m i d e  (STOFFYN e t  c o l l . ,  1968). 

De nêne l 'enzyme c l i v a n t  l e  s u l f a t e  do s u l f a t i d e s ,  comme l a  p l u p a r t  des hydro- 

l a s e s  impliquées dans l e  catabolisme des glycosphingolipides s e r a  de na ture  

p a r t i c u l a i  r e  (EVBAZ e t  c o l l .  , 1976) . E l l e  une a c t i v i t é  d ' m l - s u l -  

f  a t a s e  A e-t de s u l f  a t ide - su l f  a t s s e  (M~~Az-JALZKEIETZ , 1976 1 . 

3 - Les gangliosides : 

ies gangl ios ides  dé r iven t  de l a  s é r i e  I V .  Ce sont  donc des glycosphingolipides 

à acides  s i a i q u e s  t e l s  : 

- l ' a c i d e  IV,-acétyl-neuraminique (NANA) dm-s l e s  t i s s u s  du système nerveux ceri-- 
tral des animaux à sang chaud ; 

- 1 ' acide  N-glyccsyl-neurminique (NGI~A) des t i s s u s  extra-neuraux ( à 1 'excep- 
t i o n  de l'homme où ne s e  rencont re  que l e  NANA).  

a )  d i s t r i b u t i o n .  

- &A ;L&hu.h nQnveux C C ~ U U X  possèdent des t r i  e t  té - t ra-g1ycosy~-  

céramides s i d i d é s  c o q ~ o s é s  de l a c t o s e .  Une c e r t a i n e  v a r i a b i l i t é  s t r i l c tu ra l e  

e s t  observée en fonc t ion  de l ' â g e .  Le contenu en ac ide  s i a l i q u e  augmente avec 

l 'a l longement de l a  chaîne des bases (WIEGANDT, 1971). 

- l e 6  a b l ~ i ~  e&a-neuAaux s o n t  c a r a c t é r i s é s  pa r  l a  présence de 

gangl ios ides  contenant  du fucose.  

b )  gtabolisme.  

- anabcdhme : l ' i n c o r p o r a t i o n  de molécule d f  acide 

s i a l i q u e  pose l e  problème de l a  succession de l ' a d d i t i o n  s é q u e n t i e l l e  dfur i i t6s  

monosaccharidiques quand l a  chaîne e s t  r ami f i ée .  

Deux vo ies  s o n t  p o s s i b l e s  à p a r t i r  du Gal-Clc-Cer pa r  incorpora t ion  d'une G s l -  

?:AC ou d 'zn  ac ide  neuraminique s u i v i e  de l ' a d d i t i o n  d ' ac ide  nevrmlinique c,i 

d'une Cal-TIAC pour a b o u t i r  f inalement  au  corqosé su ivant  : 

G d - N A C  - G d  - G&c - C ~ t t  
t 
NANA 



Les voies de synthèses divergent  ensui te  pour about i r  aux d i  ou aux t r i - s i a l o -  

gangliosides.  

- Ca;tabu&me : l a  biodégradation des gangliosides 

s ' e f fec tue  6galeniert par étapes successives e t  détachement d fua i t é s  monosaccha- 

r id iques  par des glycosidases de nature p a r t i c u l a i r e  à pH optimum d 'ac t ion  

i n f é r i eü r  2 5 (WIEGANET, 1971). 

La p lupar t  de ces enzymes d 'o r ig ine  lysosornale ont  é t é  i so lées  à p a r t i r  de 

f o i e ,  r e i n ,  r a t e ,  muscle e t  muqueuse i n t e s t i i i a l e  d'animaux (WTI:GAPJDT, 1971 ) . 
Chez l'homme, l e s  gangliosidoses sont des maladies géngtiques l i é e s  à. l a  dimi- 

nution des a c t i v i t é s  d'enzymes du catabolisme e t  ca rac té r i sées  pa r  l'accumu- 

l a t i o n  de gangli.osides. Ce sont : 

- l a  maladie de Tay Sachs ( SVENMERI-IOLM, 1962 ; OKADA e t  O1BRIZ?J, 1969) ; 

- Ici maladie de Sandhoff (CIIEN WAY-CAWSON, 1976) ; 

- l ' i d i o t i e  anaurotlque i n f a n t i l e  (BARTSCH, 1970). 

4 - Les phytogZycosphingo~ipides : 

Leur s t r uc tu r e  a é t é  déterminée par CARTER .et c o l l .  ( 1969, 1 9 6 4 ) ~  e l l e  e s t  

représentée par  l a  f i gu re  suivante : 

galactose 

arabinose 

fucose 

O 



Leur molécule coraprend essent ie l lement  ; céra.tni.de, acide phosphorique, inos i -  
t 

t o l  e t  manose .  D'après CARTER, c ' e s t  p a r  une l i a i s o n  phosphodiester que l a  

4-hydroxy-11-acyl-sphinganine e s t  a t t achée  à un ol igosaccharide comprenant 

i n o s i t o l ,  mannose, ga lac tose ,  fucose mais auss i  de l ' a c i d e  hexuron iq~e  e t  des 

Iis ont  été i d e n t i f i é s  dans des organismes végétaux taxinomiqi~ement éloignés : 

- Nemospora crassn (LESTER e t  c o l l . ,  1974) ; 

- Saccharomyces cerevisiae (SMITH-LESTER, 1974) ; 

- Végétaux supér ieurs  (CARTER e t  c o i 1  . ; 1964, 1969) . 
Leur  r ô l e  e s t  encore i n d é f i n i .  



C H A P I T R E  I I  

- MATERIEL D'ETUDES. - 

L'étude que nous rapportons a é té  r éa l i s ée  chez Petunia hybrida 

media vuZgaris . les d i f f é r en t s  clônes ~ 1 6 6 ~  ( a l l è l e s  auto- incoqat ibles  S ,S2) 

e t  T2U ( a l l è l e s  auto-incompatibles S S ) ont é t é  mis à notre disposi t ion p a r ,  
3 3 

l e  Professeur H.F. LINSKENS, Directeur de l ' I n s t i t u t  botanique de 1'Universi- 

t é  des Sciences do Nimègue ( ~ o l l a n d e )  ( c f .  f i che  technique no 1 ) .  

Les combinaisons é tudiées  sont l e s  suivantes : 

- compatibles (xénopoll inisation des clônes : 17166~ par  l e  pollen T2U e t  T2U 
par l e  po l len  W166~) ; 

- incompatibles (au topol l in i sa t ion  des clônes : ~ 1 6 6 ~  par  l e  pollen ~ 1 6 6 ~  e t  
T2U par  son propre pol len T ~ u ) .  

Pollens e t  s t y l e s  (v ie rges ,  auto e t  xénopollinis6s après des p o l l i -  

n i s a t i ons  de 8 heures e t  de 24 heures) sont  lyophi l i sés  e t  conservés à -20°c. 

Nous nous proposons es s e n t i e l l e ~ e n t  l a  séparation e t  1 ' iden t i f i ca -  

t i o n  des glycosphingolipides neutres,ce qui implique l ' ex t r ac t i on  des l i p i d e s  

to taux,  l a  séparation des glycosphingolipj-des de ce totum e t  enf in  l e  f rac-  

tionnement en c lasses  de ces l i p i d e s  complexes. 
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C H A P I T R E  I I  I 

- ANALYSE DE3 GLYC0SPHI;dGOLIPIDES TOTAUX - 

L'isolement des gl.ycosphingoljpides %otaux implique l a  séparation 

a lab le  des l i p i d e s  des au t re  s const i tuants  c e l l d . a i r e s  sans en a l t g r n r  

l e s  s t r uc t u r e  S .  

La p r é s e r v a t l o ~  des a rch i tec tu res  membranaires dms  l aque l l e  l e s  

l i p i d e s  endogènes sont  engagés const i tue  un des premiers écue i l s  auxquels 

l ' expér imenta t ion e s t  confrontée. 

Il e s t  a i n s i  conse i l l é  d1extrai .re 1-e p lus  rspidement poss ib le ,  

des l e  prélèvement, l e s  l i p i d e s  a f i n  d ' é v i t e r  l ' a c t i o n  néfas te  des températu- 

r e s  supérieures à ce l l e s  de l a  congélation. 

D'un autre  cô té ,  l ' u t i l i s a t i o n  avant tou te  opération extra.c+ive de 

l a  congélation e s t  Ggalement d é l i c a t e .  En e f f e t ,  l ' i n t r u s i o n  de cr is taux de 

glace e s t  suscept ib le  de dé t ru i r e  par t ie l lement  l ' a r c h i t e c t u r e  c e l l u l a i r e .  

D'autre p a r t ,  il e s t  souvent montré que l a  décongélation favor ise  l ' a c t i v a t i c n  

des l i p a s e s  endogènes responsables de l 'hydrolyse des groupements "acyls". 

Une t e l l e  autolyse non physiologique des l i p i d e s  peut  d ' a i l l e u r s  ê t r e  contl-6- 

l é e  pa r  l ' é ~ a l u a t i o n  d e  l 'augmentation du taux d ' ac ides  gras l i b r e s  qui vont 

s'accumuler dans ce zas. 

Aussi, a f i n  d ' i ~ h i b e r  tou te  p o s s i b i l i t é  d 'ac t ion enzymatique avons- 

nc~ . s  r e j e t é  t ou t  protocole e x t r a c t i f  d ' m  matér ie l  mSae l y q l i i l i u é  qui  re-  

pose r a i t  UG-r l a  présence de solvan'cs dont l e  haut degr6 alcooli que favori-  

s e r a i t  l a  Üégadatiorî du maigrie1 e t  siu' l ' u t i l i s a t i o n  de s o l v m t s  qui ac t ive-  

r a i e n t  l e s  l i p a s e s  e t  l e s  phospholipases O. 



TABLEAU 1 0  

PROTOCOLE D ' EXTRACTION 

EXTRACTION 15mn au Waring Blendor 

dans CHCI3--CH30t4 (2:f) 

I 
to ambiante 

1 
FI LTRATION 

au Potter datis 

AGE par addition 



FJn e f f e t ,  il a  é t 6  é t a b l i  qiie l e s  phospholipases I) qui ca ta lysent  

l 'hydrolyse  des galactos ides  diglycérides des t i s s u s  chlorophylliens des 

f e u i l l e s  ont  l eu r  ac t . iv i t6  accrue par  l a  présence de chloroforme ou de d ié thy l -  

6 ther .  

De p lus ,  sachant que 1s f i a g i l i t é  des e x t r a i t s  l ip id iques  végétaux 

r é s ide  dans l e u r  grande r ichesse  en rés idus  "acyls" t r è s  désaturé.; e t  pa r  

conséquent t r è s  oxydables, ces ext ra i t .5  seront  toujours  stockés sous atmos- 

phère d 'azote  à -20 '~ .  

L'extraction des g lycosph ingo l i~ ides  végétaux e s t  p a r t i c ~ d i è r e .  On 

sa i t  en e f f e t  q u ' i l s  sont t rès  fortement in tkgrés  dans l e s  s t r uc tu r e s  membra- 

n a i r e s  (KARISSOX, 1973), au s s i  lew isolernent exigera- t - i l  des conditions 

d ' au tan t  p lus  dras t iques  que ce sont l e s  derniers  composés ex t r ac t i b l e s ,  a i n s i  

que l e  moctre l e  protocole re tenu ( t ab l eau  10) : glycosphingolipi3i-s des 

po l lens  e t  s t y l e s  l yoph i l i s é s  seront  e x t r a i t s  selon l e s  étapes suivantes : . 

- ex t r ac t i on  des l i p i d e s  to taux ; 

- ex t rac t ion  des glycosphingolipide s totaux.  

1 - EXTRACTION DES LIPIDES TOTAUX 

Les f l eu r s  des clônes ~ 1 6 6 ~  ( a l l è l e s  d1incompat ibi l i t6  S  S ) e t  
1 2  

T2U ( a l l è l e s  d ' incompat ibi l i té  S  S ) u t i l i s é s  pour c e t t e  6tu.e sont  cu l t ivées  
3  3 

en s e r r e ,  à température e t  lumière contrôlées ,  c u e i l l i e s  e t  po l l in i sées  selon 

une technique prGcédement déc r i t e  (H.F. LINSICENS e t  c o l l . ,  1969). Après 

des temps de po l l i n i s a t i on  de O heure ( s t y l e s  v ierges  témoins) , 8 e t  24 hewes  , 
les s t y l e s  auto e t  xknopoll inisés sont  lyophi l i sés  e t  stockés à -20'~. 

Les l i p i d e s  des s t y l e s  ( 2  g )  e t  des po l lens  ( 1  g )  sont  rapidement 

e x t r a i t s  selon l a  technique de FOLCH (1957) modifiée par KARZSSON (1973) 

( f i che  technique no 2 )  pa r  l e  mél-ange s o l v m t  C H C l  -CH OH ( 2  : 1 , v/-J à 
3 3 

ra i son  de 20 ml de sol-tant pa r  g rame de t i s s u  l yoph i l i s é  e t  pendant 20 m i -  

nu t e s ) .  



 près p lus ieurs  homogéiléisations e t  f i l t r a t i o n s ,  ;le r é s i du  sec e s t  

chauffé à r e f l u x  en présence du mélange chloroforme-inéthanol ( 1  : 1 , v/v) .  

Les l i p i d e s  to taux  son t  r e c u e i l l i s  dans une phsse in fé r ieure  chlorofomique 

après lavagc p a r  une so lu t ion  C H C l  -CH OH-NaCl 9 ( 3  : 47 : 48 , v/v/v) e t  
3 3 

évapcrés à sec ; Ils sont  r e p r i s  dans un p e t i t  volur~e du premier solvant  Citex- 

t r a c t i o n  e t  conservés à -20°C sous atmosphère d '  azote.  

II - OBTSNTI ON DES GLYC OSPHINGOLIPIDES TOTAUX 

L1~b ten tFon  des glycosphingol-ipides to taux à p a r t i r  d'un e x t r a i t  l i p i -  

dique t o t a l  t e l  q u ' i l  a. été précédemment préparé ,  exige l eu r  séparation des 

glyc6rophosphztides. En se basant  su r  l ' a l c a l i  r és i s t ance  des glycosphingcli- 

p ides  dûe à l a  présence d ' m e  l i a i s o n  mAde, l e s  glycérophos?hatFcle~: serorii; 

éliminés par  sapor, if icat ion en nll i ieu basique. 

Nous avons donc recherché un protocole  d 'hydro3.yse assurant  1x1 b o l  

isolement des glycosphingollpides à p a r t i r  des e x t r a i t s  de pol lens  e t  de 

s t y i e  s . 

1 - Recherche d 'm  protocole d 'hydro ly se  : 

Plus ieurs  protocoles  d'hydrolyse douce sont  connus e t  ont  é t é  t e s t é s .  Nous 

rapportons ci-après l e s  pr incipes  des méthodes proposées par BOUSER (19671, 

DAT?SON (1967), SUGITA (197b) e t  de =RLSSON (1973). i 

a)  méthode de ROUSER (1367). Les l i p i d e s  dissous dans l e  t é t rach lorure  d e  car-  

bone (0 ,8  m l )  s cn t  hyd.rolyséu pa r  une s c lu t i on  hydroalcoolj que de Na,OH N 

pendant 20 minutes à 37OC. Après a.rrêt de 1.a réact.ion par  addit ion d 'é thyl-  

fcrmate (0 ,4  ml) e t  évaporation, l e  rgsidü l i p id ique  e s t  i s o l é  pa r  déphüsage 

après aà&it ion de 1 volwne d'eau e t  2 volumes du mélange i sobu t a~o l / ch l c ro -  

forme ( 1  : 2 ,  v /v ) .  

b )  mgthode do D-:,ITSOT? --- (1967) .  Cette deuxième mgthocle e s t  me var ian te  de l a  

précédente. Les l i p i d e s ,  après évaporation 2 s ec ,  sont  repr i s  e t  liydrolys6s 

-me n u i t ,  à 3T0c, pa r  une soiut ion de potasse (KOH I N )  dans l e  mélange rnétha-- 

nol-eau ( 1 : 1 , ~ / v )  . 



OBTENTION DES GLYCOSPMINGOLIPIDES TOTAUX 

TABLEAU 1 1  

TOTAUX 1 

ALCALINE 1 
I DOUCE 

i KOH 0,1 Y dans Cl-$OH-H 2 O (9:l) 

12 h-sous azote-a I ~ b s c u r i t é  -et a 
température ambiante 

1 I A R R E T  DE LA REACTION ( 
1 addition d.HCI 28 I 

DEPHASAGE 

addition cie CHC13 et de H2° 
1 jusqu' aux concentrations finales 1 

GSL TOTAUX 
+ 

PROD lJ  I TE; 
de 

DEGRADAT l O N 



Après addi t ion de chloroforme e t  déphasage , l e s  glycosphingolipides to taux 
* 

contenus dans l a  phase organique i n f é r i eu r e  sont  r e c u e i l l i s ,  évaporés à sec  

e t  l e  r é s i d u  conservé à -2C°C sous atmosphère d 'azote.  

c )  méthode d? SUGITA (1974) .  Les l i p i d e s  sont hydrolysés 1 heure à 37OC en 

présence de sou6e I N  dans l e  mélange solvant  chloroforme-méthanol ( 2  : 1 ,  v /v ) .  

La réac t ion  e s t  a r r ê t ée  en acidifiant l e  mil ieu jusqu'à pII 4 pa r  HC1 I N .  

 près addi t ion de b volumes de mglange solvant  C H C l  -CH30H ( 2  : i , v/v) e t  dé- 
3 

phasage, l a  $hase i n f é r i eu r e  chloroformique e s t  d ia lysée  contre de l ' e a u  

d i s t i l l é e  à pendant 20 heures .  

La phase i n g r i e u r e  contertant l e s  glycosphingolipides e s t  éva2orge à sec e t  

l e  r é s i du  e s t  r e p r i s  pa r  l e  mélmge C H C l  -CH,OH ( 2  : 1 ,  v /v ) .  3 2 

Les phases in fé r ieures  (glycosphingolipides t o t a 7 u  non p u r i f i é s )  

sont  chroma%ogra2hiées en couche mince dans l e  système solvant  classique 

chloroforme-méthanol-eau (65 : 25 : 4,  v /v /v ) .  L ' ident lâ ica t ion des l i p i d e s  

en général  e t  c e l l e  des glycosphingolipides e t  des phospholipides s e r a  réa-  

l i s é e  pa r  l e s  r é a c t i f s  spéci f iques  ( f i che  technique no 6 ) .  

Les t r o i s  méthodes proposées pa r  ROUSER, DAWSON e t  SUGITA pr6ssn- 

t e n t  des inconvénients nïajeurs t e l s  l ' i n su f f i s ance  de l 'hydrolyse  a lca l ine  

douce vis-à-vis de l a  rés i s t ance  des l é c i t h i n e s  qui ne seront  pas totalement 

d é t r u i t e s ,  ou l ' a l t é r a t i o n  des copules glucidiques des mono e t  diglycosyl- 

céramides. , 

C ' e s t  gourquoi nous l e u r  avons préféré  l e  protocole de KARLSSOK 

( 1973) qui  assure ,  avec l e  maximum d ' e f f i c a c i t é ,  l 'hydrolyse des phospholipi- 

des tcuk en év i tan t  l e s  phénomènes d f  autoowdation . 

d)  protocole  de KAEILSSON (1973) - Ce protoCole e s t  d é c r i t  daqs l a  f ich? tech- 

nique no 3 e t  résumé tableau 11 . 
k s  l i p i d e s  totavx son t  so.~.rnis i une hydrolyse z lca l ine  douce en présence de 

potasse slcccliqi ie (KOH 0,1 M clam l e  niélange CH OH-H2Q 9 : 1 ,  v /v ) .  ~ ~ r $ s  3 



16 heures d'hyarolyçe sous atmosphère d 'azote e t  2 1 ' obscur i té ,  a r r z t  de l a  

réac t ion  e t  déphasage, l e s  glycosphingollpides to taux sont  r e c u e i l l i s  dans 

l a  phase organique. 

Une p a r t i e  a l iquo te  de l a  phase supérieure e s t  anaJ.ysée par  chroraatographie 

en couche mince dans l e  système s o l r a n t  CHCI -CE O H - H ~ O  (65 : 25 : 4 ,  v/v/v).  
3 3 

L t  absence de glycosphingolipides e s t  v é r i f i é e  pa r  révéla-tion des plaques pz r  

l e u r s  r é a c t i f s  spéci f iques  t e l s  q-de l e s  r é a c t i f s  à l ' a - n ~ p h t o l ,  2 !a benzidine 

e t  à l ' a c é t a t e  cuprique ( ~ i c h e  technique no 6 ) .  L'absence de bases  2. L ' é t a t  

l i b r e  e s t  également contrôlée par  p ~ i l v é r i s a t i o n  des plaques par  l e  r é a c t i f  à 

l a  ninhydrine ( f i c h e  techniqce no 6 ) .  Une p a r t i e  al-iguote de l a  -hûsc inté- 

r i e u r e  permet, après chromatographie en couclie mince, 1 'identif ' icntiori des 

glycosphingolipides séparés .  

Toutes l e s  c lasses  de g~ycosphingol ip ides  : céraxideç, mono, d i ,  t r i  e t  t é t r a -  

gïycosylcéramides a i n s i  que des l i p i d e s  t r è s  pslaires  ont é t é  ident i f i6 ; .  

L 'éventuel le  présence de produi ts  issi is  de l 'hydrolyse  inco:,ipl$t des l i p i d e s  

e t  solubles  dans l e s  s ~ l v a n t s  organiques do i t  ê t r e  recherchée. Ceux-ci pro- 

viennent des phospholipides ( ~ ~ s o l é c i t h i r i e ,  l é c i t h i n e ,  phosphati~yl--6thanola-  

mine, phoçphatidyl-sérine , phosphati dyl- inosi to l  e t  ecide phcsphaii di que) , des 

l i p i d e s  simples ( t . r ig lyc6r ides ,  cho les t6 ro l )  e t  des caroténoides. 

C 'es t  pourquoi, ces d iverses  c lasses  de l i p i d e s  ont é t é  égalem.snt. souraises à 

l 'hydrolyse  a l c a l i ne  douce selon KARLSSON, e t  l e s  produi ts  rlz déégradztion 

malysés  e t  i d e n t i f i é s  pa r  chromatographie s-CL-- couche mince dans deux sys tè-  

mes solvants  d i f f é r en t s  : 

- système solvant  des phosphoLipid2s selon HOUSER ! 1967) 

- système solvant  des glycosphingolipid.es 

A l ' except ion du cho les té ro l  non toilché par  L'hydrolyse a lca l i  rie douce, tous  

l e s  aü t res  l i p i d e s  c i t é s  é t a n t  d é t r u i t s ,  ne migrent plus sans l e u r  système 

s o l v a t  c lass ique.  Pow ce qui  coccerne 1 ' expéri~nentat ion,  lîous nour sûrmes 

toujours  placée dans des c o n d t i o n s  de concentrat ion t e l l e s  que l a  présence 

de produi ts  de dégradstion devenait t r è s  imgrobsble. Cependant w1e étape de 

suri f i  cat ion s ' a,vère Ind; spenszble. 



TABLEAU 1 2  

ANALYSE PAR CHROMATOGRAPHIE EN COUCHE MINCE DES FRACTIONS 

FA, B E T  C SEPAREES SUR COLONNE D ' A C I D E  S I L I C I Q U E  

(CHROMniOGRIIPnl5 s u r  ACIDE SlLlClQUE des 7' 

FA C Pl' PE' r 

CH CI;= C H , m  
CHJOH 
25 175 1 

Phque de gel  de .silice G activé,e 1 h u ~ ~ c  ù 1 20°C 
solvant  : CHC13-Cf.13dh'-H20 ( 6 5  : 2 1  : 4 ,  v / v / v )  
mifiaLian : 73 cm 
& Q v é U a n  : hZa&& ù Pa Rhadanune 6G 

FA : f r a c t i o n  A 

L:: : l é c i t h i n e  h jd ro lysge  p a r t i e l l e m e n t  p a r  l e  r é a c t i f  a l c s l i n  ( f i c h e  no 3) 

P I  : phospha t idy l - - inos i to l  hydrolysé p a r t i e l l e m e n t  

PE:: : phosphat i  d71--6than~lamine hydrolysée p a r t i e l l e m e n t  

F9 : f r a c t i o n  B 

FC : frac- ion C 



III - PURIFICATION DES GLYCOSPHINGOLIPIDES TOTAUX PAR C H R O b F T O G W H I E  Ci 'AD- 

SORPTION SLTR COLOXNE D ' A C I D E  SILICIQUE 

L'examen des chromatoplaques (CCM)  des e x t r a i t s  de l i p i d e s  to taux  

des pol lens  e t  des s t y l e s  met en évidence l a  contamination des glyccsphingoli- 

p ides  par : 

- des azices g ras  l i b é r é s  l o r s  de l 'hydrolyse  a lca l in?  douce des l i p i d e s  
to taux  ; 

- du cho les té ro l  acconpagné de s t 6 ro i s  a l c a l i s - r é s i s t a n t s  ; 

- de pigments (chlorophylles dans l e s  e x t r a i t s  s t y l a i r e s  ; caroténoides,  par-  
ticulièremen-c abondants dans l e s  e x t r a i t s  po l l i n iques ) .  

Signalons é g a l e ~ e n t  l a  présence d'iin composé de nature indgterminée 

remarquable par  sti migration en t r e  l e s  céramides monohexosides e t  le cholesté-  

r o l  e t  par son ca rac tè re  a-naphtol p o s i t i f .  Ce composé semble anaiL9gue à ce lu i  

que VAN DESSEL (1977) a également mis en évldence. 

Une étape supplénientaire de pu r i f i c a t i on  de ces g lycosph ingo l ip id~s  

par  chroraatographie su r  colonne d 'ac iae  s i l i c i q u e  e s t  donc indispensable.  Cette 

mé tho~e  de fractionnement basée sur l e  p r inc ipe  de l a  chronatographie d'ad- 

sorpt ion e s t  t r è s  fréquemment employée e t  nous l 'avons retenue. 

1 - Schéma d ' & l u t h .  des gZycosphZngolipides : 

Un e s s a i  pré l iminaire  calqué sur  Le msme modèle d ' ex t rac t ion ,  d.'hydrol.yse al- 

ca l ine  douce e t  de p u r i f i c a t i o z  sur  colonne d 'acide s i l i c i q u e , a  é t é  expéri-  

menté sur des t i s s u s  non chlorophylliens (pommes) e t  fortement chlorophyll iens 

(ép inards ) .  Ainsi avons-nons déterminé l e s  vol.iunes exacts  de solvants néces-- 

s a i r e s  à une é lu t ion  e t  à une pu r i f i c a t i on  s a t i s f a i s a n t e s  des glgcoçphingoll- 

p ides .  

Le protocole de KARLSSON a été re tenu ( t a e l e a u  12) . Les glycosphingolipides 

obtenus après hydrolyse a l ca l i ne  douce son t  ~h~omatogr i tphiés  directement sur 

colonne d 'acide s i l j  cique 100 mesh, équ i l ib rée  en chloroforme ( f i che  iechni-  

qce no 4 ) .  Par passage de solvants de p o l a r i t é  c r c i s s aa t e ,  t r o i s  fru.c4ci ons se- 

r on t  obtenues. Ainsi pour une ckarge l i p id ique  de 100 mg, l ' é l u t j o n  e s t  assv- 

r é e  par l e  passage success i f ,  pour 1 gramme d'acide s i l i c i que  de : 



- 10 nl de chloroforme : ce premier é l u a t  ou f r ac t i on  FA. cont ient  l e s  acides 
g r a s ,  l e  cho les té ro l ,  12s s t é r o l s  e t  l a  p lus  grande p a r t i e  des pigmen4.s ; 

- 10 ml du mélange C H C l  -CH OH ( 1  : 3, v/v) consti-tueront l e  second glua% 
qui renferme des glycos&indolipides ( f r a c t i o n  FB) ; 

- 10 m l  de méthanol enf in  ent ra îneront  l e s  glycosphingolipides encore adsor- 
bés.  Cet te  dernière  f r a c t i on  e s t  appelée FC. 

Ainsi ,  l e s  l i p i d e s  neutres  peu po la i res  sont  Glués l e s  premiers tavidis que 

l e s  l i p i d e s  l e s  p lu s  po l a i r e s  l e  sont  en dern ie r .  

2 - Caractérisation par ch_nomat~graphie cî couche minve des 
fractions FA, PB e t  FC : 

Les const i tuants  de ces t r o i s  f r a c t i ons  sont  i d e n t i f i é s  ~ a r  chromatcgraphie 

en couche mince de g e l  de s i l i c e  dans l e  s o l v m t  C B C l  -CH OH-H O ( 6 5  : 25 : 4, 
3 3  2 

v/v/v)  e t  pa r  CO-migration avec p lus ieurs  ténioins : 

- phospholipides hydrolysés (phosphatid;rl-éthüsloladne , pliosphatidyl- i ;~osi tol)  ; 

- l i p i d e s  neutres hy&olysés ( t r i - g lycé r i de s ,  choles térol )  ; 

- glycosphingolipides ( céramides , moncglycosylcéranides , diglycosylcéramides 
e t  e x t r a i t s  de cerveau de chez ~ i g n i a ) .  

Les r é s u l t a t s  sont  repor tés  dans l e  t ab leau  12. 

Ainsi ,  acides gras l i b r e s ,  choles térol  e t  l a  majeure p a r t i e  des pigments ap- 

par t iennent  bien à l a  f r ac t i on  FA, cepend.ant que glycosphingolipiües e t  i e s  

pigments r é s i due l s  sont  ca rac té r i sés  dm-s l e s  f rac t ions  FB e t  FC. 

Il s ' e s t  avéré que chacune des deux f r ac t i ons  PB e t  FC demeurent encore sou i l -  

l é e s  par  des t r a ce s  de pigments. En e f f e t ,  ces pigments rie peumrit pas ê t r e  

g lués  au niveail de l a  fra,ct ion FA en augmentant l e  volume gluant .  Seule l ' aug-  

mentation Ge l a  p o l a r i t é  du mélange solvant  (aad i t ion  de deux p o w  cent de 

méthanol au cnloroforme ) permet l ' é l u t i o n  de quelques pigments rés idue l s  mais, 

dans ce cas l e s  céramides peu po la i res  sont  également é lues  . 
Les glycosphingolipides sont  donc 2 ce s tade  encore c o n t ~ r i é s  pa r  l a  présen- 

ce de quelques pigments. 



I V  - DOSAGE DES GLYCOSPZINGGLIPIDES MTAUX 

Leur dosage nous a p w u  in t6 ressan t  a f i n  de mieux comprendre l e u r  

éventuel le  pa r t i c i p s t i on  au métabolisme p e r t i ~ r b é  qui  zccompagne l a  po l l i n i s a -  

t i o n  incompatible. 

On Sa l t  que l e s  glycospningolipides consti -tuuent une c lasse  de 1j.pides 

conplexes c a r a , c t é r i s ~ s  pa r  l'omniprésence de N-acyl-sghi.ngosine. 

Selon l e s  modes de l i a i s o n  de c e t t e  base avec des hexoses, des 

hexoses e s t é r i f i é s ,  des ol igosaccharides 9 acide s i a l i que  ou à l a  phosphocho- 

l i n e  , on distingiie r e ~ p e e t i v e a e n t  des giycosphingolipides neutres , acides 

( sul ' fa t ides  ) , gangliosides ou mgme spliingomjrél i ne s .  Mai s , quei le  que s o i t  12 na- -- 

turc ou l a  concentratiorl de css  subs t i tuan t ;~  dans l e s  e x t r a i t s  de pollens ou. 

de s t y l e s  analysés, chcque uiolécuie de sphingolipide ne renfermera qu'uqe 

seule  molécille (3.e sphingosine . Aussi son dosage exprimera-t--il ce lu i  des gly- 

cosphingolipides. 

D'autre p a r t ,  l e  choix de l a  technique de dosage d6peï:dra d'un cer-  

t a i n  nombre de c r i t è r e s  c lass iques  : s e n s i b i l i t é ,  reprodu:tivité, spéci.ficit.6 

e t  r a s i d i t é  d1ex6cution. Aussi,  parmi l e s  nombreuses techniques de rlosage 

proposées ( f i che  technique no 9 )  avons--nous retenil c e l l e  de NA01 (1974) q u i  

possède l e s  qua l i t é s  recherchées. 

1 - P~incipe de Za technique & NA0.T : 

Ce dosage repose sur  L'6valuation de l ' i n t e n s i t é  de fluoresc3nce émise p a r  

l a  sphingosine inclue daas un c o q i e x e  formé avec l a  fluorescain5n~ ; c e t t e  

i n t e n s i t é  e s t  proporUionnelle à l a  quan t i t é  de sphingosine. 

La r é a l i s a t i o n  du dosage néce s s i t e ,  dans une première étape,  l a  l i bé r a t i on  

de l a  sphingosine pa r  hydrolyse acide. Afin de minimiser l e s  i n t t r i ' 6 r e~ i c i s  q u i  

p o i r r a i e n t  ê t r e  apportées par  1 ' 6 v é n t ~ e l l e  présence d'hexosamines (apparte-  

nant  : l a  s t ruc tu re  des g l j r c ~ s p h i n g o l i ~ i d e s )  OL p a r  c e l l e  d',mine; p r m r j  res  
. . 

hydrcso1ut)les ( i s sues  de 1 'hydro?..yse de contaminants ) , l a  sphingosir e nl t i sz  

I.ibgrée e s t  e x t r a i t e  pa r  l e  diétlïyl-6ther. 



TABLEAU 1 3  . 

D!STR[BUTIQN DES TENEURS EN GLYCQSPHIMGOLIPIDES TOTAUX DANS 

LES STYLES ET LES POLLENS 

Matériel ütilist! 

Styles vierges W166K 

Pollen VV1661< 

Styles autopol!inisés 8h 

W166M x iWi66K 

Styles xé~~opollinivés 8h 

WI6GK x Y2U 

Styles autopollinisés 24h 

VV166K ,: W166M 

Styles xénopollinisés 24h 

W166K x T2kl 

Styles autopollinisés 24h 

T2U x T 2 U  

Stylos xénopolliilisés 24h 
T2U x Vv'166M 

? 

GSL Totaux 

n moles par 1 taux relatifs 1 taux relatif 

/styleç vierges /croisements 

compatibles. 



Dans une deuxième &tape, l a  sphingosine s e r a  complex6e avec l a  fluorescamine 

e t  l a  f luorescence de l a  sphingosine e s t  dosée dans ce complexe par  spectro-- 

f l u o r i ~ é t r i e  pou;- une longueur d'onde d ' exc i t a t ion  de 385 nm e t  une longueur 

dloxde d'émission de 480 nm. Les spec t res  d'émission e t  d'excit?,t,ion, a i n s i  

que l a  l i n é a r i t é  de l a  courbe é ta lon on t  $ té  v é r i f i é s  e t  sont  présentés  sur 

l e s  diagrammes ( f i che  technique no 9). 

Les r é s u l t a t s  des dosages f l u ~ r i r n é t r r i ~ u e s  des glycosphingolipides tota.ux des 

d i f f é r e n t s  e x t r a i t s  de pol lens  e t  de s t y l e s  vi-erges auto e t  xénopoll inisés,  

sont  exprimés en nanomoles de glycosphingolipides pa r  gramme de t i s s u  lyo- 

p h i l i s 6  ( t a b l e a ~  13) . 

Le contrôle  de l a  s p é c i f i c i t é  du dosage es+;-effertuz par  l 'établisseziient 

d'une gamme é ta lon  en présence ou en l ' absence de pigments, ce qui  a permis 

d ' é t a b l i r  que l ' ex i s t ence  de chlorophylle dans l e  inilieu ne perturbe aucme- 

ment l e  dosage des glycosphingolipides . 

L a  comparaison des r é s u l t a t s  des dosages f luorimétriques des glycosphingoli- 

pides to taux  dans l e s  e x t r a i t s  po l l in iques  montre que l e  pol len  ~ ' 1 6 6 ~  ( S . Ç  ' 
1 2' 

e s t  nettement p lu s  r i che  en ces composés l i p id iques  que l e  2ol len  T2U ( S  S ) . 3 3 

D1autre p a r t ,  l a  comparaison en t re  e x t r a i t s  pol l in iques  e t  e x t r a i t s  de s t y l e s  

v ierges  met en évidence une teneur  en glycosphingolipides p lu s  élevée dans 

l e  pol len  (notamment dans l e  pollen ~ 1 6 6 ~  par  rapport  aux s t y l e s  de même gé- 

notype ) . 

Cependant, l a  comparaison l a  plus  in té ressan te  e s t  c e l l e  des teneiire des ex- 

t r a i t s  de s t y l e s  v ierges  pa r  rapport  à ce l l e s  des e x t r a i t s  de s t y l e s  p o l l i a i -  

sés où, dans l 'ensemble, une diminution des teneurs e s t  observée. 

A l a  s ~ t e  de c e t t e  observatior, une tenta t i i re  d'analyse p1u.s fime a, S t é  r e -  

cherchée dans l a  confrontat i  on des r é s  u l t a t s  des dosages f luor im6tr iq i~es  rele- 

vés en fonction du temps de po l l in i s t i t ion  ( 8  heures e t  24 heures) avec ceux 

des s t y l e s  v ierges  (considér6s comnî t h o i n s  dil temps zé ro) .  



FIGURE 5 

TEPJEURS RELkTfVES DES GLYCOSPHIPJGCILIPIDES TOTAUX PAR RAPPORT 

A CELLES DES STYLES VIERGES. 

taux relatifs de GSL / styles vierges 
1 34 

[=1 styies vierges W165K W166K T2U 24h 

W165K Wl65K 8h  [-il plien ~ 1 6 6 ~  

M ~ 1 6 6 K  T2U 8h . pollen T2U 

W166K W166K 24h 



F I G U R E  6 

CINÉTICZUE DU MÉTABOL.ISTi4E DES GLYCOSPP(ING0LIPlt)ES TOTAUX 

corn en nrn / g de tissi 

/ /- 



FIGURE 7 

TENEURS RELATIVES DES GLYCOSPtiiNGOLIPIDES TOTAUX PAR RAPPORT 

A CELLES DES CROISEMENTS COhflPATIBLES 

taux reiûtifs de GÇL p aux croisements compatibles 



Ii apparaî t  ( f i gu re s  5 e t  6 ) que l a  xénopo~ ï in i s a t i on  e s t  caractér isée  par  
9 

une ba i sse  t r è s  légère  de 1.a teneur en glycosphingolipides de O à 8 heures, 

pu i s  l e s  va leurs  re levées  augmentent e t  au bout de 24 heures de po l l i n i s a t i on  

e l l e s  sont  t r è s  vois ines  des valeurs i n i t i a l e s .  

Dans ces mêmes condit ions,  1'au-Lopoll.inisction e s t  marquée par  ?me diminution 

des teneurs  er, glycospllingolipides p a r  rapport  au temps zéro ( s tyl-es vierges) 

qui e s t  de 34 $ après 8 heures e t  Ce 19,3 % après 24 heures de po l l i n i s a t i on  

incompatible. Ainsi,  l 'autopoll inisa%ion e s t  nettement marquée pe,r m e  fo r t e  

diminution des t enems  en glycosphingolipides totaux e t  1-a légère  augmentation 

observée de 8 heures à 24 heures ne conduit cependant qu'à des valeurs  

i n f é r i eu re s  à c e l l e s  qui caracztérisent l e s  e x t r a i t s  de s t y l e s  vierges .  

Le comportement des s t y l e s  après autopol l in isa t ion e t  xénopoll inisation e s t  

scnématisé dans l a  f igure  6 . 
Cette diminution des t enems  semble bien ca rac té r i se r  l ' au topo l l i n i s a t i on ,  

c ' e s t  ce qu'exprime l e s  histogramraes de l a  f igure  7 où l e s  teneurs en gl-yco- 

sphingolipides to taux  sont exprimés par  rapport  aux teneurs en glycouphin~o- 

l i p i d e s  t o t a l ~ x  des s t y l e s  x6nopoll inisés.  

En résumé, l ' é t u d e  analytique des glycosphingolipides des pollens e t  des sty- 

l e s  de Petwlia au tor i se  l a  mise en valeur de quelques f a i t s  in té ressan ts  : 

- différences  quan t i t a t ives  en t r e  l e s  pol lens  : l e  pollen 8 1 6 6 ~  ( ~ ~ 8 ~ )  e s t  
nettement p lu s  r l che  en l i p ide s  que l e  pollen T2U ( S  S ) ; 3 3 
- différences  quan t i t a t ives  en t re  pol lens  e t  s t y l e s  vierges  : i c i  aussi  l e s  
r é s u l t a t s  sont  ne t s  ; l e s  pollens sont  t ou jows  plus r i ches  que l e  s t y l e  
vFerge en glycosphingolipides to taux ; 

- différences quantiVativzs en t re  s t y l e s  vierges e t  s t y l e s  po l l i n i s é s  : l e s  
différences sont  égalenent n e t t e s ,  l a  poll inj .  sa t ion en t ra îne  une diminution 
des glycosphingolipides. Cette diminution e s t  t rS s  marquée dans l e  cas de 
1 ' au topol l in i sa t ion ,  pu i squ 'e i l e  a t t e i n t  34 % après 8 heures de po l l i n i s a t i on  
e t  encore environ 20 % après 24 heures. 
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C H A P I T R E .  I V 

- ANALYSE DES GLYCOSFHINGOLIPIDES NEUTRES ET ACIDES - 

L'hypothèse de l a  pa r t i c i pa t i on  des glycosphjngoligides au nétabo-- 

lisme nouveau qui ca r ac t é r i s e  1 ' incompatibilité peut  ê t r e  avancée en tenant  

compte de L'évolution globaAo des teneurs  en glycosphingol~yides  des s t y l e s  . 

au topo l l in i sés .  

Une 6tude pl-& précise  de ces l i p i d e s  complexes impose lune ~r ie i l l e?xe  

connaissance des d i f fg ren tes  catégories qu i  l e s  con-osent, c 'est-à-dire Le 

frairtionneinent des glycosphingolipi.des total= en ses  cons-bitcants neui;res e l  

acide S.  

I - FKACT1ONIKEME;NT EN GLYCOSPHINGOLIPIDES N E l . S  ET ACIDES 

Ces l i p i d e s  complexes é t a n t  essentiel lement des mol6cules mphipa- 

th iques ,  nous avons u t i l i s é  pour l e u r  fracLionnement une technique souvent 

proposGe : l a  chromatog~zpkiie d'échange ionique.  Ainsi l e s  glycosphi.ngoli-i- 

des ,  pré cédernent p u r i l i g s  pa r  chromatographie sur  colonne d '  acide s i l i c i q u e  

seront  f rac t ionnés  sur  colonne d1écharLgeur d ' ions e t  t r o i s  grands groupes de 

l i p i d e s  seront  a i n s i  i s o l é s  : 

- l i p i d e s  neutres  (non ion i sés  e t  non ion i sab les )  ; 

- l i p i d e s  zwittel-ioniques J 

- l i p i d e s  acides.  



F I G U R E  8 

ANALYSE PAR CHROMATOGRAPHIE E N  COUCHE .MINCE DES F R A C T I O N S  D E T  E 

SEPAREES SUR COLONNE DE DEAE-CELLULOSE 

CHROMATOGRAPHIE sur D E A E 

FRACTIONS 9 et C 

mg cer 

dg car 

CH,OH 
-t 

590 ~i CI 

6 
I 

CCM 

t 

wlfatidss 

] pigments 

Plaque de gel de ~ X c e  G  activée 7 hewte à 1 2 0 ' ~  
bolvant : C H C 1 3  - CH30H-H20 ( 6 5  : 2 5  : 4 ,  v / v / v )  
rnlgfia2Lon : 13 cm 
rrévéldion : f i é a d 6  à lu Rhodamine 6G 



Ces f r a c t i o n s  L ip id iqws  pourront  à l e u r  tour  ê t r e  f rac t ionnées  en fonc-tion 

du ca rac tè re  p lns  ou moins po l a i r e  &/ou acide de l e u r  m o l é c ~ ~ l e .  

1 - Chromatographie sur colonne de DE&-CeZZuZose, des gZycosphingo- 
Zipides des fractions PI3 e t  FC : 

Les f r a c t i o n s  FB e t  FC précédemment gluées sont  réunies e t  chromatographiées 

su r  colonne d'échange ionique selon l e  protocole proposé par  KARLSSON e t  

c o l l .  ( 1973) ( f i che  technique no 5 ) .  La d i é t h y l ~ n o - é t h y l - c e l l u l o s e  (DEAE- 

c e l l u l o s e )  p r é p u é e  selon KARAN e t  L?ETEH (1975) e s t  u t i l i s é e  sous forme acé- 

ta . te  e t  équ i l ib rée  dans l e  milange solvant  SHC1 -CH OII (2 : 1 ,  v /v ) .  La chro- 
3 3 

matographie e s t  ef fectuée  se lon l e s  condit ions suivantes : 

- charge en l i p i d e s  de l a  coloi~ne : 50 mg par g r m e  de DEAE-Ceilxiosz ; 

- élut ior ,  assurée pa r  l e  passage success i f  d'lm premier r ~ i é l a g e  éluant 
CHC13-CH OH ( 2  : 1 ,  v/v)  à ra i son  30 100 ml p u  grmile de cel.lulose ; puis  l e  

3 méthanol- contenant 5 $ en poids de L i C 1 ,  à raison de 25 m l  d 'gluant  ~ a r  parri- 

rrie de ce l lu lose .  

Delu f r ac t i ons  FD e t  FE sont  respectivement obteriues ( f i gu re  8 ) :  l a  première 

con t ien t  l e s  glycosphingolipides neu t res ,  l a  seconde l e s  glycosphingolipides 

acides.  

2 - Caractérisation des fractions Fil e t  FE p a r  chromatographie 
en couche mince : 

Les deux f r ac t i ons  FD e t  FE ont é t é  analysées pa r  chromatographie en couche 

mince sur g e l  de s i l i c e  dans l e  système solvant  classique C H C l  - CI1 OH-H O 
3 3 2  

(65 : 25 : 4 ,  v /v/v) .  

La f r a c t i o n  FD e s t  débarrassée de la plupar t  des pigments, e l l e  correspcnd 

aux glycosphingolipides neutres : céramides, mono, d i ,  t r i  e t  tétraglycosyl-  

céramides e t  l i p i d e s  po la i res .  

La f r ac t i on  E c o q r e n d  essent ie l lement  l e s  su l f a t i de s  e t  égale=ioiit des pig- '  
% 8 

ments contaminants. Les r é s u l t a t s  de ces malyses chromatographiques so&?*??$r 
--..a 

portCs f i gu re  8 . 



II - N S A G Z  DES GLYCOSPH1NGOLIPI .DES NEUTRES E T  A C I D E S  

Il nous a paru i n t é r e s san t  de doser l e s  glycosphingoiipides acides 

e t  neutres  a f i n  de comparer leur. inrportance r e l a t i v e  dans l e s  pc l l ens  e t  daas 

l e s  s t y l e s  v ie rges ,  auto e t  xénopoll inisés.  Ce 3osage a é t é  e f fec tué  selcn 

l a  méthode f l uo r imkr ique  déc r i t e  par  NA01 (1974) e t  t e l l e  que nous l 'avons 

précédemment appliqu-ée aux glycosphingolipides totaux. 

Les r é s u l t a t s  concernant l e s  dosages des glycosphi.ngolipides acittes 

e t  neutres  son t  consignés dans l e  t ab leau  suivant .  



F I G U R E  9 ? 

CINETICLUE DU hlETABOLlSME DES GLïCCISPHIPJGOLIPIDES ACIDES TOTAUX 

10- 

I I I 

O i l  8h 16h ' 24h tps 



1 - Résultats des dosages des g2ycosphingcZipide.s aciâes : 

L'examen du tableau précédent e s t  i n t é r e s san t .  Nous constatons en e f f e t  qu'au 

niveaii. des dosages des su l f a t i de s  l e s  s t y l e s  vierges  ( ~ 1 6 6 ~ )  sont  re la t ive-  

ment plus  r i ches  que l e  pol len de même génotype. Le pollen T2U e s t  l u i  carac- 

t é r i s é  par  s a  r ichesse  en su l f a t i de s .  

Les pollini.satioiis compatibles e t  incompatibles s ' a c ~ o m p a ~ e n t  de var ia t ions  

des teneurs  en fonction du temps de po l l i n i s a t i on .  Aias i ,  l a  x6nopoll inisation,  

malgré 1' apport  d'un pol len reiat ivement plus  r i che  en sulf a t i  des , montre 

une f o r t e  diminution de ces glycosphingolipides acides après 8 heures de pol- 

l i n i s a t i o n  (55 % environ).  Les diminutions des teneurs eri sul fa- t ides  ne sont 

p lus  que d'environ 30 % aprSs 24 heures.  

Par  contre,  au cours de l ' au topo l l i n i s a t i on  l e s  teceurs  en sulfat id.es diminuent 

lentement de O à 8 heures (10,5 %) puis  c e t t e  di.rrLinution des teneurs s'accuse 

f ortenent de 8 heures à 24 heures ( 43 % environ) . 

Ces di f férences  de comportement des sul fa t i f ies  au cours de l ' a u t o  e t  de l a  

xénopol l in isz t ion sont  nettement apparentes dans l a  figure 9 . 

2 - Dosages des gZycosphingoZipides neutres totaux : 

Les r é s u l t a t s  des dosages sont exprimés égalernent en nanomoles pa r  gramme de 

t i s s u  l yoph i l i s é .  L'examen de l a  vâr ia t ion  des teneurs r e l a t i v e s  montre que 

ces hétérol ip ides  ont  un comportement identique à ce lu i  des glycosphingolipi- 

des totaux.  

L' au topol l in i sa t ion  not m e n t ,  s l accompagne d'une dirninction des teneurs en 

glycosphingolipides neutres  totaux indépendmxr~ent du ggnotype du s t y l e  p o l l i -  

n i s é .  Cette diminution e s t  d ' a i l l e u r s  t r è s  prononcée dès l e s  8 premières heu- 

r e s  de po l l i n i s a t i on  incompatible (36 %), e l l e  s e r a  plus  f a ib l e  (17 % environ) 

de 8 à 24 heures.' 



En résumé, il e s t  dans l ' é t a t  a c tue l  de nos connaissances su r  l e s  glycosphin- 

gol ip ides  ac ides ,  prématuri Ü'émettre une hypothèse concernant l a  d i f férence 

de comporte~ent  de ces glycosphingolipides après 8 heures de po l l i n i s a t i on .  

Nous ne pouvons que consta ter  que l e u s  teneurs a l l a i e n t  en diminuant cons+am 

ment au cours de 1' au topo l l in i sa t ion .  

Par con t re ,  il e s t  évident que que l le  que s o i t  l a  nature  du glycosphingolipi- 

de. considéré,  l a  po l l i .n i sa t ion  compatible ou incompatible e s t  en relat,ion 

avec des va r i a t i ons  quan t i t a t ives  des teneurs de ces glycosphingolipides ac i -  

des ou neutres .  h s s i ,  a f in  de v é r i f i e r  s i  l e s  va r ia t ions  observées pouvaient 

ê t r e  q u a l i t a t i v e s ,  nous avons en t r ep r i s  l ' é t ude  des acides gras des gljcosphin- 

gol ip ides  neu t res  %otaux. 

III - COM?OSITION EN ACIDES GRAS DES GLYCOSPHINGOLIPIDES NEUTBES TOTAUX 

Le comportement des glycosphingolipides neutres  e t  ac ides ,  après 

au topo l l in i sa t ion ,  nous a conduit à envisager 1' analyse qua l i t a t i ve  de ces 

hé t é ro l i p ide s .  La recherche de techniques bien adaptées à notre  me,tériel e t  

1e.s f a i b l e s  concentrations de nos e x t r a i t s  en su l f a t i de s  ont  6 td  déterminan- 

t e s  dans l ' o r i e n t a t i o n  momentanée de nos invest igat ions  ve rs  l ' é t u d e  des 

glycosghingolipides neutres .  Cependant, 1' isolement e t  l ' i d e n t i f i c a t i o n  ul- 

t é r i e u r e  de l e u r s  const i tuants  (acj.des g ras ,  bases à longues c h e b e s  e t  copule 

os idique)  e t  l a  confrontat ion des r é s u l t a t s  en fonction du po l len ,  des s t y l e s  

e t  de l a  po l l i n i s a t i on  ne peut  ê t r e  comprise qu'xprès l ' é tabl issement  de 1a 

composition Sn acides  gras des glycosphingolipides neutres  to taux.  

1 - Hydrolyse  a d d e  des  g l y c c s p h i n g o l i p i d e s  : 

La corinaissance de l a  composition en acides gras repose sur  l a  l i bé r a t i on  de 

ces cons t i tuan t s  ; di f fé ren tes  méthodes sont  proposées e t  ont  é t é  discutées 

dans l 'appendice technique ( f i c h e  no 10). La recherche d'une technique d'hy- 

drol-yse a é t é  dominée par l a  d i f f i c u l t é  de rompre l a  l i a i s o n  entre  acides 

g ras  e t  bases qui  va  exiger  des coriditions d'hydrolyse p lus  b ru t a l e s  que tel- 

l e s  qui  son t  appliqcées 2 l a  rupture  des l i a i s o n s  O-acyl-esters. C 'es t  pourquci 

nous avons re tenu  l e  protocole d'hydrolyse é t a b l i  par  GAVER e t  S\JEICLEY (1965). 



2 - Extraction, transm-thy lation e t  purif ication ,cles acides gras : 

L'extract ion des acides gras de l ' hydro lysa t  r e f r o i d i  e s t  r é a l i s é e  par addi- 

t i o n  de n-hexane. Les deux phases vont donc correspondre respectivement à une 

phase supérieure hexanique qui r e t i end ra  l e s  acides gras apola i res  e t  une 

phase méthm-ol ive  in fé r ieure  oc  s e  s i t ue ron t  oses e t  b s e s  à longue chaîne 

l i b r e  S.  

La présence d 'eau dans l e  r é a c t i f  d'hydrolyse conduit à l a  for~natrcn d' acides 

gras l i b r e s  par t ie l lement  méthylés . O r ,  l a  f ixa t ion  d'un groupemerit méthyle 

sui- l a  fonct ion acide des acides gras  rend ces composés p lus  vol-a t i les .  O r ,  

l ' a b a i s s e ~ e n t  ile l a  t e ~ i p é r a t m e  de vapor isa t ion,  e t  l a  diminution des e f f e t s  

d 'adsorption sur  l e  support sont  indispensables à une bonne analyse chroma+o- 

graphique en phase gazeuse. 

Aussi,  l e s  acides gras  e x t r a i t s  sélectivement p ~ x  l e  n-hexane vont ê t r e  t r m s -  

e s t é r i f i é s  ( f i che  technique no 1 1 )  p a r  l e  mglange méthanol-acide sul fur ique.  

La transméthylat lon n ' é t an t  jamais complète, puisqia'il  s ' a g i t  d'un équ i l ib re ,  

il e s t  indispensable de p u r i f i e r  l e s  est .ers  méthyliques d 'ac ides  gras formés 

a f i n  d 'é l iminer  l e s  aci2-es gras non rnéthyl-6s e t  l e s  éventuels  contaminmts. 

Cette p i i r i f i ca t ion  e s t  ef fectuée  pa r  chronatographie en coucf.ie n~ince sur ge l  

de s i l i c e  G avec l e  benzène corne solvant  de migration ( f i c h e  techniqile no I l  j .  

~ ? r è s  é l u t i on ,  l e s  e s t e r s  méthyliques d 'ac ides  gras son t  r e p r i s  pax 1.e sul -  

f u r e  de carbone e t  chromatographiés en phase gazeuse ( f i che  technique no 12) .  

3 - Chromatographie des acides gras en phase gazeuse : 

L e  composition en acides gras des gPÿcosphjngolipiàes neutres  to taux :i 6té  

é t a b l i e  par  chromatographie en phase gazeuse sur  la apparei l  VLRInnT 1800, équi- 

pé d'un détecteur  à ion i sa t ion  de flamme, su r  colonne standard de diéthyièrie- 

glycol-succinate (DEGS) à 10 % en poics s-&r chromosorb W 69/80 nezh A.W. Les 

conditions sont  l e s  suivantes ( f i che  technique no 12)  : 

- t e rnéra tu re  d 'analyse : 1 7 6 ~ ~  ; 

- t e q é r a t a r e  de l l i n , j e c t eu r  : 2 1 0 ~ ~  ; 

- température du détecteur  : 220°c ; 

- déb i t  du gaz vecteur (azo te )  : 25 inl/mrl à l a  s o r t i e  de l a  colonne. 



TABLEAU 1 4  

ACIDES GRAS DES GLYCOSPHENGOLIPIDES NEUTRES DES POLLENS, 

STYLES VIERGES, AUTOPOLLINISES ET XÉNOPOLLINISES. 

ACIDES GRAS 

ANALYSES 

ac myristique 14:O 

ac pentadécanoique 

nc palmitique 

ac palmitoiéi que 16:l 

ac heptadécanoique 17:O 

ac stéariquz 

ac oléique 

ac linoléique 

ac linolénique 

ac aaachidique 

1 ac homogammalinolèniquq 20:3 

I + 

Styles 
Styles 8h St-yles 24h Pollens 

vierges - 
W166K W166K W166K W166K T2U T2U 

W166K W166K T2U 

YV166K T2U W166K T2U W166K T2U 

2,76 1,64 1,11 0,26 3,06 0,97 4,06 2,06 2,03 

!39,95 99,98 99,99 99,99 99,97 99,99 99,9c 

- 





L' iden t i f i ca t ion  des acides gras  dans un e x t r a i t  représente toujours  un s tade  

dé l i c a t  de l ' ana lyse  a i n s i  q u ' i l  en e s t  d i scu té  dans l 'appendice technique. 

C 'es t  pa r  référence à àes e s t e r s  rléthyliques é ta lons  e t  par comparaison des 

temps de rg ten t ion  r e l a , t i f s ,  que ces ac ides  gras ont é t é  i d e n t i f i é s .  Nous 

nous soinmes l imités  à l ' i d e n t i f i c a t i o n  des acides gras majeurs p r i s en t s  dms  

c e t t e  c lasse  de l i p i d e s  neutres .  Ceci explique que l e s  r é s u l t a t s  exprimés 

en pourcentage e t  présentés  tableeu 14 , so ien t  légèrement surestimés par 

rappor t  alu tzux r é e l s  qui compreriilent des acides gras mine~irs notaiment l e s  

acides gras cour ts  ou t r è s  longs.  

Par souci  de c l a r t é ,  l e s  va r ia t ions  de c o q o s i t i o n  en acides gras des st jr les 

e t  pol lens  e t  c e l l e s  des s t y l e s  auto e t  xénopoll inisés en fonction &LI temss 

de p o l l i n i s a t i o z  son t  schématisées dans l e s -  f igures  10,11,12,13 e t  14. 

Pour des commodités d ' e q r e s s i o n  d.es r é s u l t a t s ,  nous avons répar-';i l e s  acides 

gras  er, acides gras  à chaînes c c w t e s  ( i n f é r i eu r e s  à 18 atomes de carbone) 

e t  à chaînes longues ( s w é r i e u r e s  2 18 atomes de carbone). 

L'examen de ces schémas s ' e s t  avéré i n t é r e s san t  pa r  l e s  donn6es q c ' i l s  appor- 

t e n t  coccernant l',maljrse des acides g ras  c o n s t i t u t i f s  des glycosphingolipides 

neutres .  Des comparaisons sont  ef fectugesentre  l e s  schénas i s su s  des chroma- 

togrammes des e x t r a i t s  de pol lens  e t  àe s t y l e s  v ie rges ,  puis  de ceux de s t y l e s  

v ierges  e t  de s t y l e s  p o l l i n i s é s .  

a )  comparaison des compositions en acides gras  des ~1ycosphinqoli.pides neu- 

t r e s  des s t y l e s  v ierges  e t  des pol lens .  Les e x t r a i t s  de pol lens  e t  de s ty -  

l e s  v ierges  apparaissent  quali tat ivement homogènes par l e u r  composition en 

acides gras  s a t ~ x é s  ou insa tu rés ,  mais nettement hétérogènes quan t i t a t i  venient; . 
En e f f e t ,  l e s  glyciosphingol.ipides neutres  des st jr les vierges sûr l t  ca rac té r i -  

sés  pa r  une r ichesse  r s l a t i v e  en acides gras  sa tu rés  : acide sJc6arique, c l 8  : O 

( 15,3 % )  e t  en acide arachidique,  C20 : O (8,8 %) . 
Inversement, cem des poll5ns sont  c a r ac t c r i s é s  pa r  une augmentation r e l s t i -  

v e ~ e n t  importante des powcentages en acides  gras i n s a t l a é s  t e l s  ql*e l e s  

acides o lé iques ,  Cl6 : 1 (res-ectivement 16,4 % e t  1 b , 3  % pour l e s  pol lens  

~ 1 6 6 ~  e t  T ~ U )  , l ino l6 iqnes ,  cl8 : 2 ( 10,2 % e t  6,2 $1, l inoléniques ,  c l 8  : 3 

(7,4 % e t  4 ,1  %).  





Cette remarque générale denande à ê t r e  nuancée notamment dam l e  cas de 

l ' a c i d e  tomogma-l inolénique ( ~ 2 0  : 3 )  e t  de ].'acide b6hénique ( ~ 2 0  : 0 ) .  

En e f f e t ,  ces deux acides gras  ne peuvent pas ê t r e  réellement sépar6s sur 

l e  type de colonne employé. 

Ces réserves  éniises, il semble que 12. composi-Lion en acides ,gras des s t y l e s  

e t  des pol lens  s ' é lo igne  au niveau du degré de sx tu ra t ion  d.es acides gras 

lorsque l a  chaîne posside p lus  de 16 atomes de carllone. 

b )  comparaison des compositions en acides  gras des g l y c o s p h ~ o I i p i d e s  mu- 

t r e s  des s t y l e s  v ie rges  e t  x6nolg-Cnis6s ( f igure  11 ) . Ces schémas Ilion- 

t r e n t  qire l a  xénopol l in isa t ion s e  t r a d u i t  pa r  diverses va r ia t ions .  

Ainsi ,  après 5 heures de p o l l i n i s a t i ~ n ,  l e s  va r ia t ions  corresponde~.t  : 

- m e  diminution des acides gras  dont l a  cha?ne e s t  i n f é r i e i xe  à 18 a-t;omes de 
carbone ; 

- une augmentation en ce qui concerne l e s  polyinsaturés ( o l é a t e ,  l i n c l é a t e ,  
l i no l éna t e )  e t  l e s  acides gras à longue chaîne (acide arachid.iquc). 

Par contre ,  après 24 heures de p o l l i n i s a t i o n ,  l e  p r o f i l  de leur composition 

en acides gras  s ' inverse  t r è s  nettement : 

- élgvation des teneurs en acides gras  à chaînes carbonées cour tes  s a twSes  
t e l s  acide xnyristique (Cl4 : O ) ,  p e n t a d ~ c a n o ~ q u e  (Cl5 : O ) ,  palr,iitiqile ( c l 6  :O),  
s téar ique ( c l 8  : O )  oa insa tu rées  t e l s  acide palmitoléique ( ~ 1 6  : 1) , acide 
oléique ( ~ 1 8  : 1 )  ; 

- ba isse  concomitante des acides gras  polyinsaturés  ( l i n o l é a t e  e t  l i no l éna t e )  
e t  à longue chaîne (a rach ida te ) .  

Dem. exceptions doivent cependant ê t r e  re levées  : l e  comportement s ingu l ie r  

du myris to léate  e t  du groupe homogamma-linolénate e t  béhénate. 

En résuné, l a  xénopol l in isa t ion e s t  ca rac t6 r i sée  par  m e  diminution des taux 

d 'ac ides  gras cour t s  e t  une a~gmentat ion du degré de désatura t ion pu i s ,  ?EX 

l e  r e l èv î rne~ t  des tene-urs en acides gras  coiirts e t  l a  ba i s se  concomitante des 

acides gras  longs.  
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TABLEAU 1 5  

TABLEAU R E C A P I T U L A T I F  DE L ' E V O L U T I O N  DE L A  R E P A R T I T I O N  DES 

AC I D E S  GRAS AU NI'JEAU DES GLYCOSPH I N G O L I  F I U E S  NEUTRES TOTAUX 

La pt~enii2tre @èche a u n R h e  l e  nenn den v&darzcl pauh la pEtiode 9-8 heuha ; 
.k neconde dteche Zeb fiepaenente au cvuttis de & péhLade 8 - 2 4  heunea. 

Lignu a, b : Les ccL?se.b kuchunéeb Ré~noig~/~l?nt de lu didd6teizce de caq9otr;tement 
enthe auta e..t x é n u p a U i u n ~ ~ 3 n .  

Ligvled d ,  e : l e b  cuba  en p o i W é b  Xtadu,bevLt une trépair.LLti.on ptré~étredQeeQ 
pou& la xénap02fiLzina/tian, l e n  cana  blanches une hépmLia%n ~hé6ét~~&i&f? paun 
1' & p u U n i n d a  n. 



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

t r e s  des s t y l e s  vierges e t  autopol l in isés  ( f igure  12 ) .  La f igure  12 

r é u n i t  des r é s u l t a t s  obtenus en comparat  l e s  c h r o m a t ~ g r ~ e s  des e x t r a i t s  de 

s t y l e s  vierges  ( ~ 1 6 6 ~ )  e t  autopol l in isés  ( ~ 1 6 6 ~ . ~ 1 6 6 ~ )  ; l a  durée de l a  p o l l i -  

n i sa t ion  va r i e  de 8 à 24 heures. 

 près 8 heures de po l l i n i s a t i on  incompatible, l e  p r o f i l  d-e l a  r épa r t i t i on  des 

acides gras ,  par  rapport  à celui. des s t y l e s  vierges ,  accuse en règ le  générale : 

- une ba isse  s i gn i f i c a t i ve  du taux des acides gras à chaîne courte e t  du degré 
de désaturation (ba i s s e  de l ' o l é a t e ,  l i n o l é a t e )  ; 

- une augmentation également s i gn i f i c a t i ve  des acides gras  à longue chaîne. 

Ce phénomène e s t  encore plus  marqué après l a  24ème heure de croisement iccom- 

pa t i b l e .  Il convient de souligner l e  comportement s ingu l ie r  de l 'heptedécanoate 

e t  du. l ino léna te .  Ces deau acides gras ne suivent pas la règle  générale. 

d) comparaison des compositions en acides gras  des glycosphingolipides ne- 

t r e s  après auto e t  xénopolli.nisat?on ( f i gu re  13 ) .  Enfin, par  souci de syn- 

thèse ,  nous avons repor té  f igure  13 l e s  r é s u l t a t s  obtenus après 8 e t  24 heures 

d 'auto e t  de xénopol l in isa t ion.  Il en r e s s o r t  que l e s  compositipns en aciees 

g ras ,  des s t y l e s  auto e t  xénopoll.inis6s, sont  t r è s  d i f férentes  vo i re  Grne 

opposées. 

Ces var ia t ions  sont représentées dans l e  t ab leau  15. 

- en a e t  b ,  l e s  f lèches  reprgsentent  l e s  sens de var ia t ions  de l a  ccmposition 
en acides gras observées l o r s  de l a  xénopoll inisation ( a )  ou de l ' au topo l l i n i -  
sa t ion  ( b ) .  La premisre f lèche indique l e  sens de l a  var ia t ion  du taux d'acides 
gras  en t r e  O heure ( représentée  par  l e  s t y l e  vierge ~ 1 6 6 ~ )  e t  ?I heures ; l a  
seconde, l e  sens de var ia t ion  de ces taux en t r e  8 z t  24 heures ; 

- l a  l igne  c résume l ' évo lu t ion  de l z ,  composition en acides gras sur  l'ensem- 
b l e  des 24 heures ; 

- l e s  l ignes  d e t  e indiquent l a  teneur r e l a t i v e  de chaque acide gras en fonc- 
t i o n  des po l l i n i s a t i ons  compatible e t  incorrrpatiSle, 1 'une par  rapport  à l ' a n t r e .  
L 'autopol l in isa t ion e s t  représentée par  l e  s i g l e  +, l a  ~ é n o ~ o l l i n i s a t i o n  par 
l e  s i g l e  x. 

Il apparaî t  qu'après 8 heures de croisement, l a  xénopoll inisation comme l ' ax to-  

po l l i l i i sa t ion  en t ra îne ,  mises 2 p a r t  quelques divergences ( 3) , une aupen t a t i on  

des acides gras  à chaîne longue au &trimerit des acides gras courts  ( l ignes  a 

e t  b). 





Cependant, l ' é tude comparative des t enews  de c h q u e  acide gras en fonction 

de l a  p o l l i n i s a t i o n  ( l i g n e s  C- e t  e )  indique que ces var ia t ions  ne se font  pas 

avec l a  &me i n t e n s i t é .  Ainsi ,  l ' au topo l l i n i s a t i on  semble en r e l a t i on  avec 

un métabolisme a c t i f  au nivea.u du myrls toléate ,  palmita te ,  palmitoleate , s téa-  

r a t e ,  o l éa t e  , l ino léna te .  Les modifications appor-Lées par  I 'autopol l in isa , t  ion 

sont  p l u s  importantes e t  p lus  marquées que c e l l e s  apportées par  l a  xénopollini- 

sa t ion .  

~ ~ r è s  214 heures de croisement, il y a opposition t r k s  n e t t e  en t re  l e s  d.eux 

métabolismes qili acconpagnent 1' m t o  e t  l a  xénopoll inisation.  

La xénopol l in isa t ion inverse  l e  p r o f i l  de l a  r 6 s a r t i t i o n  des acides g ras ,  

contrairement à 1 ' au topol l in l sa t ion  qui e s t  marquée par  1' augmentation des 

teneurs  en acides gras longs au détriment de c e l l e s  des acides gras courts  

( l i gnes  a, b e t  d ) .  

e )  comparaison des var ia t ions  de l a  composition en acides gras en fonction $ 

p;énotype de l a  p lan te  p c l l i n i s g e .  Afin d'envisager ces r é su l t a t s  dans un 

contexte p lus  l a r g e ,  nous avons également comparé l e s  var ia t ions  de 1.a compo-- 

s i t i o n  en acides gras  en fonction du génotype de l a  p lan te  po l l in i sée .  

Nous avons donc cnalysé l e s  s t y l e s  prcvenants de p lan tes  ~ 1 6 6 ~  et, T2U s o i t  : 

- pour l e s  croisements incompatibles : 

W766K.WI66K 24 hemes de cfiohemen;t 

T2U. T2U 24 heuha de cnohemevr/t 

- pour l e s  croisements compatibles : 

W /  66K. T2U 24 heuhes de ckohemevi;t 

T2U.W 66K 24 h e m u  de mohemevtt. 

Les r é s u l t a t s  obtenus son t  rassembl6s f igu ïe  14 . En ce qui concerne l e s  aci-  

des gras  à chaînes courtes, sa turées  ou insaturées  e t  l e s  acides gras à longues 

chaînes sa tu rées ,  l e  p r o f i l  de l a  r épa r t i t i on  de ces acides gras en fonction 

du type de p o l l i n i s a t i m  e s t  sensiblement identique quel  que s o i t  l e  ggnotype 

de l a  p lan te  u t i l i s é e .  k s  divergences dz comporte~ent se  s i tuen t  au niveau 

des acides gras  po1ylnsatl.u-6s à longue chaîne c 'est-à-dire l ' o l é a t e ,  l i n o l é a t e ,  

l i no l éna t e  e t  l e  groupe homogma-llnolénate-béhénate . 



Le f a i t  que no& ne possédons pas de renseignements sur  l e s  compositions 

homologues des s t y l e s  vierges  ( T ~ u )  e t  su r  l e s  s t y l e s  ayant subi  8 heures 

de pol l in i . sa t ioc  , ne nous permet pas de conclure avec précis ion à i;n phéno- 

mène métabolique général .  Cependant, l a  même opposition entre  autopol l in isa-  

t i o n  e t  xénopoll inisation s e  rencontre quel  que s o i t  l e  génotype de l a  p lan te  

considérée. 

Aii terme de c e t t e  étude il apparaî t  que i e  phénomène ds po l l in i sa t ion  perturbe 

l e  métabolisme des glycosphingoli2ides. I l  en t ra îne  des modifi cations quantl- 

t a t i v e s ,  mais également qua l i t a t i ve s .  

En e f f e t ,  s i  l a  xénopoll inisation correspond à une ba i sse  l e n t e  meis régul i?re  

de l a  teneur en glycosphingolipides totaux,  neutres  e t  acides, l1aCtopol l in i -  

sa t ion  accompwe un métabolisme plus  va r i é  ca rac té r i sé  par l 'effondrement 

de ces mêuies glycosphingolipides e t  qui e s t  su iv i  d'  une s t a b i l i s a t i o n ,  voire 

même d'une réaugmentation de l e u r  taux. Cette diminution e s t  in téressânta  à 

considérer car  e l l e  peut r é s u l t e r  : 

- s o i t  d'un a r r ê t  momentané de l a  synthèse ; 

- s o i t  d'un catabolisme p ré f é r en t i e l  e t  massif.  

La première hypothèse r end ra i t  compte de l a  diminution len te  e t  r égu l iè re  

observée en xénopol l in isa t ion,  mais n 'expl iquerai t  pas une diminution aussi  

n e t t e  après au topol l in i sa t ion .  

D' au t re  p a r t ,  l e s  premiers r é s u l t a t s  concernat l e s  modifications qua l i t a t i ve s  

des glycosphingolipides neutres  au niveau de l e u r  ccmposition en acides g ras ,  

semblent indiquer que quel le  que s o i t  l a  po l l i n i s a t i on ,  l e  métabolisme l ipi l l iqaz 

e s t  per turbé.  Ces per turbat ions  s  ' e f fec tuera ien t  en deux stades : 

- l e  premier a l l a n t  de O à 8 heures correspondraiJ~ à 1 ' in s t a l l a t i on  d'lm nou- 
veau métabolisme ' induit  peut ê t r e  par  l e  pol len (é lévat ion Gu taux des acides 
g ras  p ~ ? , ~ i n s a t u r é ç ) .  Pendant c e t t e  période,  l e s  réloczes incompatibles e t  
compatibles sont déf in ies  mais e l l e s  ce s'expriment que trhs peu (vasiat iori  dii  
degré de sa tu ra t ion  des acides gras ,  teneur d i f f é r en t e )  ; 



- l e  second allant de 8 à 24 heures correspondrait  à l ' express ion des deux 
types  de réponses ; l a  xénopoll inisation se  ca rac té r i san t  par  un métabolisme 
d i f f é r e n t ,  l ' au topo l l i n i s a t i on  pa r  un blocage e t  une accentuation du méta- 
bolisme indui t  dans l a  p rea iè re  période. 

Cependant, même s i  ces suggestions sont séduisantes,  il nous a semblé impor- 

t a n t  de mieux dé f in i r  l a  pa r t i c ipa t i on  métabolique des glycosphingolipides 

neutres  dans chacune des diverses c lasses .  
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C H A P I T R E  '4 

- ISOLEMENT E T  EVOLUTlON DES D l V E R S  

G L Y C O S P H I N G O i I P I D E S  N E U T R E S  - 

C'es t  dans l e  bu t  de mieux d é f i n i r  l e s  pe r tu rba t ionr  m6taboliqixes 

nées  de l a  p o l l i n i s a t i o n  e t  p l u s  particuli.$remcnt de 1. ' au%opol l in isa t ion,  que 

nous avons e n t r e p r i s  l ' é t u d e  de chaque c l a s s e  de glycorphingolipides neu t res .  

Dans un premier ternps nous avoris fract iol iné l e s  giycosphingolipides 

en fonct ion du nombre de rés idus  os id iqzes  contenu dans chaque mol6cule. 

Puis  nous avons étudik l a  r é p a r t i t i o n  quantitative des d ivers  l i p i d e s  obtenus, 

a i n s i  qüe s e s  modificat ions provoquées p?x l e s  deux types de réact ions  compa- 

t i b l e  ou incompatible. 

Enfin, nous nous somes a t tachés  à d é f i n i r  l a  compos.i.tion en ac ides  

g r a s ,  bases à longue chaîne e t  en oses de chacune des f r a c t i o n s .  

1 - F R A C T I O N N D m N T  D E S  GLYCOSF'HINGOLIPIDES J!TEüTRES 

1 - Chromatographie d'adsorption sur coZonne d'acide siZicique : 

Nous avons donc f rac t ionné  l e s  glycosphingolipides neutres  pa r  chrom~tograpnie 

d 'adsorption s u r  colonne d 'ac ide  s i l i c i q u e  ( f iche  technique no 4 )  . Les gïyco- 

sphingolipides sont  é lués  selon l e u r  pol-ari tk,  c ' es  t-à-dire en fonction du 

nombre de rés idus  osidiques contenus dans l a  molécule. 

Pl-usieurs techniques groposges (ROCSER, 1957) ont  é t é  t e s t i i e s ,  e l l e s  correupon- 

dent aux mglanges chloroforme-mgthal101 ou chloraforme-acétone. 
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Aucune combinaison ne nous a perniis de séparer  de façon p a r f a i t e  tous l e s  

glycouphingolipides c a r ,  s i  l a  séparat ion des l i p i d e s  l e s  moins po la i res  t e l s  

que céramides, monoglycosyl-céramides ou diglgcosyl-céramides e s t  a i sée ,  

c e l l e  3es glycosphingolipides t r è s  po l a i r e s  s e r a  d i f f i c i l e .  Aussi,  tenant  

compte des observa-Lions de KARLSSON (1973) qui  a démontré que l e s  zones d 'é-  

l u t i o n  é t r o i t e s  pour l e s  l i p i d e s  apo la i res ,  s 'é largisser i t  ensui te  de plus  en 

p lu s ,  d'où l e s  "chevauchements" cons t a t é s  d'-me phase su r  2 ' au t re ,  nous ZTrons 

donc optg pour l e  schéma d l é lu t i on  suivant  e t  présenté f igure  15, bien q u ' i l  

ne s o i t  pas totalement e f f i c ace  : 

- f r a c t i on  1 : C H C l  -CH OH dans l e s  propor t icns  9812, v/v 
3 3 

- f r a c t i on  2 : " 11 II  11 I I  9218, v/v 

- f r a c t i on  3 : " II I I  I I  . I I  . 85/15, v/v 

- f r a c t i o n  4 : " 
11 11 11 I! 45/55, v/v 

- f r a c t i on  5 : " 
11 11 I I  11 06500, v/v 

L ' iden t i f i ca t ion  des f r a c t i ons  a é t é  r é a i i s é e  par chromatographie en couche 

mince ( f i gu re  15 ) dam l e  solvant  C H C l  -CH OH-II O dans l e s  proportions 
3 3  2 

65-25-4 (v/v/v) e t  pa r  emploi de r é a c t i f s  de détect ion s~séci f ique de l a  p a r t i e  

osidique des glycosphingolipides.  

- l a  f r ac t i on  FI correspond principalement aux céra~nides ( ~ e r ) .  Il e s t  cepen- 

dant  poss ible  de d.étecter des t r aces  de monoglycosyl-eéramides ( M G C ~ ~ )  a-naph- 

t o l  p o s i t i f s .  

- l a  f r ac t i on  F2 e s t  composée de monoglycosyl-cérainides ( M G C ~ ~ )  e t .  de digly- 

cosyl-céramides ( D G C ~ ~ )  . 
- l a  f r ac t i on  F3 correspond pr incipalenent  aux diglycosyl-céramides ( D G C ~ ~ ) ,  

cepend.ant i l s  sont contaminés par des t r a ce s  de  monoglycosyl-cérm-des e t  de 

triglycosyl-céramides ( T G C ~ ~ ) .  

- l a  f r ac t i on  ~4 cont ient  en majeure p a r t i e  des tr iglycosyl-céraqides ( T G C ~ ~ )  

e t  des tétraglycosyl-céramides ( ~ r ~ ~ e r ) .  ' 

- l a  f r ac t i on  FS renferme, outre  des tri  e t  té t raglycosyl-cérmides ,  des X i -  

p ides t r è s  po l a i r e s  non i d e n t i f i é s .  



Ainsi ,  force e s t  de cons ta te r  que même ce protocole e s t  imparfa i t ,  l e  f rac t ion-  

nement des glycosphingolipiaes neutres en c lasses  s e  heurte à des problèmes 

qui  re lèven t  : 

- des chevauchements de p o l a r i t g  d'où un fractionnemect incomplet ne condui- 
san t  jamais à un glycosphingolipide t r è s  pur  ; 

- de l a  présence de pigments ou de contaminants. En e f f e t ,  après l e  fract ionne- 
ment su r  DEAE-Cellulose, l e s  glycosphingolipides neutres  sont  enc0i.e contaminés 
par des t races  de pigrilents chlorophyll iens ou caroténoides dénaturés par l e s  
condit ions d'hydrolyse a l ca l i ne  e t  qui son t  g lués  progressivement en fonction 
de l a  p o l a r i t é  du so lvan t  gluant .  

Il e s t  donc nécessai re  de procéder à une é tape supplémentaire de pu r i f i c a t i on .  

En ra i son  -des f a i b l e s  quan t i t é s  de l i p i d e s  dont nous disposons, nous avons 

cho i s i  une étape de chromatographie préparat ive  en couche mince. 

2 - Chromatographie préparative en couche mince : 

Les f r ac t i ons  correspondant aux divers  gl.ycosphingolipides neutres sont évapo- 

r é e s  e t  r ep r i s e s  dans un p e t i t  volume de CH OH-CHC1 ( 1  : 2, v /v ) ,  puis  dé-posées 
3 3 

dans l e u r  t o t a l i t é  sur des plaques de g e l  de s i l i c e  G ac t ivées  30 minutes à 

1 20°c. 

La séparat ion chromatopaphique e s t  assurée pa r  l e  mélange solvant  C H C l  -CH OH- 3 3 
H20 (65 : 25 : 4, v/v/v) .  Après révéla t ion à l a  Rhodmine 6~ (qui  respecte  l a  

s t r uc tu r e  des acides g r a s )  e t  l e c tu r e  des plaques en W, l e s  spots des d ivers  

glycosphingolipides ( ~ e r ,  MGCer, DGCer, TGCer e t  ~ r ~ ~ e r )  sont g lués  quanti- 

tativement ( f i che  technique no 7)  . 
La pureté  de chaque c lasse  de l i p i d e s  e s t  t e s t é e  par  chromatographie analyt i -  

que en couche mince ( f i che  technique no 6 ) .  

Nous nous somnes volontairement l im i t é s  aux 5 glycosphingolipides neutres  c i -  

tés s o i t  Cer, MGCer, DGCer, TGCer e t  TrGCer pour des raisons techniques. En 

e f f e t ,  l a  séparation des glycosphingolipides su r  couche mince dans l e  systsme 

solvant, que nous avons employé, dépend étroitemerit Uü nonbre de rés idus  os i -  

diques, l e s  cér3mides migrant l e  p lus  r a p i d e ~ e n t  e t  l e s  l i p ide s  po la i res  res-  

t a n t  au point  de dépar t .  Plus l e  nombre de r é s i d a  osidiques augmente, plus l e s  



TABLEAU 1 6  

DlSTRlBUTlON DES TENEURS EN GLYCOSPHINGOLIPIWES T\IEUTRES 

DANS LES SOUS-FRACTIONS 1, 2, 3, 4 et  5. 



FIGURE 1 6  

COMPARAISON DE LA DISTRIBUTION DES TENEURS EN GLYCOSPHINGOLIPIDES 

NEUTRES DANS LES SOUS-FRACTIONS 1,2,3,4,5. 

1 taux relatifs de GSl  / styles vierges 

F I  pdlen ~ 1 6 6 ~  IEJ styles vierges W66K 

pollen T2U 



r f  sont  p e t i t s  e t  vo i s ins  l e s  uns des autres.  Au-dessus de 5 un i t é s  monosac- 

charidiques , l a  sépars t ion des glycosphingolipides e t  l e u r  ' i d en t i f i c a t i on  sont  

prctiquement impossibles. Nous abordons i c i  l a  l i m i t e  de l a  technique, aussi  

ces d i f f i c u l t é s  d ' i den t i f i c a t i on  p r éc i s e  e t  de pu r i f i c a t i on  nous conduisent 

à l i m i t e r  nos études 3 c e l l e s  des glycosphingolipides ne possédant pas pl-us 

de 4 uni t6s  monosaccharidiques. 

II - ANALYSE QUA.NTITATITJE DES GLYCOSP9INGOLIPIDES NEUTmS 

L'analyse quan t i t a t i ve  des divers  glycosphingclipides ceu t res  a é t é  

réaLis6e se lon l a  technique f luor imétr ique de PlAOI (1974) ( f i c h e  technique 

no 9) .  L e s  r é s u l t a t s  obtenus sont  repor tés  tableau 16 . Nous avons envisagé 

l a  r é p a r t i t i o n  des d iverses  c lasses  de gl.ycosphingolipides neutres  J a s  l e s  

pol lens ,  s t y l e s  v ie rges  auto e t  xénopol l in isés  . 

1 - Co~paraison de Za répartit<on des diverses etasses de gZyco- 
sphingolipides neutres dmls Zes s ty les  vierges e t  d m s  les  
pollens : 

L'analyse de l a  r é p a r t i t i o n  des divers  glycosphingolipides neutres  des s t y l e s  

v ierges  ~ 1 6 6 ~   et en évidence l a  prépondérance des deux premières f r a c t i ons  

(48 % de céraniides, f r a c t i on  FI ; 38 % environ de monoglycosyl-céramides, 

f r a c t i on  ~ 2 )  p a r  rapport  aiix au t res  f r a c t i ons  Gluées ( ~ 3 ,  F4 e t  ~ 5 ) ,  ( f igure  16). 

Ce t te  prépondérance des f r a c t i ons  1 e t  2 par  rapport  aux f r ac t i ons  3, 4 e t  5 

e s t  générale,  e t  se  retrouve au niveau des s t y l e s  e t  des po l lens .  Cependant, 

pour l e s  po l lens ,  quel  que s o i t  l e u r  génotype, il convient de souligner 

l ' impor tmce  r e l a t i v e  de l a  d i s t r i bu t i on  des 3 dernières f r a c t i ons .  Les t e -  

neurs en d i ,  t r i  e t  tétragl~rcosjrl-céramides des f rac t ions  F3, ~4 e t  F5 sont de 

1,5 à 3 f o i s  p l u s  é levées  que c e l l e s  re levées  dans l e s  s ty ies  v ierges .  



TABLEAU 1 7  

CINETIQUE DU METABOLISME DES GLYCOÇPHINGOLIPIDES NEUTRES DANS LES 

CRACTIONS 1, 2, 3, 4, 5, 

taux de GSL 



2 - Comparaison de Za répart i t ion des diverses classes de glyco- 
sphingo lipides neutres des s ty les  pol l inisés  (compatibles e t  
incompatih Zesi ; 

a)  s t y l e s  xénopoll inisés.  La comparaison des r é s u l t a t s  des s t y l e s  xénopolli- 

n i s é s ,  pa r  rapport  à ceux des s t y l e s  v ie rges ,  met en évidence par  l e u r  diver- 

gence en. fonction du temps, deux comyortements : 

- ce lu i  des céramides e t  monoglycosyl-céramides ( f r a c t i ons  FI e t  ~ 2 )  ; 

- ce lu i  des d i ,  tri  e t  tétraglycosyl-céramides ( f r a c t i ons  F3, ~4 e t  ~ 5 ) .  

Ains i ,  l e  comportement des céramides e t  monoglycosyl-céramides s ? ind iv idua l i s e  

dans l e  premier temps de l a  xénopol l in isa t ion,  par une légère  diminuticn de 

1eur.s teneurs  qui se  poursui t  dans l e  second temps (8 à 24 heures)  pour l e s  

c6ramides, cependant que l e  t aux  des monoglycosyl-csramides va  s ' é l eve r .  

La xénopol l in isa t ion entra?rie des modifications s i gn i f i c a t i ve s  des concentra- 

t i ons  r e l a t i v e s  des glycosphlngolipides neutres  du deuxième groupe d i ,  t r i  

e t  té t raglycosyl-cérmides .  En e f f e t ,  après 8 heures de xénopol l in isa t ion,  une 

augmentation s i gn i f i c a t i ve  de l e u r s  teneurs  respect ives  e s t  constatée suivie  

dans l e  deuxième temps de 8 à 24 heures d ' m e  diminution des terieurs des f rac-  

t i o n s  F3 e t  ~4 e t  à'luie légère  hausse des taux de l a  f r ac t i on  F5. 

Ces va r i a t i ons  en fonction du temps peuvent ê t r e  mieux c o q r i s e s  dans des c i -  

nét iques  é t a b l i e s  ( t ab leau  17 ) .  Noils avons essayé de l ' i n t e r p r é t e r .  La di-  

minution l e n t e  mais constante des teneurs  des céramides e t  des monoglycosyl- 

céramides, au cours de l a  xénopol l in isa t ion de O à 8 heures,  e s t  relativement 

compensée pas  1 'augmentation des glycosphingolipides neutres  des f rac t ions  

F3, ~4 e t  F5. On peut  donc émettre l 'hypothèse que l e s  cérainides e t  peut ê t r e  

l e s  monoglycosyl-céramides s e  comportent comme <es précurseurs métaboliques 

des glycosphingolipides plus po l a i r e s .  

La d i spas i t ion  progressive de l a  f r ac t i on  FI,  e t  par t ie l lement  de l a  f rac t ion  

F2, p o u r r a i t  r é s u l t e r  : 

- d'une imposs ib i l i t é  de l e u r  synthèse pa r  déficience enzymztique ; 

- ou encore d'une ac t iva t ion  du processus de l eu r  dégradation ; 9 * 

- enf in  d'une déviat ion par exemple vers une voie rngta~ol ique où l a  synthèse 
des glycosphingolipides i n t é r e s s e r a i t  une séquence osidique p lu s  longue. 



. - _  
FIGURE 1 7  

COMPARAISON DE LA DISTRIBUTION DES TENEURS EN GLYCOSPHlNGOLlPlDES 

NEUTRES DANS LES SOUS-FRACTIONS 1,2,3,4,5. 

taux relatifs de GSL / styles vierges 

[->) 
[ i[ LLY @ ~ 1 6 6 ~  TLU 8 h  0 styles vierges W66K 
2.- 

- W166K12U 24h 



FIGURE 1 8  

COMPARAISON D E  LA DlSTRlBUllOFJ DES TENEURS EN GLYCOSPHIMGOLIPIDES 

NEUTRES DANS LES SOUS-FRACTIONS 1,2,3,4,5. 

taux relatifs de GSL styles 

W166K W166K 8 h  I I  styles vierggs 

VWl66K W66K 24h 



FIGURE 1 9  

COMPARAISON DE LA DISTRIBUTION DES TENEURS EN GLYCOSPHINGOLIPIDES 

NEUTRES DANS LES SOUS-F RACTIONS 1,2,3,4,5. 

4 taux relatifs de GSL / styles vierges 



En c e  qu i  concerne l a  v a r i a t i o n  des t eneurs  en d i ,  tri  e t  tétraglycosyl-cé-  

ramides, deux hypothèses peuvent ê t r e  envisagées ; 

- un a r r ê t  de l e u r  " tu rn  over" e t  de l e u r  catabolisme ; 

- une augmentation de l e u r  synthèse.  

Ains i ,  il e s t  p o s s i b l e  que dzns un premier temps ( e n t r e  O e t  8 heures)  , l e s  

Cer e t  l e s  MGCer s o i e n t  p ré fé ren t i e l l ement  d i r i g é s  vers  d ive r s  métabolismes 

e t  en p a r t i c u l i e r  v e r s  l a  synthèse de DGCer, TGCer e t  TrGCer. Dans un second 

temps (8 - 24 heures)  l e s  cérsLmides pour ra ien t  ê t r e  engagés ve r s  l a  synthèse 

de MGCer. 

b) s t y l e s  a ~ t o p o l l i n i s é s .  L ' au topo l l in i sa t ion  pcrmzt d 'envisager i c i  auss i  . 
deux types de coqorterilent c e l u i  : 

- des  céramides ( F I )  e t  des 1.lGCer (3'2) ; 

- des d i ,  t r i  e t  t6traglycosylcéramides des  f r a c t i o n s  F3, ~4 e t  F5. 

Cependant, s i  l e s  p r o f i l s  son t  ident iques  ( f i g u r e  17 ) aux p r o f i l s  apportés 

p a r  l a  x é n ~ ~ o l l i n i s a t i o n  ( f i g u r e s  18 e t  19 ) l ' i n t e n s i t é  de l e u r s  v a r i a t i o n s  

e s t  d i f f é r e n t e .  

c )  comparaison e c t r e  au to  e t  xénopo l l in i sa t ion .  Le f a i t  que l e u r s  é ~ r o l u t i o n s  

s o i e n t  p a r a l l è l e s  mais d'intensités d i f f é r e n t e s  ( à  1 'exception de 1 ' évolut ion 

des l i p i d e s  t r è s  p o l a i r e s  qui  c a r a c t e r i s e n t  l a  f r a c t i o n  ~ 5 ) ,  l e  comportement 

des glycosphingolipides 'semble un trait  généra l  e t  t r è s  spéci f ique  de l a  pol-  

l i n i s a t i o n .  Cependant, il convient de sou l igner  l e  f a i t  qu'en xénopoll inisa-  

t i o n  l e s  augmentations sont  toujours  p l u s  importantes e t  qu'en au topo l l in i sa -  

t i o n  l e s  diminutions tou jours  p l u s  accusées. 

Il e s t  a i n s i  t e n t a n t  d'en déduire que l e s  pe r tu rba t ions  métzboliques s o n t ,  

en a u t o p o l l i n i s a t i o n ,  p lus  o r i e n t é e s  v e r s  l e  catabolisme e t / o u  l e  défaut  de 

synthèse.  

A u  c o n t r a i r e ,  l e s  v a r i a t i o n s  m g t a b ~ l i q ~ e s  dans l e  cas de l a  ~ é n o ~ o l l i n i s a t i o n ,  

son t  d i r i g é e s  princi2alement v e r s  un accroissement de l a  syntnèse de glycq- - . ,' . * - - 
sphingol ip ides  r i c h e s  en u n i t é s  monosaccharidiques . 
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Par  conséquent, apres  24 heures de croisement, l e s  s t y l e s  xénopol l in isés  

son t  t o u j o u r s  p l u s  r i c h e s  en glycosphingolipides que l e s  s t y l e s  autopol l in i -  

sés, e t  ce quel  que s o i t  l e  type de glycosphingolipide considéré.  

d )  in f luence  du q é n o t j ~ .  Les r é s u l t a t s  obtenus au n iveau de d i f f é r e n t s  c ro i -  

sements compatibles ( p l m t e  ~ 1 6 6 ~  p o l l i n i s é e  par  l e  po l l en  T2U, p lante  T2U 

p o l l i n i s é e  p a r  l e  pol len  ~ 1 6 6 ~ )  e t  incompatibles (plant.e ~ 1 6 6 ~  p o l l i n i s é e  

p a r  l e  po l l en  ~ 1 6 6 ~  e t  p l a n t e  T2U p o l l i n i s é e  p a r  son propre po l l en  T ~ U )  s o n t  

envisagés a f i n  de mieux connaî t re  l a  r é p a r t i t i o n  des glycosphingolipides 

n e u t r e s  en fonc t ion  du génotype des p l a n t e s  xénopol l in isées  e t  au topo l l in i sées .  

Ces r é s u l t a t s  s o n t  également exprimés en fonction de ceux des s t y l e s  v ierges  

( f i g u r e  20 !. Mise à p a r t  l a  f r a c t i o n  F3, l e s  p r o f i l s  de d i s t r i b u t i o n  sont  

iden t iques  quel  que s o i t  l e  génotype é t u d i é .  I l  convient cependant de s o u l i -  

gner l e s  d i f f é rences  de t eneurs  en glycosy>hingolipides e n t r e  l e s  d i f f é r e n t s  

génotypes. 

1 - Les céramides e t  l e s  monoglycosylcéramides des f r a c t i o n s  F1 e t  F2 re-  

p résen ten t  à eux s e u l s  e n t r e  63  e t  86 % des glyrosphingolipides neut res  t3- 

taux.  On peut  donc penser  que l a  diminution de l e u r s  teneurs  observée après 

p o l l i n i s a t i o n ,  d o i t  ê t r e  responsable de l a  ba i s se  des va leurs  observée au 

niveau des glycosphingolipides to taux  e t  des glycosphingolipides neutres to-  

taux,  notamment dans l e  cas de croisements incompatibles. 

2 - Après xénopol l in isa t ion  e t  a u t o p o l l i n i s a t i o n ,  l e s  l i p i d e s  oeuvent ê t r e  

d i v i s é s  en deux groupes bien d i s t i n c t s  selon l e u r  comportement : 

- l e s  Cer - IGCer ; 

- l e s  DGCer - TGCer e t  TrGCer . 

Le premier groupe e s t  c a r a c t é r i s é  pa r  une chute de l a  teneur  en l i p i d e s  après  

8 heures  de p o l l i n i s a t i o n ,  l e  second p a r  mc augmzntation. ~ p r e s  24 heures de 

p o l l i n i s a t i o 2 ,  l e s  v a r i a t i o n s  l e s  g l u s  i n t é r e s s a n t e s  concernent Cer e t  MÇCer 

&nt  l e s  va,leurs diminuent e t  augmentent respectivement. 
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Seules l e s  amplitudes des va r i a t i ons  re levées  ca rac té r i sen t  l e s  po l l in i sa -  

t i o n s  compatibles e t  incompatibles. 9 

Les fo r t e s  teneurs  des f r a c t i ons  po l l in iques  F3, ~4 e t  F5 ne peuvent expliqaer 

l 'augmentation de ces mgmes f r ac t i ons  dans l e s  s t y l e s  po l l i n i s é s .  Une t e l l e  

hypothèse ne pou r r a i t  s 'appl iquer  qu'à l a  xénopolLinisation, mais pas à l ' au to -  

po l l i n i s a t i on .  & e f f e t ,  1' au topo l l in i sa t ion  semble p l u t ô t  ca rac té r i sée  par  

l 'absence ou l'inhibition d'un système ae synthèse ou une prépondérance de 

systèmes ca ta ly t iques .  Les c é r k d e s  e t  monoglycosylcéramides powra i en t  tou- 

t e f o i s  s e r v i r  de précurseurs métaboliques e t  ê t r e  impliqués indirectement 

dans des synthèses de type l i p id ique  ou non. 

Afin de nieux cerner l e s  hypothèses de ces i n t e r r e l a t i ons  e n t r e  c é rmides ,  

monoglycosylcéramides e t  l e s  d i ,  t r i  e t  t ~ t r a g l y c o s y l c é r m i d e s ,  nous avocs 

en t r ep r i s  de d é f i n i r  l a  composition en acides gras ,  bases à longues chaZnes 

e t  oses des glycosphingolipides p u r i f i é s  après chromatographie préparative 

en couche mince. 
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C H A P I T R E  V I  

- ANALYSE DES CONSTITUANTS DES G L Y C O S P H I N G O i l F I D E S  NEUTRES - 

L ' i d e n t i f i c a t i o n  des c o n s t i t u ~ ~ t s  des  d i f f é r e n t e s  c l c s s e s  d i  g ly-  

cosphingolipides neu t res  (céramides, Mono, di, t r i  et t6traglycosglc6rar?ldes)  

précédelxnient p u r i f i é e s  par  chromatographie préparatiive en co.irc!?e fi.ince, sep- 

pose l a  sépa ra t ion  p r c a l a b i e  des acides g ras  e t  de l a  base à longue chaîne 

p w  rup tu re  de l a  l i z i s o n  amide. 

O r ,  c e t t e  l i a i s o n  é t a n t  t r è s  résisJcarrte, s a ,  rup-tvre ne peut  e t r e  

e f f e c t i v e  que pa r  hydrolyse.  Nous avons donc recherché l-~ne rn<'Lbode dthy&ro1-;se 

s a t i s f a i s a n t e  c 'es t -à-d i re  capable de rompre c e t t e  l i a i ç o n  en r e spec tan t  l a  

configirration des bases .  C'eut a i n s i  qu? l a  méthanolyse acide en mi l i eu  anhyQre 

e s t  m e  technique hydrolytiqo-e souvent proposée mais que nous n'avons pas 

re tenue ,  car  l 'hydrol-yse e s t  ins i l f f i san te  e t  conduit à des a-rt6füc-t~ à ~ a ~ t 1 . r  

cies bases  à longue chaîne ( la ,  3-O-mgthyi sphiilgosine, l a  5-O-m6thyl A3 spliin- 

gosine ; GAVER-SWEELEY, 1965). Aussi avons-r~ous rompu l a  l l a l s o n  m i d e  par  ime 

technique s-dsceptible de r e spec te r  davantage l e s  s t r u c t u r e s  c 'est--à-dire par 

une hydrolyse acide ( s o l u t i o n  mgthancl cl=lorhydrï.que, IiCi. 1?$ dms CII OTI + 
3 

10 mol6cules dtE20) penG8nt 23 heures ,  sous atmosphère ci'azcte ( f i c h e  tech- 

nique no 10) .  
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ASPECTS ANA LYTIQUES 

1 - EXTilACTION DES ACIDES GUS ET COMPOSITION EN ACIDES GRAS 

L'hydrol-yçat s u b i t  une première e x t r a c t i c n  p a r  1-e n-hexane. L1a phase 

nexanique c o n t i e n t  l e s  ac ides  g r a s ,  t a n d i s  que l e s  o ses  e t  l e s  bases  à longue 

cha îne  r e s t e n t  dans l a  phase méthanolique a c i d e .  C e t t e  phase e s t  t r è s  rag ide-  

ment n e u t r a l i s é e  p a r  a d d i t i o n  d ' a c é t a t e  d ' a r g e n t .  Une p a r t i e  a l iyuo-te  s e r v i r a  

à l a  d é t e r n i n a t i o n  de l a  ccmposition en g l u c i d e s  e t  l ' a u t r e  2 c e l l e  de  l a  m m -  

p o s i t i o n  en  bases  à longue cha îne .  

Les ac ides  g r a s  e x t r a d i t s  par l e  n-hexane s o n t  e n s u i t e  t r a n s r s t é r i -  

f i é s  corne précédemnent e t  p lz r i f iés  p a r  chromatographie en  couche mince. 

L 'é tude de l a  cornposition en a c i d e s  g ra s  e s t  Sgal-ernent r é a l i s é e  

par cl>romatogra,phie en phase gazeuse s u r  un a p p a r e i l  Varian 1800 équipé d ' c n  

d é t e c t e u r  2 i o n i s a t i o n  de flamme. La coLonne de type  s t anda r6  e s t  renpl-ie de  

DEGS ?i 10 % s u r  chromosorb W 60/80 nesh AW dont  nous donnons l e s  czra .c t6r i s - t i -  

ques f i c h e  technique  no 12. 

II - EXTRACTION DES BASES A LOllGUE CKAIEE (LC,B)ET COMF'OSITIOnT 

Les bases  à longue chaîne l i b r e s  s o n t  pa r t i cu l i è r emen t  i n s t a b l e s ,  

il con-vient de  procéder  à l e u r  e x t r a c t i o n  e t  à l e u r  t r ans fo rma t ion  en dé r ivés  

d in i t rophény lé s  l e  p l u s  r2pidement p o s s i b l e .  

1 - Obtention des bases à Zongue chaîne : 

Les bases  ( X E )  s o n t  e x t r a i t e s  sélecti.;remeiit p a r  l e  d i é t h y l é t h e r  en m i l i e u  al.- 

c a l i n ,  ce  qu i  rend i n p o s s i b l e  t o u t e s  a n d y s e ç  fie l a  p a r t i e  os id ique  s u r  la, 

phase i n f é r i e u r e  ( f i c h e  technique no 13) . 

2 - Obtention de dérivés dinit~oph6nyZés : 

Les bases (XB)  ç o ~ t  donc ensiuite transforïflées en  Dl@-dérivés s t a b l e s  pax l e  

1-fluoro-2,h-dinitro-benzine se lon  l e  p r o ~ o c o l e  de YJBLSUON, 1970 ( f i c h a  t ech -  

n i q ~ e  no 13) .  k s  DNF-dgrivés son t  e n s u i t e  p u r i f i i s  par  m e  étape chromatogra- 

phi2v.e en couche mince ( f i c h e  technique ri0 13) a f i n  d ' é l imine r  c x c r s  de r6ar . t i . f~  

e t  i t v u r e t é s  . 



3 - Arza7,~jse des  bases a 
t 

Leur analyse  s e r a  complexe pa rce  g u ' e l l e  in;pl.ique p l u s i e u r s  6-Lapes qui. suc- 

cèdent  2 c e l l e  de Iâ  s t a b i l i s a t i o n  p a r  d in i t rophény1a '~ ion .  

a )  ana lyse  des bases  sous  fol-ine d7blci$h1des. La tr.arisformation des  baszs  en 

aldéhydes e s t  r é e l i s é e  p a r  oxydat ion au  tétra-até t a t e  de plomb ( f i c h e  tecfirii- 

que no 13) . Ru colzrs à e  l lox;irdation, l e s  bases  t r i -2yclroxylées  perdent  3 ato- 

mes de carhcne,  t a ~ & s  que l e s  bases  di-hydroxylées n ' e n  pe rden t  que 2. Les 

aldéhydes a i n s i  obtenus cturont d ~ n c  iule cha îne  - lu s  cou r t e .  

L'  é tude  des aldshydes p e u t  ê t r e  e r i -~ isag6e  p a r  chromatogre,phie en co~c'rle mince 

ou en  phzse gazeuse.  C ' e s t  ce- te d e r n i s r e  &';hode que nous avons re-I,enuc- si 'in 

d l i d m t i P i e r  e t  de c a s e r  l e s  a ldéhy4es.  E l l e  e s t  r é a i i s é e  s u r  coLonne de DEUS 

à 10 % sur chromosorb W 5 0 / 6 0  rcesh AW ( f i c h e  technique no  13) . 
L'  i à e n t i f  i c a t i o n  des aldéhydes pose un d é l i c a t  t cc i l i~ i  que car 1 'oI,te!:- 

t i o n  de résirlta-iis f i abLes  ex ige  l e  coupla@: de p l u s i e u r s  mgthodes a n 8 l y ~ i r ; u e s .  

En p a r t i c i l l i e r ,  I ' a n a l y  s e  p a r  chromatographie en  phase gazeuse î-rmosc- J a t r m s -  

fo rna t ion  des  aldghydes el? p r o d u i t s  v o l a t i l e s  p l u s  s t a b l e s .  Pour des r a i so? i s  

d' a p p a r e i l l a g e  ( j d e n t i  t é  des colonnes ) ncus avons op56 p o ~ r  l a  t r a n s f  ormaiion 

des  aldéhydes à longue chaîne en ac ides  g r a s  homologues. 

b )  m a l y s e  Ces bases  sou-s forme d ' a c i d e s  g r a s .  La tr%qsformation des aldghycies 

en  ac ides  g r a s  honologues c o n s t i t u e r a  l a  secoride 6-hase. E l l e  e s t  réa l - i sge  p a r  

oxÿdat ion p a r  l e  permanganate de potassium ( f i c h e  technique no 13 ) .  C e t t e  

oxydat ion p e u t  avo i r  l i e u  d i rec tement  s u r  l e  mélmge d 'a ldéhydes s a t ~ l r é s  ou 

i n s a t u r é s ,  s o i t  a,près hydrogénat ion c a t a l y t i q u e .  En e f f e t ,  l ' oxyda t ion  p a r  l e  

pemmgaxa te  d é t r u i t  p a r t i e l l e m e n t  l e s  aldéhydes d6sa tur6s .  

Le b u t  e s s e n t i e l  de c e t t e  ana lyse  é t a n t  I ' i d e n t i f i c a t i o n  des ald6liydeç, nous 

avons r e t e n u  1 'oxydat ion p a r  l e  permanganate sans hy6rogénation c a t a l y t i q u e  

p r g a l a h l e .  

k s  ac ides  g r  as 3;ir'si obtenus s o n t  t r a n s e s t é r i f  i 6 s  p a r  l e  mélange méthznol- 

a c i d e  sulfur iqcie .  R p r . 3 ~  p u r i f i c a t i 0 3  par ckiroii,atographie en coi.~c'rie mirice, i1.s 

s c n t  arialysés p a r  chromatographie en phsse gazeuse sur colonne dt? DEGS ?i 10 % 

sur chroxosorb W ( f i c h e  t e e h n i q ~ ~ e  no 12 ) .  
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4 - Axalyse de Za copule osidique : 
f 

E l l e  e s t  effectv.de sur m e  p a r t i e  a l iquo te  de l a  phase méthanolique après ex- 

t r a c t i o n  des ac ides  grhs  au 11-hexane e t  avant  c e l l e  des bases à longue chaTne. 

Le r é a c t i f  d 'hydrolyse u t i l i s é  renfermant de l ' e a u ,  m e  deuxième méthanolyse 

des sucres l i b é r é s  e s t  nécessa i re .  L l l e  e s t  réal isGe par une so lu t ion  dc 

m6tlianol chlorhydrique ( H C ~  0,5 M dans CH OH anhydre) pendant 24 heures 3 B O O C .  
3 

 près t r i f l u o r o a c 6 t y l z t i o n  du méthmolysat ,  l f z n a l y s e  des oses e s t  effectilkc 

par chromatograpliie en phase gazeuse su r  colonne drOV 210 avec ;me programma- 

t i o n  de températwe de 1lO0C' à 210°C à r a i s o n  de I0C/nîinilte. 

La d i s t r i b u t i o n  des acides g ~ a s  des d i f fé ren tes  c lasses  de glyco- 

sphingolipides neu t res  a é t é  aaalysée en fonct ion : 

- des pc l l ens  e t  des s t y l e s  v ierges  ; 

- des s t y l e s  ~ o l l i n i s é s  ( a u t c  e t  xénopol l in i sés ) ,  

e t  dans c e t t e  de rn iè re  éven tua l i t é  ia d i s t r i b u t i o n  des acides gras  e s t  envi-- 

sagée suivant  l a  longueur de 1 a  chazne a l ipha t ique  (cour te  : Cl0 à C 13 ; 

moyenne : c l 4  à Cl7 ; longu? : C20 à ~ 2 4 ) ,  l a  d i s t r i b u t i o n  des a c i d s  gras  

à nombre i n p a i r  d'atomes de carborie e t  se lon l e  degré de sa tu ra t ion  ou de 

désat i i rat ion des ac ides  g ras  en C 18 ( s t é a r a t e ,  o l é a t e ,  Zinol6a-te e t  l i n ~ l é n a t t ? )  . 

IRS r é s u l t a t s  de ces analyses son t  consignis dans l e s  d i f f é r e n t s  

table8u:: 18,19,20,2? e t  22. 

Il nous a  semblé i n t é r e s s a q t  de rechercher l a  p o s s i b i l i t é  d ' m e  

r e l a t i o n  e n t r e  l a  t e ~ e u r  en acides gras  en. fonction (le i a  ns tu re  des e x t r a i t s  

( s t y l a i r e  GU p o l l i n i q u e )  e t  auss i  en foiiction du genotype responsab1.e de I ' in-  

c ~ n z p a t t b i l i t i  ( T ~ U  ou ~ 1 6 0 ~ ) .  
, . 
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I - REPARTITION DXS ACIDES GRAS DANS U S  POLLENS ET LES STYLES VIERGES 

Les r é s u l t a t s  des malyses  des pol lens  ~ 1 6 5 ~  e t  T2U e t  ceux des 

s t y l e s  v ierges  W166~ sciit consignés dans 1s f igure  21. 

La rgpa r t i t i on  des acides gras au civeau des s ty les  e s t  représen- 

t é e  pa r  l a  l igne  ? . Iles rompcsit.ions des poll  rris sont exprimées relativement 

aux s t y l e s  v ierges  ~ 1 6 6 1 ~ .  Tout point  sl-tu6 au--dessus de l a  d ro i t e  1 trrdui-b 

l a  r i chesse  des pollens e t  inversenen-L, tou-t point  s i t u é  en-dessous t r a d u i t  

l a  r i chesse  6 . e ~  styj-es. 

TJous constatons que l a  composition en acides  gras  des p o l k n s  e t  

des s t y l e s  v ierges  e s t  t r è s  hcmogène, dl02 l a  grm6e honiogénéit6 des proi ' i ls  

de d i s t r l bz t i o r ,  des acjdes gras  que l l t  qu? s o i t  18 na ture  s t -y la i re  cil p a l l i - -  

nique des e x t r a i t s  e t /on  l e  g é n ~ t y p -  analysé. 

Cependant, I l  e s t  évldent  que Les 2ol lens  ( ~ 1 5 6 1 ~  e t  T ~ G )  t r S s  prc-  

ches l ' u n  de l ' a u t r e ,  s e  dif76renCi?nt des s t y l e s  v ierges  ~ 1 6 6 ~  par  l eu r  r 2 -  

chesse r e l a t i v e  en acj-des gras à ch&rie c!arbonée courte e t  par l e u r  f a i b l e  

é t a t  de désat-mation.  

11 ccnvi.enl; égalenient de sou l ig r~er  1' i i~dividual iss t t ion &es SrGCey 

des pol lens  qai  s ' é lo ignen t  nettement des au t res  c lasses  de glyco~phingol ip lde ,= 

pm l e u r  f o r t e  teneur en acides gras  à cila?ne long-de ( c l 8  à ~24) saturée ou 

insa tu rée  e t  par l a  diminutior, concomitante des teneilrs en acides gras à ch&- 

ne cour te  ( C  10 2 ~ 1 7 ) .  

II - EVOLL?IO:I 3U 1)EGFC% 911 SkTURATlOIJ EN FONCTION DU TYPE CE PGLI~INISATI9?? 

llous avons examifié: globalealent l '6voluti.on du degré de satwrrLi.ol 

dans l e s  d i f f é r en t e s  c lasses  de gl.yccsphingolipi_des indépendamment de l a  lon- 

gueur àe l a  chaîne a l iphat ique dans l e s  s t y l c s  auto e t  xénopoll inisés.  Les 

ré'sult z t s  sont  consignés 6ans l e  t3bleau 23. 
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L'influence d.e l a  xénopoll ir i isat ion est; envisagée de O à 8 heures pu i s  de 

8 à 24 heures ,  ces deux éca - t , s  é t a n t  d'une importance s i g n i f i c a t i v e  d m s  l a  

complexité de l a  réponse incompatible . 
Pprès 8 heures  de c r ~ i s e i n e n t  compctible, to3Aes l e s  c l a s ses  de g1ÿcosph;ngcli- 

p i d e s  neu t res  p r é s e n t e n t ,  à l ' excep t ion  des t r iglycosylcérainldes,  une n e t t e  

augmentation des telle-ors en acides g ras  i n s a t u r é s .  Puis après 24 heure? de 

xénopol l i i l i sa t ion ,  une coqposi t ion t r è s  d i f f é r e n t e  en ac ides  g r a s  e s t  observée. 

E l l e  e s t  c a r a c t g r i s é e  p a r  l a  diminution des t,eneurs en ac ides  g r a s  i n s a t u - 6 s .  

Le po l l en  T2U, responsable de l a  p o l i i n i s a t l a n  coii?patible, ne  p e a t  ê t r e  à 

1 ' o r i  gine de c e i t c  coxposi-Lion p u i s q u ' i l  e s t  ca1-act6risé par des glycosphin- 

go l i2 ides  p l u s  s a t u r é s  que ceux des s t y l e s .  

ùhe analyse p l u s  f i n e  de ces r é s u l t a t s ,  conduit à cons id gr?^ qu 'après  24 heures 

de p o l l i n i s a t i o n ,  deux types de conrporterfient s e  son t  i n ~ v i d u a l . i s 6 s  : 

- d'une p a r t ,  c e l u i  des céraraides e t  2es monogiycosylc~ramic?es ; 

- d ' a ~ ~ t r e  p a r t ,  c e l u i  qill corresponu aux grousas Cies d i ,  t r i  e t  t6 t raglycosyl -  
céraùiides . 

Le premier groupe d i f f è r e  du second pal* sa i i e t t e  désa tura t ion  p l u s  élevée qile 

c e l l e  qui e s t  r2ncontrér  dans l e  pol-len. 

L ' inf luence  de 1' a u t o p o l l i n i s a t i c n  e s t  recherchée par  l ' a n a l y s e  de l ' évo lu t ion  

du degré de s a t ~ i r a t i o r ~  e t  de s a  complexité au cours de l ' i n c o m p a t i b j l i t 6 .  Nous 

constatons que l e  degré rie s a t u r a t i o n  évolue ,  comme dans l e  cas de La x6no- 

p o l l i n i s a t i o n ,  il augmente dans un prerLer  tenqs , pu i s  diminue en fonct ion  de 

l a  dur le  de l a  po l l j -n i se t ion .  

Ce t a b l e a u  e s t  g6n6ral., s e u l s  les t r i g l y c o s y l . c 6 r m ~ ~ d e s  cule 6volu- 

t?.oli d i f f é r e n t e .  il e s t  jnbéressant  de rappeler  i c i  l a  pau-vrer66 r e l a t i v e  du 

po l l en  ~ 1 6 6 ~  en ac ides  gras  insa tu rés  p a r  rappor t  aux tene~zrs  relevgeu c1ie7: 

l e  s t y l e  v ierge  de rcêp5?c genoiype. 



FIGURE 2 2  

EVOLUTION DU DEGRE DE SATURATION AU NIVEAU DES DIFFERENTS 

GLYCOSPHINGOLIPIDES NEUTRES 

A )  ln&!uence. du made & de & dmée de t~ polfivtination 

La p4efiuS)~e d€eche iLXuh;Dre l e  berA des v a U ~ ~ n  poutt t a  p6uade 0-8 heuhed ; 
la seconde 5lècl:c le& keptéseutte au  COULA de l a  pihiode 8 -24  Izeu)~es. 

Le bigLe x cotrrrupand à lu x&nopuLl inha~on  
Le s ig le  + comapond 2 l la lLtopuf in ina~c/n .  

L u  cana hachuhEes ou en painlit€& ;témoigne& de l 1 d ~ . n d L t é  de campofiement peuh 
une c b a e  de glyc0hpkiRgofipdeA e&s au& QA: x é n o p a f i d d o n .  



La xénopoll inisat ioi l  e t  1 'autopol- l in isa t ion ne s'opposent pas par  1.e sens des 

va r i a t i ons  mais par  l e u r  i n t e n s i t é .  Alnsi ,  l a  f igure  22a met en évidence aprs?s 

24 heures de croisement que l 'a ,u. topoll inisat ion d i f f s r ê  essentiel lerr~ent  de 

l a  xénopol l in isa t ion pa r  l e  degré de sa tu ra t ion  plus  f a i b l e  a.u niveau Ces céra- 

mides e t  ~onoglycosylcéramides , plus  élevé au nivel;u des d i ,  tri e t  tétragljjço- 

sylcéramic?es des s t y l e s  inconpatibles.  

3 - Influence du génotype : 

Le gén3type n '  inf luence pas ces observations.  Nolls pouvons en e f f e t  comparer, 

après 24 heures de crolsemsnt , 1 '6vo lu t~o r i  ~ L I  degré de  sa tu ra t ion  des a ive rs  

glycosphingolipides en fonctioa de l a  p o l l i n i s a t i o n  ( f i g u r r  2 % ) .  

L' au topo l l in i sa t ion  s e  t r a d u i t ,  i ndépendmen t  du gén~ type  du s t y l e  po l l i n i s é ,  

par  l a  d i m i n ~ t i o n  des teneurs en acides g ras  i n s a t u é s  par rnpport  2 ce l l e s  des 

acides gras sa tu rés  au nivexa des cérami6es e t  des monogllyc~sylcérmides et; 

pa r  l ' augnenta t ion de ce =$ne rappor t  dans tou tes  l e s  aut res  cl-asseç de glyco- 

sphingolipides ( d i  e t  t é t reg lyco~ylcérc tmi~es! .  TJne seule e x c e p t i ~ n  à ces cb- 

servat ions  concerne l e  comporternen-t des trigl_ycosylcéramj des qui se  rc~pprocl~e 

dans s e s  va r i a t i ons  des cérairiides e t  des monoglycosylcé~amldes. 

La désaturation des ac ides  gras ,  paz s e s  r e l a t i c n s  avec I e  m6tabolS.sme e t  

notaument avec l e  catabolisme r e s p i r a t c i r e  semble ê t r e  une donnée importante 

à considérer  sous l ' a n g l e  de ses  va r i a t i ons  a,u niveau des glycosphingolipides 

neutres  en fonction de l a  p o l l i n i s a t i o n .  Il a en e f f e t ,  é t é  montré que l a  

p o l l i n i s a t i o n  (compatible e t  su r t ou t  incompatible) e ~ t r a î n e  un accroissement. 

r e s p i r a t o i r e  à p a r t i r  de subs t ra t s  d ivers  (ROGGEN, 1967). 

C'es t  pourquoi dans c e t  aspect de l ' é tude des r e l a t i ons  en t r e  gljrcospliingoli- 

pides e t  p o l l i n i s a t i o n ,  nous avons envisagé l e s  va r ia t ions  du r a p p c ~ t  taux 

des acides grau à nombre impair d'atomes de carbone/ta,ux des acides gras à 

nombre p a i r  d'atqmes de carbone ( I / P ) .  
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F I G U R E  2 3  , 

E V O L U T I O N  E N  F O N C T I O N  D U  TEMPS D U  R A P P O R T  I / P  D A N S  L E S  

D I V E R S  C L A S S E S  DE G L Y C O S P H I N S O L I P I D E S  



III - ITARIATIONS CU RAPPORT : TAUX DES ACIDES GRAS A NObBP;% IMPAIR DtkTObES 
DE CARBOlE / TAUX CES ACIDES GRAS A iVObBRE PAIR ( I /P)  

Le rappor t  I/P s e r a  compris s o i t  indépendamment du degré de sa tura-  

t i o n  chez tous l e s  acides gras  sans d i s t i n c t i o n  (I/?), s o i t  chez l e s  s eu l s  aci- 

des gras  s a tu r é s  (IS/PS), s o l t  enl'in chez l e s  acides gras désaturés  (II/PI) 

( t ab l eau  24) .  

1 - Vmiutions du rapport I/P : 

a) après xénopol l in isa t ion.  La compaaison des corsposit,lons en acides gras  des 

s t y l e s  v ie rges  e t  des s t y l e s  xénopol l in isés  ne t  en évidence, 8,près po l l i n i s a -  

t i o n  de O à 8 heures, deux types de com2orte1neut qui  vont s 'opposer : 

- c e l u i  des Cer-PIC-Cer à f o r t e  accéléraCion de  1';ncorporztion des acides gras 
à nombre impair d 'a tones  de carbone ; 

- c e l u i  des DGCer, TGCer e t  TrGCer pour l e sque l s  aucune va r i a t i on  d ~ ~ s  l s évo -  
l u t i o n  du rapport  I/P n ' e s t  zppréciée par  râpport  a l~x  r é s u l t a t s  des s t y l z s  
v ie rgzs  WI 66~. 

Par contre,  après 24 heuznes de po l l i n i s a t i o i i ,  l e  t sux  des acicles gras  2 chaîne 

carbonée à nomare imyair d'atomes de carbone augmente chez l e s  Cer, TGCcr e t  

TGCer, il diminue chez l e s  aL1tres glycosphingolipides ( b î ~ ~ e r  e t  T~C-Ce?-). 

b) après au topo l l i n i s a t i on .  La comparaison des s t y l e s  vierges e t '  des s e i l e s  

au topo l l in i sés  e s t  envisagée dans l e s  mGmes conditions de O à 8 heures, pu i s  

de 8 à 24 heures.  

Après 8 heures de p o l l i n i s a t i o n  incompatible ( K I  66~.~166~) l e s  MGCer e t  DGCer 

possèdent un taux d ' ac ides  gras à nombre inipair d'atomes de carbone t r è s  é l e -  

vé pa r  i appor t  à ce lu i  des s t y l e s  v ie rges .  Ce taux e s t  prat iqnexent inchangé 

ou légèrement diminué pour l e s  Cer, I'GCer e t  TrGCer. 

Après 24 heures de p o l l i n i s a t i o n ,  l e  taux des acides gras impairs a encore 

augrnecté sauf au niveau des 14GCer. 

c )  conparaison en t r e  a.uto e t  xénopol1inis3,tion.. S i  nous comparons aiito e t  xéno- 

po l l i n i s a t i on ,  on peu: d i r e  que l a  valeur du rapport  I /P  s e r a  plus  6I.ev:e en 

xénopol l in isa t ion chez l e s  Cer e t  Les MGCer de O 2 8 heures à lF6xccp t ion  des 

DGCer chez qiii ce rapport  Girr,inue. De 8 à 24 heures, l a  xénopo l l i n i s a t im  e s t  



F I G U R E  2 4  

EVOLUTION EN FONCTION DU TEMPS DU RAPPORT I I / P I  DANS LES D IVERSES 

CLASSES DE G L Y C O S P H I N G O L I P I D E S  

p--axénopoUnian 

1 : acides gtaa b n p  

P : acides gkun pCLi 

1 : acideb ghun 
Mz.?latuttCs 



t o u j o i r s  rnaqii6e p a r  l 'auymentat ion di1 r appor t  I/P p o - u  l e s  Cer, MGCey e t  

%Ver, s e u l s  l e s  DGCer et, l e s  TrGCer a:uont -m comportement" inverse  de celLui 

qile cous venûns de c o n s t a t e r  ( f i g u r e  23) .  

2 -- V a î ~ ~ t i o ? î s  du rapport I S / P S  : 

LfÊvolu.tion àu rappor t  IS/PS e s t  e n v i s a g 6 ~  en fonct ion  dix temps de p o l l i n i s ~ , -  

t i o n ,  Nous constatons que 116voPdt,ion dil r a p s o r t  I/T ( ac ides  g r a s  satiz-6s) 

e s t  ident ique  qilrl'Le que s o i t  1s p o l l i n i s a t i o n  c o ~ s i d l r é e  ( c c q a t i b l e  01~. in -  

coxps t ib le  j chez l e s  Cer, MGCer, TGCer. Notons cependant, que l a  valeur de ce 

r appor t  e s t  p lus  f a i b l e  en a u t o p o l l i n i s a t i o n .  Par  con t re ,  l a  va leur  de ce 

r appor t  s e r a  p l ü s  é l rvge  en autopol l - in isa t ion  chez l e s  i l G C e r  e-:; T r G C e y .  

3 - ~7uriat ions dzl rapport I I / P I  : 

Rous avons également a a i y s é  l ' é v o l u t i o n  du rappor-t I / P  des ac iàes  gras insa-- 

turés en fonct ion  cle l a  p o l l i n i s a t i o r i  ( c o ~ a , t i b l e  ou incompati-ble) e t  de s a  

d u é e .  Xénopoil inisat ion e t  a u t o ~ o l l i n i s a t i o n  son t  toi i tes  deux rnarq~~<es  ;pu 

l l i d e n t i t S  de 116volir t ion du r s p p o r t  II~PI chez l e s  Cer, MrXër e t  TGCer., blen 
.- 

que ce rappor t  s o i t  e g d e n e n t  p l u s  f a i b l e  en autopol l - in isa t ion .  Fa r  cont re ,  

ces  p o l l i n i s a t i o n s  sont  s u i v i e s  d'un comportement riettercent plüs conipJ.e:ce des 

DGCer e t  TrGCer où l e s   rapport,^ son t  antagonis tes  en fonction di1 tenps de 

croisement ( f i g u r e  24) . 

4 - Variations des rapports I / P ,  I S / P S  et- I I / ' P I  en fonction 
du génot,yp~ : 

Les v a r i a t i o n s  des rappor ts  I/P, IS/PS e t  II/PI ont Sté enviszgGes en focc- 

t i o n  du gériotype du s t y l e .  JJ'exameri du t ab leau  25 met en évidence l'liorilo- 

génki té  des r appor t s  considér6s e t  c e l a  ;nc.épendamnent du &notype des styl-es 

e t  du glycosphingoliplde considEré à 1- exception des TrGCer. 



T A B L E A U  2 5  

E V O L U T I O N  DES RAPPORTS I / P ,  I S / P S ,  II/PI DANS L E S  D I V E R S  

G L Y C O S P H I N G O L I P I D E S  NEUTRES EN FONCTICN DU GENOTVPE D U  

S T Y L E  P O L L  1 N 1 SE 

7 : acides gtLacl 2 notl:br~ i111p& dlcr;i-av;12n de cw~bone 
P : aci-dcd g:ra.n à izumb[~e p& d'atomcn de cm'borze 
S : ncidea gka5 s&?Qa 
f : a d d e s  Shah in6:LiU&ii6 



TABLEAU 2 6  

D I S T R I B U T I O N  DES A C I D E S  GRAS A CHAINE COURTE ( C l 0  A C 1 3 )  

AU N I V E A U  DES GLYCOSPHINGOLIP IDES NEUTRES 

.. 
Le &gCe x C C . ' L ~ ~ C L ~ ~ C , ; Z ~  t a  x é ~ : ~ p u B l , i r ~ o  ' c ' f i  
Le ~ i g k ~ .  + C O ~ , . ' L U ~ ~ C ; ~ ~ ~  d l 1 ~ ~ ~ o p ~ . Y l i l i 6 L l  

i.eA cccn en 1':cc/~cur@e6 AEiriaignecrk de i? ' i b c  dc curripii~Leme,i~2 puutt ur?e clu4ae de 
gCycociph~:izgofipi.dQs eindhe a u k o  eZ xSuzo;. LA a;Lia n . 



En conclusion, 1' a u t o p o l l i n i s ~ t i o n  e s t  su iv ie  d'une dimindticn de l a  teneur en  

acides g ras  à nombre impair d1atorr1es de carbone ( s a tu r é s  ou non) chez l e s  

Cer, MGCer e t  TGCer qui  sont  des glyeosphingolipides à norabre impair de rés idus  

os idique S .  

I l  s ' a g i t  12 ,  sexble- t - , i l ,  d 'vn processus général  ind6pendarlt du génotype du 

s t y l e  (~166~ CU T ~ U )  qui s e r a  pol . l inis6.  Seuls l e s  DGCer e t  TrGCer, à çtruc- 

t W e  osidique d i f f é r en t e ,  montrent des v w i a t l o n s  en re la t io r ,  avec l e  génotype 

du s t y l e  p o l l i n i s é .  

IV - EVOLUTIGN DE LA EEFARTITIO?! DES ACIDES GRAS COURTS En; C I O ,  C l  1, C l 2  
ET C l 3  

L'évolution de l a  Uis t r ibut ion des acidzs gras à chaînes cour tes ,  

sa tu rées  ou insaturées  ( C I O  à C Î ~ ) ,  e s t  envisagée au niveau des d ivers  glyco- 

sphingollpides neu t res  après auto e t  xénopoll inisat ion.  Les rg su l t a t s  sont 

repor tés  dans l e  tableau 26a ; l a  première f lèche i l l u s t r e  l e  seas  de l a  va- 

r i a t i o n  dans une p6riode de O à 8 h e ~ r e s  ; l a  seconde f lèche l e  représente 

au cours de l a  période de 8 à 24 heures.  Les s igles  suivants  correspondent : 

- x : à l a  xénopol l in isa t ion ; 

- + : à l ' au topo l l i n i s a t i on .  

1 - Influence de Z a  dztrée e t  du type de pol l inisat ion : 

D'une manière générale,  l e  sens de varia.tions des teneurs en acides gras 

cour t s ,  pa r  rappor t  au temps O ,  e s t  identique 2 une exception p r è s  ( C I O  : 1 )  

a p r h  8 heures d ' au to  e t  de xénopol l in isa t ion.  Ainsi seule  l 'ampli tude de ces 

va r i a t i ons  d i f fé renc ie  l e s  deux types de po l l i n i s a t i on  a2rès 8 lieures de 

croisement. 

Par can t re ,  c e t t e  r 6 p m t i t i o n  des acides gras  courts sub i t  une 6voliltion dif-- 

f é r en t e  aprks 24 heures d e  croisernerit, en fonction du tyye c o q a t i b l e  ou non 

de ce lu i -c i .  Cet te  opposit ion auto--xénopollinisation e s t  p a r t i  ~ : ~ i è r e r r , z n t  



n e t t e  au niveau des MGCer, DGCer e t  TrGCer, c a r  en ce qui  ccncerne l e s  Cer 

e t  TGCer, l ' au topo l l i n i s a t i on  va  induire  l e  même type de va r i a t i ons  que l a  

xénopol l in isa t ion . 

Ainsi ,  l ' a u t o p o l l i n i s a t i o n  e t  l a  x é n o ~ o i l i n i ç a t i o n  son t  suiv-ies après 8 heures 

de croisement, d'une ba i s se  de 13 teneur en acides g ras  à chaîne courte ai; n i -  

veau des Cer, DGCer e t  TrGCer e t  d'une augmentation d e  l a  teneur de ces mêmes 

acides gras au niveau des MGCer e t  TGCer. 

Les  céramides représentan-t; environ 1/3 d;s glycosphingolipicles neu t res ,  i.1. e s t  

normal que l e s  va r i a t i ons  enregis t rées  à l e m  niveau co?ilcident zvec ce l l e  

des glycosphingolipi6es neutres to taux ,  ineis ce t t e  6volutloii ne concerne pas 

tous l e s  glycosphingolipides. 

Les vaz ia t ions  présentées  pa r  l a  composition en acides g ras ,  en fanction du 

génotype du s t y l e  p o l l i n i s é ,  sont  repor tées  tab1ea.u 2611 . Lei; s i g l e s  u t i l i s e s  

sont  ident iques  2 ceux du t ab leau  si-écédent. 

A l ' exce s t i on  des TrGCer , pour l e sque l s  l e  génotype du sxyl e p o l l i n i s é  a une 

importance, l e s  va r i a t i ons  s ' e f fec tuen t  secs  l e  même sens.  L 'autopol l in isa t ion , 
après 24 heures de croisement, e s t  ca rac té r i sée  par des Cer e t  des DGCrr en r i -  

chis  en acides gras cour ts  e t  par des MGCer e t  TGCer appauvris pa r  contre en 

ces rnênos acides gras  cour ts .  Pa- ces t r a i t s ,  l l a u t o p o l l i n i s a t i o n  s 'éloigne 

quanti tat ivement de l a  xénopol l in isa t ion , indépendamment. du génotype du. s t y l e  

qui s e r a  p o l l i n i s é .  

V - EVOLUTION DY LA REFARTITIOTI DES AC'LDES GRAS A CHAINE I40YElVNF EE ~ 1 4 ,  
C15,  c16 e t  Cl7 

Dans le mêze e s p r i t ,  nous a-~ons envisagé 1 '6volut ion en fcn!ricticn ?t: 

temps de po l l i n i s a t i on  de l a  r é p a r t i t i o n  p lu s  ou rrioins qucintita'cive des ecides 

gras  à chaîne moyenne q r è s  auto e t  xénopol l in isa t ion.  



' TABLEAU 2 7  

D I S T R I B U T I O N . D E S  A C I D E S  GRAS A CHAINE MOYENNE ( C l 4  A ~ 1 7 )  

AU N I V E A U  DES G L Y C O S P H I N G O L I P I D E S  NEUTRES 

A )  Tn,$Luence du mode CA de la dmée de la poiY.inin&an 

ta  pfiemiètro d.ct2che ,iL.&~~ktte l e  heizh de6 vahia~om p u u h  la pCk.iode. cle 0-8 heuheh ; 
l ' ~  hecoizde dlèche Les t~eptébulke au COLULA de lu piitliode 8 - 2 4  h o c ~ i r e ~ .  

LQ.S m e 4  ~ C L C / Z L L ' Z ~ ~ ~ A  tEmoignent de 1'iden;tifE de compottfemen;t povl une. & m e  de 
g& y c a ~ p ~ ~ g r / f i j ~ i d e h  e&e a& 4 t x é t z u p o ~ n h a ~ o n .  



1 - Influence de 2 3  durée o t  du type de polZinisation : 
t 

L'examen du tab leau  27a conduit à formuler quelques remarques concernant l e s  

influences du temps de pcl l l in isa t ion sur  1.a r épa r t i t i on  de ces acides gras. 

 près 8 heures de po l l i n i s a t i on  (compatibl-e ou incompatible) nous relevons 

que l a  r é p a r t i t i o n  des acides gras  au niveau des Cer, MGCer e t  DGCer montre 

l a  même évoliltion, seules  l e s  amplitudes de ces var ia t ions  d i f f è r e n t .  Par 

contre,  au nlveau des TGCer e t  TrGCer on peut  m t e r  des di f férences  indui tes  

par l a  xéno e t  1 'autopol l . in isa t ion.  D'une manière générale,  l e s  teneurs de 

ces acides gLas auraient  tendance à diminuer. 

~ ~ r è s  24 heiires de croisemefit, il y a peu de différences a.u niveai: des Cer 

e t  des M G C e r  quant 5 l ' évo lu t ion  de l a  rgpar t i t io r ,  de ces acides grEs en t re  

auto e t  xénopoll inisatio;?.  C'cst  au niveau des DGCer, TGCer e t  IiSCer que 

des d i f fé rences  surviennent, ~ u i  i n t é r e s sen t  plus particill.isrenen-k l e s  acides 

gras in sa tu r é s .  

2 - Influence du génotgpe p r è s  24 hewes de croisen.-?nt : 

L'influence du génotype du s t y l e  p o l l i n i s é  a été recherchée, a in s i  que l e  

souligne l e  t ab leau  27b , où l e s  s i g l e s  eniployés sont  l e s  memes que ceux 

u t i l i s é s  poi:r l e s  tableaux précédents. 

Certes des d i f fé rences  sont évidentes en t r e  l e s  teneurs en acides gras au 

niveau des diverses  c lasses  de glycosphingolipldes quel le  que s o i t  l a  po l l i -  

n i sa t ion  (compatible ou incompatible) en fonction du génot-ype du s t y l e  pol- 

l i n i s s  . Cependant, il semble d i f f i c i l e  de déf i n i r  une or ien ta t ion  générale. 

Les s t y l e s  ~ 1 6 6 ~  e t  T2U ne réagissent  pas de façon identique.  Far manqae 

d'informations concirnant l e s  s t y l e s  vierges T2U, il nous e s t  inipossioie de 

conclure plus  amplement. 



TABLEAU 2 8  

DISTRIBUTION DES ACIDES STEARIQUE, OLEIQUE, LINOLEIQUE ET LINOLENIQUE 

AU N I V E A U  DES GLYCOÇPHINGOLIP IDES NEUTRES 

A )  11zdlu.erzce du m a d e  eA de. i!u dtckée de la p ~ & Y L i n d a n  

---.-- -. 



V I  - EVOLUTION DE LA REPARTITION DES ACIDES GRAS EN Cl8 SATURES CU INSATUFES 

Leur analyse e s t  conduite selon l e s  mêmes c r i t è r e s  que précédem- 

mens, c 'est-à-dire que nous a l lons  suivre  l ' évolut ion de l a ,  r épa r t i t i on  des 

acides g r c s  en Cl8 en fonction du t e q s  de po l l i n i s a t i on  ( 8  e t  24 heures) e t  

du g é n o t y p  ( t ab leau  28a e t  b )  . 

1 - Inf2,mnee de Zn dmke e t  du t y p e  de poZZ-inisation : 

L'évolution de l a  r é p a r t i t i o n  &es acides gras en c i 8  peut  ê t r e  comprise en 

l'examinait à t r zve r s  l e s  deux modes de conporternect dêJà ic ient i f iés  : ce lu i  

d.es . Cer , MGCer e t  TGCer d'une p a r t ,  c e lu i  des DGCer et. TrCCer d ' au t re  p a r t .  

Dans l e  premier gi-.oupe, l a  rSpart i tFon des s t é a r a t e ,  o l é a t e ,  linol-Gate i-t linû- 

l éna t e  s u i t  des évolutions p a r a l l è l e s  apres auto CU xénopoll i n i r  &ion. LES 

Cer e t  MGCer par  exemple, sont  c a r ac t é r i s é s  en général  pâ r  une Laisse de l a  

teneur de ces acides g ras  après 8 heures de croisenlent, su iv i e  d'ul accroisse- 

ment de l e u r s  valeurs  après 2 4  heures.  Au niveau des TGCer, l a  x6 l iopo l l i~ i sa -  

t i o n  e t  l ' au topo l l i n i s a t i on  en t r a înen t  u.ne diminution c o n s t a t e  gde l a  tênexr 

en acides g r a s  insz;t,urés ( c i 8  : 1: 2 e t  3 ) .  

Chez l e s  DGCer e t  TrGCer, l a  r é p a r t i t i o n  de ces acides g ras  pr6sente ime évo- 

l u t i o n  d i f f é r en t e  i ndépendmen t  de l a  po l l i n i s a t i on  compatible ou incom;?ati- 

b l e .  Les différences sont  manifestes dans l ' i n t e r v a l l e  de temps 8 à 2 4  heures. 

2 - In f lueme du génotype après 24 hemes de croisement : 

L' influence du génotype aprss 24 heures de ci-oisemerit e s t  envisagée par  l a  

corqaraison de l a  r épa r t i t i on  des acides gras  ( c l 8  : 0,1 ,2 e t  3) dans l e s  

s t y l e s  ~ 1 6 6 ~  e t  T2U après 2 4  heures de crolsenîests compatibles ou inconpatibles.  

Les r é s u l t a t s  sont rassenbl6s dans l e  tabl.e3s: 2 8 b .  

Que1 que s o i t  l e  génotype du s t y l e ,  l e s  r é s u l t a t s  obterius conf irraerli, notre di-  \ ,  
1 i vis ion  des glycosphingolipides selon l e s  deux eoniportements pr6c6demeri+, d i s -  %,- : - 

t ingués : 



TABLEAU 2 9  

D I S T R I B U T I O N  DES A C I D E S  GRAS A LONGUE CHAINE C C 2 0  A C 2 4 )  

AU N IVEAU DES G L Y C O S P H  I N G O L  I P  I D E S  NEUTRES 



- Cer e t  MGCer ca r ac t é r i s é s  pa r  des t aux  en acides gras p lus  f a l b l e s  après 
au topo l l in i sa t ion  ; 

- DGCer, TGCer e t  TrGCer ca r ac t é r i s é s  pa r  u1 p r o f i l  inverse ,  c 'est-à-dire par  
des taux en acides  g ras  p lus  élevés après au topo l l in i sa t ion .  Cependant il faut  
no te r  l e  coqor tement  p a r t i c u l i e r  des TGCer intermédiaire e n t r e  l e s  deux types 
d é c r i t s  Cer - MGCer e t  DGCer - TrCXer. 

V I 1  - EVOLIJTION DE LA REPARTITION DES ACIDES GRAS LONGS EN C20, C22, C23 
ET ~ 2 4  

D'une manière générale,  on a s s i s t e  après 8 heures de creisement (corl;patible 

ou incompôtible), chez l e s  glycosphingolipides neutres ,  à -me augmentation 

de l a  teneur  de l e u r s  acides g ras  sa tu rés  ou i n s a t w é s .  Cette cfiservation e s t  

en accord avec nos précédents r é s u l t a t s  obtenus pour l e s  acides gras  des 

glycosphingolipides neutres  to taux ( t ab l eau  29a). 

 près 24 heures de croisement, auto e t  x inopol l in isa t ion s'opposent de nou- 

veau dans l a  r é p a r t i t i o n  des acides gras sat13rés d3s Cer, MGCer, DGCer e t  

TrGCer e t  dans c e l l e  des acides gras  insa tu rés  cllez l e s  TGCer. E'une manière 

gén j ra le  , l a  xénopcl l in isa t ion e s t  ca rac té r i sée  après 24 heures par une bais-  

se sens ib le  de l a  teneur  de ces acides g ras .  

\ 

2 - Influence du gbnotgpe q r 8 s  20 Meures & croisement : 

L'influence du génotype après 21 heures de croisement e s t  recherchée e t  l e  
- 

taux des ac ides  gras  longs dans Les DGCer, TGCer e t  TrGCey e s t  plixs élevé 

après a .u topc l l in i sa t io i~  dans l e s  r t y l e s  1~166~ ou chez l e s  IGGCer, DGCer e t  

TrGCer des s zy l e s  de génotype T2U. Il e s t  p lu s  bas chez l e s  MGCer des s t y l e s  

~ 1 6 6 ~  ou chez l e s  TGCer des s t y l e s  T2U. Nous ne pouvons a l l e r  au-delà de ces 

observations puisque nous n'z-vons pu analyser l e s  s t y l e s  v ie rges  de ggnotype 

Z U  . 
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VI11 - CONCLUSIONS 

En conclusion, nous avons repor té  de façon t rès '  schématique l e s  ré-  

s u l t a t s  des analyses précédentes dans l e  t ab leau  30 , à savo i r  : 

- rappor t  I / P ,  IS/PS e t  I I / P I  ; 
- r é p a r t i t i o n  des acides gras cour ts  CIO-Cl3 ; 
- r é p a r t i t i o n  des acides gras moyens ~1h-C17 ; 
- r é p a r t i t i o n  des acides gras en c i 8  ; 
- r é p a r t i t i 0 2  des ac iaes  gras  longs ~ 2 0 - ~ 2 4  ; 
- e t  degré de s a t u r a t i ~ n .  

Les cases hachurées ou remplies de p o i n t i l l é s ,  t6moi.gnen-t d ' m e  

évolution ident ique.  Les cases l a i s s é e s  en blanc correspondent aux réponses 

in termgdiai res  moins n e t t e s .  Le ccmportement des glycosph5ngolipides permet 

uniquement chez i e s  s t y l e s  ~ 1 6 6 ~ ~  de d i s t inguer  deux groupes : 

- l e s  DGCer e t  YTGCer ; 

- l e s  Cer, MGCer e t  TCCer, 

car  ce comportement e s t  moins marqué chez l e s  s t y l e s  T2U. 

Après 24 heures de croisement, deux évolutions s e r a i en t  poss i5les ,  

en r e l a t i o n  sans doute avec l e  n o ~ b r e  de r6 s id .u~  osidiques ( p a i r  ou impair) 

contenus dans l e s  d ivers  glycosphingol~ipides . 

Comme nous l ' avons  consta té  précédemment, l e s  va r ia t ions  des com- 

pos i t ions  en acides gras des glyccsphingolipi2es neutres  to taux ,  i l l u s t r é e s  

pas l e u r s  p r o f i l s ,  sont  ca rac té r i sées  pa r  l 'augmentation des taux d'acides 

g ras  à chaîne longue, a-u détriment des acides gras à chaîne courte après 8 heu- 

r e s  de croisement compatible ou non. Cet accroissement e s t  s u i v i ,  après 

24 heures de croisement, par  l ' i nve r s i on  du p r o f i l  de r 6pa r t i t i on  pour l a  xéno- 

p o l l i n i s a t i o n ,  ou 1' accentuation du p r o f i l  de type 8 heures pour 1 ' autopoll i-  

n i s a t i on .  

Ces mênes var ia t ions  sont  retrouvées au niveau des céramides e t  

des monoglycosylcéramides qui représentenl  à eux seu l s  63 à 86 % des glyco- 

sphingolipides neutres .  Ces deux glycosphingolipides ( c e r ,  M G C ~ ~ )  imprizient 

donc l e  sens de r6par-cition des acides gras  au niveau des glycosphingolipides 

to taux.  Ce p r o f i l  de r i p a r t i t i o n  n ' e s t  cependant par général  e t  ne c o i ~ c i d e !  ' 

pas avec c e l u i  des DGCer e t  TrGCer en p a r t i c u l i e r .  



Il convient donc de d i f f é r enc i e r  cieux types de réponse : 

- c e l l e  des céramid.es, aonoglycosylcéramides dont l e  métabolisme e s t  d i rec te -  

nent  e t  r ap i . de~en t  touchi pa r  Is p o l l i n i s a t i o n ,  ca r  i l s  représentent  l e s  pre-- 

miers  aillons de l a  chaîne métabolique ; 

- c e l l e  des d iglycoçylcér~~mides  e t  tétraglycosylc6ramides dont l e  métabolisme 

sous l a  dépendance du groupe précédent,  e s t  moins rapidement touché par l a  pol- 

l i n i s a t i o n .  

COMPOSTTLON EN BASES A LONGUE C H A I N E  

C'e s t  2. CARTER ( 1965) que nous devons l a  connaissance de l s e x i s t e n c e  

des bases  à longue chaîne, à CARTER e t  à KAZLSSON ( 197 1 ) l e u r  c l a s s i f i c a t i on  

se lon l a  1-ongueur de l a  chaîne carbonée, l ' ex i s tence ,  l e  nombre e t  1s pos i t ion  

des doubles l i a i s o n s  e t  c e l l e  d 'éventuels  branchements. 

L 'anal jse  q u a l i t a t i v e  e t  q ~ a n t ~ i t a t i v e  de ces bases nzcess i te  au 

p réa lab le  : 

- l a  l i S é r a t i o n  des bases su iv i e  d'une ex t rac t ion  s é l ec t i ve  ; 

- l a  t ransformation en DNP d é ~ i v é s  ; 

- l 'oxydat ion par  l e  t é t raacé take  de plomb des DNP dér iv%s en aldéhydes, puis  
l ' ana ly se  par  chromatographie en couche mince e t  en phase gazeuse ; 

- l 'oxydation par l e  permanganate de potassium des aldéhydes en acides gras ,  
puis  1' analyse pa r  chromatographie en phase gazeuse. 

1 - Extraction des hases i longue chaîne e t  transformation en 
dérivés dinitrophényilés : 

Leur libéra'cion a é t é  cffectuge se ion l e  protocole de GAVER e t  SkTELEY (1965). 

L 'ext ract ion s e l e r t i v e  de bascs à longue chaîne e s t  rédis612 par  l e  digthyl-  

6 ther  en mil ieu  a l c a l i n  (pH 1 1 ) .  Bien que c e t t e  technique rende impossibl-e l'a- 

nalyse u l t é r i e u r e  de l a  f r a c t i on  os idique,  nous 1;avons cepeiidant retenue ca r  

e l l e  assure 1 - i b é r a t i c ~  t o t a l e  des bases sans formatiorl d' a r t é f  ac ts  te1.ç 

1z 3-0 xéthyl-s~hingoçine  e t  l a  5-0 méthjl A sphingosirie. L e u r  ?'..nçtabiii t6 à 
3 



TABLEAU 3 1  

DISTRIBUTION DES BASES A LONGUE CHAINE AU NIVEAU DES CERAMIDES 

PoUen 
TZO 

A d16:O - t l f : ~  2.50 5,92 )i .$O 4.71 7,91 8.17 5.76 

28.31 22.14 23,72 24.5 1 39.51 28.82 2 6 , ~  
c 616:1 39.27 9 3 8  5 .O3 5 ,C3 4 .86 

D d19:0 - t13:O 2.09 3.86 L.&o 4 .32 4 ,?O 6,79 3.1 1 

- tlG:! 15.37 30 -82 21 .O7 1&,lL, 30.L9 21,81 27.31 29.33 

3.49 5.35 14.93 8.68 6.27 8.20 10.10 9.21 11.29 
' 

c dl8:l 9.11 11.91 7.76 5.50 10.59 7 .O2 10.08 13.86 

H d20:O 4.90 4.07 8.48 7.L9 2.18 6.53 5.23 4.58 4.86 

'Ksr AL 99.99 99.99 39.99 99 i99 59 *Y) 99 r59 99 i 99 99.59 99199 

, satur6es (sat .)  

insaturées( insat .) 
insat. / bat. 

i 

34.47 

65.52 
1,90i 

51.91 
48 .O0 

0.926 

43.62 

56.37 
1.292 

50.26 
49.73 

0.989b 

41.07 

58.92 

1,434 

48.93 
5 1 ,O6 

1 ,043 

66.13 

33.86 
0,512 

57.57 
42 ,L2 

0,736 

57.94 
48.05 

0,925 

J 



TABLEAU 3 2  

EVOLUTION DES BASES A LONGUE CHAZNE AU N I V E A U  DES MONOGLYCOSYLCERAMIDES 

raturéci (sa:.) ( 10,39 

insnturCes(insac.1 89.60 

insat. / cet. 8,613 
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TABLEAU 34 

DISTRIBUTION D E S  BASES A LONGUE CHAINE AU NIVEAU DES TRIGLYCOSYLCERAMIDES 

s a t u é e s  isat. ) 62.69 

insa:&-irées(insat.) 37,30 

i cea t .  / sa t .  0,595 

4 
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l ' é t a t  l i b r e  impose dès l e u r  ex t rac t ion  l eu r  transforination en dérivés dini -  

trophénylés plus s t ab l e s  par  une solut  ion méthanolique de 1,-fluoro--2,h-dinitro- 

benzkne (ICARLSSCN, 1970). Ces DNP dérivés sont ensui te  p u r i f i é s  e t  i d e n t i f i é s  

par  chromatographie en couche mince ( l i c h e  techniqile no 13). 

2 - Analyse des DAT-dérivés des bases (KPRLSSO??, IW~RTBNSOLV~ 1968) : -- 
Leur analyse par  chromatographie en couche mince e s t  précédée per  l eur  t rans-  

fornat ion en eldéhydes par o q d a t i o n  au t é t r aacé t a t e  de plonb ce qui,  a i n s i  

que nous l 'avons p réc i sé ,  conduit à des chaînes g lu s  courtes par  élimination 

de 3 atomes de carbone (bases trikrydroxylées) ou de &.eux ztomes de cabone 

(bases dihydroxjrlées ) . 
Les aldél~ydes 2 loiigue chaîne, i s s u s  des bases dinitrop!l6ayïéesY son2 habi- 

tuellement i d e n t i f i é s  par diverses techniques chrom&tographiques t e l l e s  par 

exemple l a  chromatographie en couche mince, en fonction de l a  longueur de 

l eu r  chaîne e t  de l e u r  degré de sa tu ra t ion  (VAN DESSEL, 1977) ou par  cliroma- 

tographie en phase gazeuse. 

L ' iden t i f i ca t ion  des aldéhydes à longue chaîne e s t  ensui te  confirm6e par  l 'a-  

nalyse des acides gras homologues obtenus après oxydation des aldéhydes par 

l e  permanganate de potassium. Une t e l l e  oxydation peut ê t r e  effectuée di recte-  

ment SUT l e  mélange d g  aldéhydes sa turés  ou désaturés,  ou après hydrogénation 

cata lyt ique.  Cette analyse n 'ayant pour bu t  e s s e n t i e l  que l a  confirmation de 

1 ' i d e n t i t é  des aldéhydes, nous avons directement oxydé 1.e mélange aldéhydi-- 

que pas  l e  permanganate sans hydrogénation cata lyt ique préalable .  

Les r é s u l t a t s  obtenus pour l e s  d ivers  glycosphingolipides sont reportés 

tableaux 33,32,33,34 e t  35. 

Habituellenient, on dose l e s  bases 2 longue chaîne p ré fé ren t ie l l enen t  par  l eu r  

p r o d ~ i t s  d'cxydation, aldéhydes ou acides  gras.  O r ,  l ' ox jda t ion  des base; en- 

t r a î n e ,  se lcn  l eu r  s t r uc tu r e ,  une sc i s s ion  des molécules par  per te  de 2 ou 

3 atomes de carbone. Les bases dihydroxyîées e t  trihydroxyl-&es hornologu~a $- . !i 
n + 1 atomes &e carbone c o n 6 u i s a ~ t  à l a  formation d'lu1 mêne produit  ~ i t o ~ d a ; '  

t i on ,  a ,u s s i  s e r a i t - i l  ir,dispensabie de séparer ces bases d i  e t  trihydroxyl.6es 

par  chromatographie de l eu r s  dér ivés  dini  trophénylés avant l eu r  dosage. Mais, 



l e s  f a i b l e s  q u a n t i t é s  de maté r i e l  e t  l e s  f a i b l e s  concentrat ions de glyco- 

sphingolipides dans l e s  e x t r a i t s ,  no permettent  pas  de mul t ip l i e r  à l ' i n f i n i  

l e s  é tapes  chroniatsgraphiques. En e f f e t ,  chacune d ' e l l e s  entra.îne l a  p e r t e  

d'un pourcentage non négl igeable  de p rodu i t  (20 % environ) p a r  f i x a t i o n  sur 

les colonnes. Aussi ,  corne b ien  des a u t e ~ l r s  l e  pr6conisrr i ty l e s  bases seront  

analysées sans sépara t ion  p réa lab le  sous fcrme de l e u r s  produi+s d'oxydation. 

Les r é s u l t a t s  que nous présentons dans l e  t ab leau  présenté ci-dessous, 

correspondent par l e  dosage des aldéhydes, 2 c e l u i  des bases d i  e t  t r ihydro-  

xylées non séparées ,  précurseurs  probables de ces  ddéhydes .  

8ue.h à longue chüne ddEhyd~cr  
-----------------------------------------------------.----------------------- 

B hégtadécasphinganine d l7  : O C I ~  : O 
h y d r o ~ y s p h i n g ~  ine  t18 : O pentadécanal 

C hexadécasphingénine d l6  : 1 c l4  : 1 
t é t radécéna l  

D sphinganine d l 8  : O c l 6  : O 
hydroxynon2dé casphingânine t 13 : O héxadé c anal  

F nonadécasphinganine d l 9  : O Cl7 : O 
hydroxyeicosasphinganine t20  : O heptadgcand 

di8  : 1 c i 6  : 1 
héxadécénal 

H eicosasphinganine d2C : O c i 8  : O 
octodécanal 

C l 9  : O 
non ad6 c an a l  



FIGURE 2 5  

D I S T R I B U T I O N  DES BASES A LONGUE CHAINE DANS LES CERAMIDE 



Afin d ' about i r  à irn schéma de l a  r é p a r t i t i o n  des bases 2 longue chaîne dans 
* 

l e s  glycosphingol-ipldes, l e u r  d i s t r i bu t i on  a é t é  recherchée dans chacune de 

l e u r  c l a s se  : céramides, mono, d i ,  tri e t  té t raglycosylcérmides .  C'est  ce 

mode d 'analyse ,di f férent  de ce lu i  qui  a é t é  précédemment employé dans l e  cas 

des acides g ras ,  que nous a l lons  envisager. 

1 - BASES A LONGT& CHAINE ET C E W D E S  

 près iden t i f i c a t i on  e t  dosage des bases à longue chaîne, l e s  résul-  

ta ts  ont  été examinés en fonction de : 

\ - la composition en bases a longue chaîne des pollens e t  du s t y l e  vierge e t  
de l e u r s  génotypes r e spec t i f s  ; 

- l ' évo lu t ion  de l a  d i s t r i bu t i on  en fonction du type e t  du temps de po l l in i sa -  
t i on  ; 

- i ' évo lu t ion  de l a  d i s t r i bu t i on  sel-on l e  génotype du s t y l e  viergz qui s e r a  
p o i i i n i  sé . 

1 - Comparaison des conpositions en bases à longue chaîne des 
pollens e t  des s t y l e s  vierges : 

Nous avons comparé tou t  d '  abord l e s  pol lens  en t re  eux ( tab leau  3 1 ) . Lem- com- 

pos i t ion  e s t  o r ig ina le  par  l e u r  r ichesse  respective en héptadécasphinganine 

( d l 7  : O )  e t  hydroxysphinganine ( t 1 8  : O )  pour l e  pol len ~ 1 6 6 ~  ou en héptadé- 

casphingénine ( d l 7  : 1 ) e t  hydroxysphingénine ( t  18 : 1 ) pour l e  pollen T2U. 

LRS s t y l e s  vierges  ~ 1 6 6 ~  sont .eux, ca rac té r i sés  principalement par  l a  préseilce 

d1h6xadécasphing6nine (dl6  : 1 ) .  A ce propos, rappelons que lVhydr.oxyhepta- 

décasphingénine ( t 1 7  : 1 )  n ' a  encore jamais détectge. Ainsi ,  selon l e s  résul-  

t a t s  présentés  f igure  25 pol lens  e t  s t y l e s  vierges sont t r è s  éloignés par 

l e u r  corriposition respective en bases à longue chaîne. Cette hé-térogénéité 

quan t i t a t ive  e t  qua l i t a t i ve  e s t  essentiel lement caractér isge  par  l ' é t a t  plus 

sa turée  des bases pol l in iques  e t  pa r  l ' é t a t  de désaturation qui niarque l e s  

bases s t y l a i r e s  . 



2 - PoZZinisotims e t  hases à longue chaTne ; 

L'analyse des r e l a t i o n s  ex i s t an t  en t r e  po l l i n i s a t i ons  e t  bases à longue chaine 

est; envisa.gée après xénopoll inisation e t  autopoll.inisation selon des durées 

var iab les  de O à 8 heures e t  àe 8 à 2L heures. 

a )  xénopoll ini  sa t ion . Après 8 heures de pol l in isa t ior ï  compatible, l a  diminu- 

t i o n  des groupes A e t  C (bases d l6  : 0 ,  t17 : O e t  di6 : 1 )  e t  1'au~;nientation 

des au t res  groupes contribuent à l a  dimini~tion quan t i t a t ive  des bases àgsaturées 

des s t y l e s  p o l l i n i s é s  par  rapport  aux s t y l e s  vierges.  

La xénopoll inisation après 24 heures,  e s t  su iv ie  comme nous l ' av ions  précé- 

demment observé au niveaii des acides g ras ,  de l ' invers ion  des p r o f i l s  de l a  

d i s t r i bu t i on  des bases ,  c 'est-à-dire augmentation des teneurs en hases à chaînes 

relat ivement p lus  courtes (d i6  : 0 ,  t17  : O e t  d16 : 1 )  e t  1s diminution quan- 

t i t a t i v e  des au t res  bases.  

Il convient de souligner l e  p a r a l l è l e  en t r e  l ' évolut ion 3rovoquée par  l a  xéno- 

po l l i n i s a t i on  au niveau de l a  d i s t r i bn t i on  des bases e t  des acides gras  dans 

l e s  glycosphingolipides . L'arlalyse du comportement des hexadécasphingérlines 

e s t  égalernent t r è s  i n t é r e s s m t e .  Ces bases appartiennent sp6ciîiquemenJ~ aicr 

s t y l e s  (46,5 % )  e t  son t  pratiquement absentes des pollens (environ 5 $) .  O r ,  

après 8 heures de xénopoll inisatior, ,  l e i r  teneur diminue nettement pirisq-~z 

l e s  glycosphingolipides des s t y l e s  ne renferment plus  qu'environ 5 % de ces 

bases.  Cette valeur correspond sensiblement à ce l l e  présentée par  l e s  glyco- 

sphingolipides des pol lens  e t  naturellement par  l e s  l i p i d e s  du pollen S2U. 

Ceci permet de penser que dès l e  début de l a  po l l i n i s a t i on ,  un métabolisme 

nouveau e s t  i ndu i t  qui  semble ê t r e  de type pol l in ique.  Mais ~ l t é ~ i e u r e n i e n t ,  

dans l e  second temps de l a  po l l i n i s a t i on ,  l e  caractere t r a n s i t o i r e  de ce mg- 

tabolisme pol l in ique apparaît  car  il redevient  à caractère s t y l a i r e  : fo r t e s  

valeurs  du taux  d'hexadécasphingénine e t  p r o f i l  de d i s t r i bu t i on  quiuj, er  dépi-t 

de quelques per turbat ions ,  e s t  identique à ce lu i  des s t y l e s  vierges .  

b )  autopol l in iç  a t ion.  - Le p r o f i l  de âist i- ibution des bt~ses e s t  ég'alement per- 

turbé par l ' au topo l l i n i s a t i on  mais ï f 6vo lu t i on  observ6e e s t  pli1.s d i f f i c i l e -  

ment schématisa,bie. 



TABLEAU 3 6  

EVOLUTION DES BASES A LONGUES CHAINES DES CERAMIDES APRES 

P O L L I N I S A T I O N S  

La ptrekène dtëche heeunhe l e  hem deh v a o m  pom Ra pWode  0-6 h e m ~  
la bec-onde dtgche la treptré~enXe nu c o r n  de la phiode  6 - 2 4  heuha.  
l e  s ig l e  x comapond à la x&nopoUnina/tion 
t e  s ig l e  + come~povid à L'cru;topo~nina&ion 

. . 

8 - Schéma hypoXhWque d u  divemes i n d u ~ o ~  m é & x b ~ f i q ~ ~  

AUTOPOLLINISATION 

W166K.Wl66K 

COMPARAISON A 8 H 
ENTRE AUTO 

N XENOPOLLIFIISAT!ON 

COMPARAISON A 24 H 
ENTRE AUTO 

ET XENOPOLLINISATION 

installation d u n  metabolisrne de type sky laire 
installation d'ün métabolisme de kfpe styldie modifié 

-m installation d'un métûbolisme de type pollinique 

r 

A 

+ > X  

4- < X 

+>X 

+>X 

/ / ' l / / / / /  
t > X  

+>A 

t a  
, 

+>X 

S<X 
. 

+x 



Après 8 heures de croisement, comme dans l e  cas de l a  xénopoll inisation,  on 
* 

note cependant une diminution du taux d'hexadécasphingénine bien que celui-ci  

s o i t  moins prononcé e t  une augmentation des au t res  bases à l ' except ion de l a  

sphingosine e t  de l 'éicosasphinganine.  

Après 24 heures de croisement incompatible, l e  taux d'hexadécasphingénine 

diminue toujours ,  cependant que l e  tain des a i ~ t r e s  bases s 'élève de façon 

constante.  

c )  en résumé, l a  comparaison de l a  composition en bases en fonction de l a  pol- 

l i n i s a t i o n  compatible ou incompatible, met en évidence par l e u r  var ia t ion  

l 'opposi t ion en t r e  l a  xénopoll inisation e t  1 'autopolSinisation,  après 211 h ~ u -  

r e s  de croisement. En e f f e t ,  après l l induc.t ion dans un premier temps d'un 

métabolisme à caractère  po l l in ique ,  l ' au topo l l i n i s a t i on  semble in te rven i r  au 

niveau des céramides en inhibant tou te  "t~ansmission" qui a s su re r a i t  l e  passa- 
*.> 

ge d'un métabolisme à caractère  poll inique ve r s  iin métabolisme intermédiaire 

favorable à l a  fécondation. C ' e s t  donc au bout de 24 heures que l e s  divergen- 

ces en t r e  l e s  deux po l l i n i s a t i ons  seront l e s  p lus  a,pparentes. Nous avons par 

souci  de c l a r t g ,  résumé dans l e  tableau 36a l e s  évolut?-ons qui nous paraîssent  

e s s e n t i e l l e s ,  c 'est-à-dire : 

- étude du degré de sakurat ion,  de l a  d i s t r i bu t i on  de 1 'hexadécasphingénine 
e t  c e l l e  de l a  d i s t r i bu t i on  de l'hydroxysphingénine. 

3 - Distribution en fonction du génotype : 

Comme l 'opposi t ion en t r e  l e s  comportanents après auto e t  xénopollinisaJciofi e s t  

maximale après 24 heures de croisement, nous avons étudié l a  d i s t r i bu t i on  des 

bases en fonction du sens de croiserrent e t  du génotype de l a  p lan te  po'lini- 

sée .  I l  semble également que l ' a u t o  e t  l a  xénopoll inisation révèlent  deux phé- 

nomènes opposés, cependant il nous e s t  irnpissible de conclure plus  mplement 

ca r  nous ne possédons actuellement aucune donnée su r  l e s  s t y l e s  vierges  T2U. 



F I G U R E  2 6  

D I S T R I B U T I O N  DES BASES A LONGUE 

CERAM 

C H A I N E  DANS L E S  MONOGLYCOSYL- 

I D E S  

A : $ 1 6 :  0 , t 1 7 : O  
B : d l 7  : 0 ,  t 7 b  : O 
C : d l 6  : 1 
D : d l b  : 0 ,  t 1 9  : O 
E : d l ? :  1 ,  t 1 E  : 1 
f : d 1 9 :  0 ,  t 2 0 :  O 
G : d 1 b :  7 
U : d20  : O 
7 : d 1 9 : 1  
J :  ? 
K : d l d :  2 ,  ? 
L : d 2 0 :  1 ,  ? 



II - BASES A LONGUE CHAIm ET MONOGLYCOSYLCERAMIDES 

Les r é s u l t a t s  obtenus sont repor tés  f igure  26 en fonction de l a  

nature s t y l a i r e  ou pol l in ique des e x t r a i t s ,  de l a  po l l i n i s a t i on  compatible ou 

incompatible des s t y l e s  W I ~ ~ K ,  e t  enf in  du génotype du s t y l e  poll ir i isé.  

La &par t i t ion  des bases au niveau des monoglycosylcéraaides e s t  

fondamentalement d i f f é r en t e  de c e l l e  qui a é t é  précédemment observée chez l e s  

céramides. En e f f e t ,  s i  ces céramides é t a i e n t  ca rac té r i sés  par l e s  groupes B 

(heptadécasphinganine, hydroxysphinganine) ; C (héxadécasphingénlne) e t  E 

(heptadécas-phingénine, hydroxysphingénine), l e s  MGCer son t  remarqucibles p w  

ces mêmes groupes, B C e t  E, e t  l e s  f o r t e s  teneurs en bases du groupe C 

(sphingosine ou sphingénine ) . 

Les pol lens  se ca r ac t é r i s en t  i c i  encore par  une r ichesse  r e l a t i ve  

en heptadécasphinganine , 5ydroxysphingosine (groupe 8) e t  en heptad6casphingé- 

nine ,  hydroxysphingenine (groupe E) .  La sphingénine (groupe G )  quoique abon- 

dante dans l e s  pollens (57 % environ) ,  caractérise davantage l e s  s t y l e s  ( 80  %) . 
Il nous a paru i n t é r e s s m t  d 'analyser l ' évo lu t ion  de ces grouses 

B C E G en fonction de l a  po l l i n i s a t i on .  

1 - Distribution en fonction du  temps e t  du mode de potliin~isation : 

a )  l a  xénopol l in isa t i  on. E l l e  a f f ec t e  naturellement l e  p r o f i l  de d i  stribut.ion 

des bases,  pa r  rapport  à ce lu i  des s t y l e s  vierges.  Comme au niveau des céra- 

mides, l a  période 0-8 heures e s t  marquée par  l 'augmentation des bases de type 

pol l in ique (groupes B e t  C en p a r t i c u l i e r )  e t  par une diminution des bases de 

type s t y l a i r e  (groupe G)  . 
 près 24 heures de po l l i n i s a t i on ,  il y a inversion des p r o f i l s  de d i s t r i bu t i on  : 

l a  ba i sse  des bases de type pol l in ique s e r a  compensée pa r  l'augmentation des 

au t res  bases de type s t y l a i r e .  

Icz désaturat ion augmente progressi7sement, en e f f e t  l a  p e r t e  en sphingénine e s t  

compensée par  l 'augmentation des teneurs en hexadécaçphing6nine après 8 heures 

de croisement pu i s  inversement après 24 heures, l a  d iniaut ion de l'hexadéca- 

sphiagénine e s t  suivie  prtr l 'augnentation des teneurs en sgliingénine. 



TABLEAU 3 7  

EVOLUTION DES BASES A LONGUES CHAINES DES MONOGLYCOSYLCERAMI DES 

APRES POLL IN ISAT ION 

La ptremietre dLZche il%m7a Le deMn d u  va tua t ioa  powL lu p x o d e  0-8 h e m u  
k!a beconde d&èche lu heptésente au couttis de h pikiode 8-24 hem-u.  
l e  aigle x cottrtupond à lu xénopoUinh%uXon 
& aigle + comupofid à l 'aLLtopoU'da;tion 

XENOPOLLINISATION 

W166K.T2U 

AUTOPOLLI NISATION 
W166K.Wl66K 

COMPARAISON A 8 H 
ENTRE AUTO 

ET XENOPOLLINISATION 

COMPARAISON A 24 H 
ENTRE AUTO 

ET XENOPOLLINISATION 

- Schéma hypoX.hZfiyue d a  c i i v m u  i n d u c a o ~  rnHaboficju~ 
. . 

7 

Oh 8 h 24. h .:.:.:::.:.:*:.;>;...;.~.;.:.;-;.;.:.;.;.;...*.-.; .~...~...~.~...~.......*.*.~...~.~....-..*.~...~...~.~...*.*...~- ~t.t.ttttttttttt ETAT 2 p~:.:.:.;.:.~.:.:.:.:.:-:.:~:.>;.:.:.:.:.:.:.:.s:.:.:~:.t~:.:.:.~:~:~:I:i+:~:~::~:. 
I 
I 

ETAT 1' 
I 
l 

! .i ! 

ins taIldion d u n  rn6Labolisme de t i pe  si-ylaire 
installation d'un métabolisme de type skylaire rriidifié 

El installation d'un métabolisme de type pollinique ' 

A 

DEGRE DE 

SATUPAT 1 ON 

/ 

-f 
+<x  

-)-< X 

BASES DE TYPE 
STYLAIRE 

d 1 8 : l  

\/' 

f 

+ > X  

-0-< x 

BASES DE TYPE POLLINIQUE 

d 1 7 : O  
t 1 8 : O  

/ \  

\ 

+<>(' 

+>X 

d 1 6 : l  

/'\ 

/ \ 4  

-f.<x . 

+ s x  



b) 1 'eutopol . l in isa t ion.  E l le  en t ra îne  l e s  mêmes var ia t ions  que l a  xénopolli- 

n i sa t ion .  Cependant, au  niveau de; bases mineures des groupes A D E e t  F 

nous a s s i s t ons ,  l à  où il y a diminution des teneurs poix un mode de po l l in i sa -  

t i o n ,  a une augmentation pour l ' a u t r e  e t  inversement. Les var ia t ions  relevées 

dans l e  cas des groupes B C e t  G s ' e f f ec tuen t  dans l e  même sens a i n s i  que 

nous pouvons l e  consta ter  dans l e  tableau 37a. 

Dans l a  première p a r t i e  du tab leau  nous avons reporté l e  sens des var ia t ions  

pour chacun des  4 paramètres re tenus ,  l a  première f lèche correspond à l a  pé- 

r iode 0-8 heures,  l a  seconde à l a  période 8-24 heures. Dans l a  seconde p a r t i e  

du tableau,  nous avons repor té  après 8 e t  24 heures dz croisement, l e s  domi- 

nances des p o l l i n i s a t i o n s  l 'une p a r  rapport  à l ' a u t r e ,  l ' au topol l in i sa t ion  

é t an t  représentée par  l e  s i g l e  + e t  l a  xénopoll inisation par  l e  s i g l e  x .  . . 

Nous constatons que l e s  var ia t ions  ont  l i e u  qcali tat ivement d m s  l e  même sens 

mais qu ' e l l e s  ne présentent  pas l a  m ê ~ e  i c t e n s i t i .  Au bout de 8 heures de 

croisement, l e s  taux de hexadécasphingénine e t  de hydroxysphinganine mg- 

mentent plus v i t e  en xénopoll iniçation qu'en autopol l in i  satiori . De même, l a  

pe r t e  de sphinganine e s t  p lus  importante en xénopoll inisation.  

La xénopoll inisation a t t e i n t  p lus  rapidement l ' é t a t  de métabolisme de type 

pol l in ique,  e l l e  l e  q u i t t e  d ' a i l l e u r s  également plus rapidement que l 'auto-  

po l l i n i s a t i on  pour retrouver l ' é t a t  métabolique intermédiaire de type st:jlai- 

r e .  C 'es t  ce que nous avons essayé de schématiser tableau 37b. 

2 - Estr ibut ion en fonction du génotype : 

Les p r o f i l s  de d i s t r i bu t i on  des bases ,  en fonction de l a  po l l i n i s a t i on  (com- 

p a t i b l e  ou incompatible) e t  en fonct ion 6u génotype ( ~ 1 6 6 ~  ou T ~ U )  du s t y l e  

p o l l i n i s é  son t  senïblables à une exception p r è s ,  l e  groupe A,soit  l'hexadéca- 

sphinganine e t  1'hYdroxyheptad6casphinganine. 



F I G U R E  2 7  
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A : d l 6  : 0 ,  it17 : O 
8 : d l 7  : 0 ,  it18 : O 
C : d l 6  : 1 
D : d l 8  : 0 ,  219  : O 
E : d l 7  : 1 ,  i t l b  : 1 
F : d 1 9 :  0 ,  i t 2 0 :  O 
G : d l 8  : 1 
U : d20 : O 
1 : d 1 9 :  1 
J : ?  
K : d 1 8 : 2 ,  ? 
L :  d 2 0 : 1 ,  ? 

Styles TZU.W166K, 24 h. 



III - MSES A LONGUE CUINE ET DIGLYCOSYLCERAMIGES 
1 

k s  r é s u l t a t s  concernant l a  d i s t r i b u t i o n  des bases dans l e s  DGCer 

sont r epor t& f i g u r e  2 7  en fonct ion : 

- de l a  na tu re  s t y l a i r e  ou po l l in ique  des e x t r a i t s  ; 

- de l a  durée de l a  p o l l i n i s a t i o n  compatible ou incompa.tible ; 

- e t  du génotype du s t y l e  p o l l i n i s g .  

1 - Distribxtion au niveau des pollens e t  des s t y l e s  : 

Les DGCer des s t y l e s  v ierges  ~ 1 6 6 ~  son t  ca rac té r i sés  pa r  l e u r  r ichesse  en 

bases appar tenmt  aux groupes : 

- D : sphinganine , hydro~conadécasphiriganine ; 

- E : heptadécasphingénine , hydroxy sphingénine ; 

- G : sphingénine. 

Les DKer des  pol lens  T2U e t  ~ 1 6 6 ~  s 'é lo ignent  des s t y l e s  v ie rges  par l a  ns?- 

t u r e  e t  p u  l e s  teneurs  élevées en bases des groupes : 

- B : heptadécasphingrnine, hydroxysphinganine ; 

- C : hexadécasphingénine ; 

- F : nona,décasphingznine, hydroxyei CO sasphinganine. 

Nous envisagerons donc l ' é v o l u t i o n  de l a  d i s t r i b u t i o n  de ces groupes de bases 

en fonction du temps e t  du type de croisement. 
t. 

2 - DistKDution en fonction. du temps e t  du mode ds pollirzisa-Lion : 

a )  l a  xénopol l in isa t ion , en t ra îne  l a  diminution des bases appartenant a u  gr01.1- 

pes D E e t  G qu'en ra i son  de l e u r  importance dans l e  s t y l e  nous avons qua l i f i é s  

de s t y l a i r e s  e t  l f a W e n l a t i o n  concomitante des teneurs eii bases des groupes 

E C e t  F q u ~ t l i f i é s  de "poll iniques".  Ce p r o f i l  déjà n e t  dès l a  hui'~i2me heure 

de croisement, s 'accefitue encore après 21i heures. 



TABLEAU 3 8  

E V O L U T I G N  DES BASES A  LONGUES C H A I N E S  DES DIGLYCOSYLCERAMIDES 

APRES P O L L I N I S A T I O N S  

A - C b s i ~ i c a A i o n  dea baea ex /~ché ,m d'évo&uXan 

La perniae @èche ilXub&e l e  ~ Q I G  de6 v-0~ pom la phiode 0-8 hewrerj 
&a sec=inde dlèche Len clepclbente au ccrm de lu p S t i o d e  6 -24  heuhen. 
l e  s ig le  x cotrtrenpond à la x&nopo&ninaA;ion 
l e  aigle + cotrhenponci ù Ltau;topoUinindon 

8 - schéma hypo;thC%ique d e n  d i v e k - l u  induc;tio~n rnéabofiquu 

- 

XENOPOLLINISATION 
W166K.TZU 

2 

BASES DE TYPE STYLAIRE BASES DE TYPE POLLINIQUE 

d l 8  : 1 

'A 
t 1 9  : : O O 

\\ 

d l 9  : O 
t20 : O 

/'/ 

d l 7  : O 
t 1 8  : O 

/ 

t18  : 1 

\\ 

d l 6  : 1 

f /' 

f- > X 

+ < x 

\\ 
. 
f > X  

-k > )( 

/ 

+ > X 

+ e x  

1 Au":; :',:L::6::"" 

+ > X  

+ <x 

\/ / \/ 
COMPARAISON A 8 H 

ENTRE AUTO 
ET XENOPOLLJNISATION 

COMPARAISON A 24 H 
ENTRE AUTO 

ET XNOPOLLINISATION 

$-<X 

5 >x 

+<x. 

+ >x 
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bb& "i! 

F G H  I 

A : d 1 6 :  0 ,  X I ? :  O 
8 : d 7 7 :  0 ,  Xi8 : O 
C : d l 6  : 1 
V : d l 8  : 0 ,  XI9 : O 
E : d l 7  : 1 ,  f l b  : 1 
F : d 1 9 :  0 ,  X 2 0 :  O 
G : d 7 6 :  1 
H : d20 : O 
7 : d 1 9 :  1 
S : ?  i 

K : d 7 8 :  2 ,  ? 
L : d 2 0 :  1, ? 



b )  l ' a u t o p o l l i n i s a t i o n ,  comme l a  xénopol i in isa t ion ,  e s t  s u i v i e  après 8 heures 

de croisement p e r  l ' i n s t a l l a t i o n  p r ~ f ' i l  d i t  "poll inique".  Cependant, 

après 24 heures ,  une inver s ion  s e  manifeste e t  un nouveau p r o f i l  de type 

" s t y l a i r e "  se  développe. 

Nous avons donc résumé dans l e  t ab leau  38a,b ces  deux comportements compa- 

t i b l e  e t  incompatible, avec l e s  mêmes s p é c i f i c a t i o n s  que page 93 en ce q u i  

concerne l a  s i g n i f i c a t i o n  des f l è c h e s  e t  des s i g l e s .  Ains i ,  l a  xénopoll inisa-  

t i o n  e t  l ' a u t o p o l l i n i s a t i o n  tendent  t o u t e s  deux v e r s  un é t a t  de type p o l l i n i -  

que. L ' au topo l l in i sa t ion  y p a r v i e n t  p l u s  v i t e  que ].a xénopol l in isa t ion  conune 

l e  montrent, après  8 heures de croisement, l e s  t eneurs  p l u s  é levées  en bases  

des groupes B C e t  F e t  p lus  f a i b l e s  en bases  des groupes E e t  G. Au bout de 

24 heures ,  l a  xénopo l l in i sa t ion  p résen te  des t aux  toujours  é levés  eii bases  

de type  "pol l in ique" ,  iden t iques  2 ceux obtenus après  8 heures 6% c r o i s e m e ~ t  

incompatible . Au c o n t r a i r e ,  1' au topo l l in i sa t ion  entrayne un r e tour  vers bn 

é t a t  de type s t y l a i r e .  Ce son t  ces d i f férences  de comporierrirni que nous avons 

essayé de schématiser  dans le tab leau  38b. 

3 - Distributim en fonction d~ génoiype : 

Bien que nous ne pu i s s ions  pas a l l e r  au-delà des r é s u l t a t s  obtenus en fonc- 

t i o n  du mode de croisement (compatible ou non) e t  du génotyye du s t y l e  p o l l i -  

n i s é  ( ~ 1 6 6 ~  ou T ~ U )  , puisque nous n'avons pu analyser  l e s  s t y l e s  vierges T2U, 

cependant il e s t  p o s s i b l e  de sou l igner  l ' i d e n t i t é  de l a  r é p a r t i t i o n  des bases  

dans l e s  groupes A 3 C D e t  E en fonct ion  de l a  p o l l i n i s a t i o n ,  a i n s i  que l ' o p -  

posi+,ion e n t r e  Les deux types de p o l l i n i s a t i o n  i l l u s t r é e  p a r  l e s  bases des 

groupes F G e t  H .  

I V  - BASES A LOWGUE CHAINE ET TRTGLYCOSYLCEIIAMIDES 

Ies r é s u l t a t s  concernant l a  d i s t r i b u t i o z  des bvves dans l e s  ITGCer 

sont  r epor tés  f i g u r e  28 en fonc t ion  i c i  a u s s i  de l ' o r i g i n e  po l l in ique  ou 

s t y l a i r e  des e x t r a i t s ,  de i a  p o l l i n i s a t i o n  compatible ou inuonipatible de 

l a  durée du croisement ainsi .  que du génotype du s t y l e  p o l l i n i s 6 .  



FIGURE 2 9  
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1 - Distributton au niveau des poî Zens e t  des s ty les  vierges : 

Les p r o f i l s  de r é p a r t i t i o n  des bases  dans l e s  TGCer des s t y l e s  v ierges  ~ 1 6 6 ~  

a i n s i  que des po l l ens  ~ 7 6 6 ~  e t  T2U, p résen ten t  de grandesressemblaxces Cepen- 

dant ,  l e s  e x t r a i t s  des s t y l e s  ~ 1 6 6 1 ~  s e  distiriguent des e x t r a i t s  po l l in iques  

par l e w  r i c h e s s e  en bases  appartenant  aux groupcs : 

Les pol lens  ~ 1 6 6 ~  e t  T2U sont  c a r a c t é r i s é s  p a r  l a  présence des bases du 

groupe B s o i t  1 'heptadécasphinganine e t  l 'hydroxysphinganine . De pl-us, l e  

po l l en  T2U apparaî"cga1emeiî.t r i c h e  .en nonadécasphingénine (gro~ipe  1). 

2 - Distribution en fonction du mode e t  du temps de poZZizisation : 

Dans l e  t ab leau  39 nous avons indiqné p a r  des f lèches  l e  sens des v a r i a t i c n s  

pour chaque groupe de bases  en fonct,ion de l e u r  prépondérance dans l e s  e x t r a i t s  

s t y l a i r e s  ou p o l l i n i q u e s .  Nous y a m n s  é g a l e m a t  repor té  l e s  résultcl,i;s de la, 

comparaison des deux p o l l i n i s a t i o n s  compatible ou incompatible, 1 'une par  

r appor t  à l ' a u t r e ,  après  8 e t  24 heures de cr0isemen.t. 

Dans l e  cas des TWer mais bien que c e l a  s o i t  moins n e t ,  nous a s s i s t ~ n s  dans 

un premier temps (0-8 heures)  au développement d ' m  p r o f i l  de type  "pol l in i -  

que" c a r a c t é r i s é  pa r  me diminution des bases de type s t y l a i r e .  Ce p r o f i l  

de type po l l in ique  e s t  relat ivement p lus  v i t e  i n s t a l l é  dans l e  cas de l ' a u t o -  

p o l l i n i s a t i o n .  

Dans l a  seconde période,  l ' a u t o p c l l i n i s a t i o n  e s t  ca rac té r i sée  p a r  l e  ren- 

versement de l a  s i t u a t i o n  précédente e t  pa r  l ' i n s t a l l a t i o n  d'un p r o f i l  de 

r é p a r t i t i o n  de type s t y l a i r e .  Ces f a i t s  sont  nettement p lus  f a i b l e s  en xéno- 

p o l l i n i s a t i o n .  



TABLEAU 39 

EVOLUTION DES B A S E S , A  LONGUES CHAINES DES TRIGLYCOSYLCERAMIDES 

APRES P O L L I N I S A T I O N S  

A - C L a s s i d i c a t i o n  des ba6es e t  dchémn d ' é v o t u t i o n  

1 
La pemiEke 6lèc.he &f ie  l e  seMa des v a h i d o m  pom &x p&ude 0-8 h e u t a  I 
la seconde @èche lu heptésente au c o w  de la péluode 8 - 2 4  heuha.  
Le s ig le  x cohtre,bpond h Ra x é n o p o ~ v c i n d o n  
Le s i g l s  + comapond à l1au/topoUinAatian 

t 

B - Schéma h y p o t h é t i q u e  d ~ n  d i v e t h e s  i n d u c t i o n s  mé tabo l iques  

BASES DE TYPE POLLINIQUE 

XENOPOLLINISATION 
W16SK.T2U 

AUTOPOLLINI SATION 

W166K.Wl66K 

COMPARAISON A 8 H 
. ENTRE AUTO 

ET XENOPOLLIhISATION 

COMPARAISON A 24 H 
ENTRE AUTO 

ET XENOPOLLINISA-(ION 
I 

dl7 : 0 
tlB : O 

// 

+ < 
-- 

+< X 

BASES DE TYPE STYLAIRE 

: O , 
t20 : O 

f /' 

/ \  
+ >x 

+ <X 

d l 8  : 1 

- - -  

f \ 

f\ 

' 'X 
+ >x 

d20 : 0 

\\ 

\ \ !  

-kcx 

+>x 

dl6 : 1 

l 

t18 : 1 

\ / l n  

\ \  
+>x 

+<x 

\ \  
+>x 

+<x 



3 -'Distribution en fonction du génotype : 

A l l excep t i cn  de quelques bases appartenant aux groupes A G e t  H ,  l'examen de 

l a  f igure  28 indique que l e  génotype du s t y l e  p o l l i n i s é  n ' influence pas 

l e s  rgponses des s t y l e s  que l le  que s o i t  l a  po l l i n i s a t i on  compatible ou incom- 

p a t i b l e  . 

V - BASES A LONGUE CHAINE ET TETfiAGLYCOSYLCERAMIDES 

L ' iden t i f i ca t ion  des bases à longue chaîne cons t i tu t ives  des ~ r ~ ~ e r  a posé 
' 

ce r t a in s  problèmes. En e f f e t ,  il e s t  apparu dans l e s  e x t r a i t s  poll iniques 

3 p i c s  nommés J K e t  L e t  correspondant à des aldéhydes caractér isés  Dar 

des temps de rgtent ion excessivement longs. 

Le premier p i c  J possèdai t  un temps de ré tent ion s ' a l i g n m t  parfaitement sur  

l a  d ro i t e  correspondant aux aldéhydes homologues sa tu rés  quand on porte l e  

logarithme de l e u r  temps de ré ten t ion  en fonction de l a  longueur de l a  chaîne. 

Ce p i c  co ïnc ida i t  avec un aldéhyde à 19 atomes de carbone, qui  ne peut dér iver  

que d'iule base en d21 : O ou t22  : O .   près oxydation par  l e  permanganate 

de potassium, un acide gras en C l 9  : O e s t  présent  sur  l e  chromatogrme. 

Le p i c  L correspond à un aldéhyde monoinsaturé provenant probablement de 

l 'éicosasphingénine.  

IR p i c  K correspondait à un aldéhyde caxactérisé pa r  une longueur de chaîne 

équivalente à 19,25 a-tomes de cwbone. Il ne s ' a l i g n a i t  n i  sur  l a  d ro i t e  re-  

l i m t  l e s  aldéhydes homologues sa tu rés ,  n i  sur c e l l e  r e l i a n t  l e s  aldéhydes 

homologues monoinsaturés. Il pouvait donc s ' a g i r  s o i t  : 

- d'un ald.éhyde d i insa turé  ; 

- d'un al6éhyde possédant un groupement méthyl branché. 



~ ~ r è s  oxydation par  l e  permanganate de potassium, il e s t  apparu sur l e s  chro- 

matogrammes un g i c  correspondant 2 l ' a c i d e  palmitolénique ( ~ 1 6  : 2 ) .  Le p i c  

pou r r a i t  provenir de l a  sphingadiénine. Cependant, comme nous ne possédons 

pas  de témoins :aldéhydes branchés, bases méthylérs ou acides g ras ,  nous ne 

pouvons pas avec ce r t i tude  i d e n t i f i e r  l e s  p ics  J e t  K .  L'identifica-t;ion de 

ces bases à longue chaîne n é c e s s i t e r a i t  l 'emploi de l a  spectrométrie fie masse 

e t  en infrarouge.  Nous ne pouvons donner, en ce qui concerne ces deux p l c s ,  

qu'un fa i sceau  d ' indicat ions  l e s  déterminant. Le p i c  J correspond probable- 

ment à une base à groupement i~lét'riyl branché, puisqu'aucuxie base de ty-pe 

d21 : O n ' a  é t é  mise en évidence ; l e  p i c  K correspond à l a  sphingadiénine 

non i d e n t i f i é e  à notre  connaissance chez l e s  vég6taux. 

Nous nous bornerons, en ce qu i  coccerne ces p i c s ,  à l e s  désigner par l e s  l e t -  

t r e s  J, K e t  L. 

2 - Distribution ax niveau des poZZens e t  des s ty les  vierges : 

Les r é s u l t a t s  concernant l a  r é p a r t i t i o n  des bases dans l e s  TrGCer sont repor- 

t é s  f igure  29 avec l e s  mêmes spéc i f ica t ions  que précédement.  Comme au 

niveau des T W e r , i l  e s t  également plus d i f f i c i l e  de ca r ac t é r i s e r  pollen ou 

s t y l e  par  un type de base. Cependant, de fo r tes  présomptions l a i s s e n t  pen- 

s e r  que l e s  bases correspondant aux groupes J K e t  1, sont esselltiellemerit 

de type pol l in ique ; l e s  s t y l e s  vierges  ~ 1 6 6 ~  é t a n t  eux ca rac té r i sés  par  

l e s  bases des groupes D, F,  G ,  H c 'est-à-dire par : t 

- l e s  sphinganine e t  hydroxynonadécasphinganine ( D )  ; 

- l e s  nonadécasphingrnine e t  hydroxyeicosasphingmine (P)  ; 

- l a ,  sphingénine ( G )  ; 

- e t  l 'e icosasphinganine ( H ) .  

3 - Distribution en fonction du mode e t  du temps de poZZinisation : 

D z ? s  l e  t ab leau  b n , b  , nous 8vons repor té  l e s  va r i a t i ons  de d i s t r ibu t ion  

des Sases indu i tes  par  l a  xéno e t  l ' au topol l in i sa t ion  ainsi  que l a  r e l a t i v i t é  

des aspects  q u a n t i t a t i f s  dans l e s  dzwr croisements. Les s i g l e s  u t i l i s é s  sont  

l e s  mgmes G e  précédemment. 



TABLEAU 40 

EVOLUTION DES BASES A LONGUES CHAINES DES TETRAGLYCOSYLCERAMIDES 

APRES POLLINISATIONS 

installation d'un inétabolisme de t p c  s l y  laire rriodif ié 

L 

BASES DE TYPE POLLINIQUE 

d16:O 
t17:O 

/ \ 

A 

. 

BASES DE TYPE STYLAIRE 

d17:O 
t18 : 0 

/ / 
d20 : .O 

--- 

\ E  

+ > .  

dl8 : 1 

- / xEN:;:::l::U1O~" 
AUTOPOLLINISATION 

H166K.Ul66K 

COMPARAISON A 8 H 
ENTRE AUTO 

ET XENOPOLLINISATION 
---- 

/ / 
$-<X 

J 

/ 

>X 
COMPARAISON A 24 H 

ENTRE AUTO 
ET XENOPOLLINISATION 

\ 
f>x  

t < x  

K 

/ / 
\ \  
. + e x  

L 

------ 

-/ 
/ 

+>X t>x  

/ 

+<X 

\ \  

+>% 

\: 
\ / \ \ \ :  

.>x 

A 

"r>X 7 + < x  f>x 



L'examen du tab leau  40a montre que 1 ' aut.opoll inisation e t  l a  xénopollinisa- 

t i o n  sont  su iv ies  de l a  d i spar i t ion  du p r o f i l  à caractère & t y l a i r e  de l a  

d i s t r i bu t i on  des bases à longue chaîne où l e s  groupes de bases D F G e t  H 

é t a i e n t  b ien  reprksentés.  Les deux po l l i n i s a t i ons  sont essentiel lement i l l u s -  

t r é e s  par  l ' i n s t a l l a t i o r ,  progressive su iv ie  de l 'acquis i - t ion en 24 heures 

d'un p r o f i l  de d i s t r i bu t i on  de type po l l in ique .  Ce comportement e s t  schéma- 

t i s é  dans l e  tableau 43b. 

V I  - CONCLUSION 

Ainsi ,  c e t t e  étude nous a permis un n e t  enrichissement de nos con- 

naissances s u  l a  cons t i tu t ion  des pol lens  e t  des s t y l e s  en gl.ycosphingoli- 

p ides .  Les poll-ens sont uniformément ca rac té r i sés  par  une r ichesse  en hepta- 

décasphingrnine e t  hydroxysphinga~ine (phytcsphingosine). Par contre,  l e s  

s t y l e s  ,d'une manière moins ccnstante ,sont caractér isés  par  l a  présence de 

sphingénine ( sphingosine ) . 

La po l l i n i s a t i on  (compatible e t  incompatible) entra îne  dans l e  s ty -  

l e  pol l i r i i sé  une v m i a t i o n  du p r o f i l  de r épa r t i t i on  des bases au niveau de 

chaque glycosphingolipide neutre.  D e  O à 8 heures, l a  d i s t r i bu t i on  des bases 

devient à carac tè re  pol l in iqu?*par  contre ,  de 8 à 24 heures, 1 'autopol l in i -  
7 

sa t ion  e t  l a  xénopollini.sation s 'é loignent  l ' une  de l ' a u t r e  p u  ce r ta ins  

caractères .  Ainsi ,  l e  p r o f i l  observé après 8 heures de xénopoll inisation 

s ' inverse  e t  présente à nouveau un p r o f i l  de type s t y l a i r e  chez l e s  Cer e t  

MGCer. L'autopol l in isa t ion de son côté s e r a  i l l u s t r é e  par  c e t t e  évolution 

( re tour  après 24 heures de croisement vers  l e  p r o f i l  de type s t y l a i r e )  au 

niveau des DCCer e t  TGCer. Chez l e s  TrGCer, xénopoll inisation e t  au%opollini- 

sa t ion  induisent  un p r o f i l  poll inique d i f f i c i l e  à dé f in i r  e t  l e  teaps  de croi-  

sement ne f a i t  qu'accentuer 1' i n s t a l l a t i o n  de ce p r o f i l .  

Corne pour l e s  acides gras ,  l a  d i s t r ibu t ion  des bases à longue . . - .  
chaîne dans l e s  d ivers  glycosphingclipides neutres évolue en deux phase9,b d k ç  

k.;. - * 
à : 



FIGURE 3 0  

SCHEMA HYPOTHETIQUE DE L 'EVOLUTION DES BASES A LONGUES CHAINES 

EN FONCTION DU TYPE DE P O L L I N I S A T I O N  
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ETAT 2 ~nstailation d'uri rnéLaix~itsme de type polliniqiie 



- l a  réponse rapide des précurseurs ( ~ e r  - M G C ~ ~ )  l o r s  de l a  po l l i n i s a t i on  ; 

- l a  réponse l e n t e  des DGCer e t  TGCer ; 

- au r e t a r d  métabolique des TrGCer. 

S i  on admet que l a  composition en bases à longue chaîne des dl e t  

t r ig lycosy lc~ramides  après 8 ou 24 heures de croisement e s t  représenta t ive  de 

c e l l e  des céramides, ces dern ie rs  é t an t  considérés comme l e u r  précurseur méta- 

bolique,  pendant une phase antér ieure  à 8 e t  24 heures,  il e s t  possible de sché- 

matiser  une fois de p lu s  1 '6volution du métabolisme des glycos?hingol5pides 

après auto e t  x6nopoll inisation.  Sur l a  f igure  30 sont  z-eportées 3 zones 

correspondant aux é t a t s  métaboliques à caractère  s t y l a i r e ,  pol l in ique ou- 

s t y l a i r e  modifié. Le comportement des glycosphingolipides neutres ,  aprss 

auto e t  xénopolli;lisation, comporte 3 phases : 

- une phase 1 au cours de l aque l le  e s t  indu i t  l e  passage d'un é t a t  métaboli- 

que de "type s t y l a i r e "  vers  un é t a t  métabolique de "type poll inique".  Cette 

induction e s t  p lus  précoce e t  rapide dans l e  cas de l ' au topol l in i sa t ion .  

- une phase 2 au  cours de l aque l le  s'opposent l e s  réponses à l ' a u t o  e t  à l a  

xénopol l in isa t ion.  3En e f f e t ,  contrairement à 1' i n s t a l l a t i o n  d'un rnétabolismr 

de type pol l in ique i ndu i t  par  l a  xénopoll inisation,  nous observons en auto- 

po l l i n i s a t i on  un re tour  vers  un rngtabolisme de type s t y l a i r e  probablement 

perturbé.  

- une phase 3 déf in ie  dans l e  cas de l a  xénopoll inisatioa par  un re tour  t a r -  

d i f  vers  un métabolisme de type s t y l a i r e  perturbé.  Quant à l ' au topol l in i sa -  

t i o n ,  t o u t  se  passe corne s i  il y a-c ait à nauveau induction 6'un raétabolisme 

de type pol l in ique.  

I l  convient de souligner que l e s  phases 1 e t  3 sont retrouvées dans 

l a  d i s t r i bu t i on  des acides gras  : 

- s o i t  pour l a  période 0-8 heuresY6volution identique de l a  r épa r t i t i on  des 
acides  gras daris l e  cas de l ' au topo l l i n i s a t i on  comme dans l e  cas de l a  xéno- 
po l l i n i s a t i on ,  aeec seulement des différences d'amplitude ; 

- s o i t  pour 24 heures, divergence e t  opposition eiitre l e 3  répar t i t ions indui tes  
par  l e s  deux types de po l l i n i s a t i on .  



L'analyse de l a  copule osidique a é t é  en t r ep r i s e  chez l e s  MGCer, 

DGCer, TGCer e t  TrGCer. Cependant, après avoir  dé f i n i  l e s  inodalités de l ' e x -  

t r a c t i o n  e t  de l ' i d e n t i f i c a t i o n  des constj-tuants de l a  copule osidique,  

s e u l s  l e s  r é s u l t a t s  c o n c e r n a t  l e s  mono e t  diglycosylcéramides seront  e q o -  

sés ci-après.  

1 - EXTRACTION ET IDErUTIFICATION DES CONSTITüA!JIS DE LA COPULE OSDIQUE 

L'analyse de ia copule osidiqu.e (.FOUSEET, 1975) a é t é  ef ïec tuge 

après  hydrolyse des glycosphingolipides e t  extra.ction des acides g ras  par  

l e  n-hexane,sur une paz t i e  a l iquo te  de l a  phase méthanolique. k s  oses l i b 6 -  

rés, a i n s i  que l e  témoin i n t e rne  de mésoinositol ,  sont  nié-khanolysés en tubes 

s c e l l é s  24 heures à 80°C ( f i che  technique no 14) .  Après dess icat ion du né- 

thanolysat  sous courant d 'azote  à 50°C, l e  rés idu  e s t  t r i f i u ~ ~ o a c é t y l é  à 

150°C pendant 5 minutes puis  chromatographié er, phase gazeilse seloi1 l e s  Cor i -  

d i t i o n s  suivantes : 

- appare i l  Varian aérograph, uodkle 2100 m & i  d'un détecteur  à ion i sa t ion  de 
f l m e  ; 

- colonne de verre  remplie d'OV 210 à 5 % sur  Varapot 30 ; 

- programmation de température en t r e  llO°C e t  210°C à rctison de I0c/minute ; 

- d é b i t  du gaz vecteur ( a zo t e )  7,5 ml/minute. 

II - BESULTATS DE L'AIIALYSE 

L'analyse de l a  copule osidique des glycosphingolipidcs neutres  

s ' e s t  révélée  in té ressan te  e t  nous ne pouvons que vivement r eg r e t t e r  l ' o b l i -  

ga t ion  d'envisager c e t t e  co:npcsition 2 un niveau s t r ic tement  analytique e t  

de p lus ,  en l a  réduisant  à l ' é t ude  des MGCer e t  DCCer. Le protocole hydrolyti-  

que re tenu,  l e s  nombreuses étapes pu r i f i c a t i on  qui  ont  2 cc jour fortenlent 

r édu i t  nos e x t r a i t s ,  a i n s i  que l a  f a i b l e  reprSsen ta t iv i t6  de ce r t a i n s  oses 



TABLEAU 41 

ANALYSE DE L A  COPULE O S I D I Q U E  DES DIGLYCOSYLCERAMIDES 
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F I G U R E  3 1  

COPULE O S I D I Q U E  DES D I G L Y C O S Y L C E R A M I D E S  

P ....* 
S t y l e s  W166K.W166K, 24 h. 

S t y l e s  W166K.T2U, 24 h. 
S t y l e s  T2U.T2U, 24 h. 

Lm] s*y&n T2U.(V166K, 24 h. 



dans l e s  copul'es en sont  responsables e t  ont rendu nos e x t r a i t s  indécelables 

par  l e  type d ' appare i l  que nous ~ o s s é d o n s .  Les r é s u l t a t s  de l 'analyse  sont 

consignés dans l e  tableau 41. 

1 - CopuZe osidique des monog~yco~y~cér&des : 

Sa composition après chromatographie en phase gazeuse appara?t comme t r è s  homo- 

gène, s e u l  l e  glucose e s t  i d e n t i f i é .  

 u uniformité de c e t t e  composition se retrouve dans l a  d i s t r i bu t i on  étudiée en 

fonction de l a  nature pol l in ique ou s t y l a i r e  des e x t r a i t s .  

Les MGCes représentent  environ 30 à 40 % des glycosphingolipides neutres to-  

taux séparés.  I ls  sont composés essentiel lement de glucose dans l e s  pol lens ,  

l e s  s t y l e s  v ie rges ,  auto e t  xénopoll inisés , indépendamment di: g jnotmc pol- 

l i n ique  u t i l i s é  l o r s  de l a  po l l i n i s a t i on  compatible e t  incompatible. 

2 - Copule osidique des diglycosylcéramides : 

Sa composition e s t  in té ressan te  ca r  t r è s  hétérogène a i n s i  qu'en témoigne l e  

tableau 41 . Quatre oses sont  i d e n t i f i é s  : glucose, mannose, rhamnose e t  

arabinose. Notons que l a  recherche d'osamines a é t 6  négative.  

La d i s t r i bu t i on  de ces oses dans l e s  d i f fé ren t s  e x t r a i t s  pol l in iques  e t  s ty -  

l a i r e s  e s t  analysée par  l a  compa.raison des chromatogrammes des e x t r a i t s  de . 

pol lens  e t  de s t y l e s  vierges  ~ 1 6 6 ~  d'une p a r t ,  e t  de c e l l e  des s t y l e s  vierges 

e t  des s t y l e s  po l l i n i s é s  d ' au t re  p a r t .  

a )  d i s t r i bu t i on  au niveau des pol lens  e t  des s t y l e s  vierges .  La comparaison 

des chromatogrammes des e x t r a i t s  de pollens e t  de s t y l e s  vierges  montre que 

ces e x t r a i t s  homogènes quali tat ivement par  l'omniappartenance des 4 oses 

p r éc i t é s ,  sont  nettenent hétirogènes quantitativement. ( f igure  31 ) . 
Ainsi ,  l e s  s t y l e s  vierges  ~ 1 6 6 ~  sont essentiel lement ca rac té r i s6s  par de 

fo r t e s  teneurs en glucose (91,63 %) e t  par. de f a ib l e s  teneurs en marlnose 



(4,96 %) , en pentose (arabinose : 1,5 %) e t  en méthyl-pentose (rhamnose : 

2 $). Les pol lens  renferment égalenent glucose, mannose, arabinose e t  r h m o s e  

mais i l s  d i f f è r e n t  e t  s ' é lo ignen t  nettement des s t y l e s  vierges  par l e s  teneurs 

en ces oses.  

Selon l e s  génotypes des pollens analysés, .  nous constatons que l e  pollen ~ 1 6 6 ~  

e s t  p lu s  r i che  en rhaunose (48 %) , en arabinose (38 %) que l e  pol len T2U (38 

e t  33 % respectivement) .  Ces deux pol lens  sont également pauvres en hexoses 

puisque l ' ana lyse  décèle 13,7 % de glucose e t  2,37 % de mannose pour l e  pol len 

~ 1 6 6 ~  e t  25,2 % de glucose e t  2,62 % de niannose pour l e  pol len T2U. 

Quantitativement, c e t t e  hétérogénéité s ' e s t  avérée in té ressan te  dans l a  com- 

paraison des pollens e t  des s t y l e s  vierges puisque sur  l a  base respective de 

l e u r s  compositions osidiques,  il devient pass ible  de d é f i n i r  pollens e t  s t y l e s  : 

l e s  premiers, par  l eu r  r ichesse  en diglycosylcéramides à pentose e t  niétllyl- 

pentose (arabinose,  rhamnose): l e s  seconds déf in i s  par  l e u r s  diglycosylcérami- 

des à hexoses (glucose,  mannose). 

Il nous a paru in té ressan t  de considérer l e  devenir de c e t t e  hétérogénéité 

au cours de l a  po l l i n i s a t i on  compatible e t  incompatible en comparant en par- 

t i c u l i e r ,  l a  var ia t ion  de c e t t e  composition osidiclue en fonction des s t y l e s  

auto e t  xénopoll inisés après 8 e t  24 heures de croisement. 

b) d i s t r i bu t i on  en fonction du mode e t  de l a  durée de l a  pollinisatio;.  Dms 

l e  tableau 42 , nous avons représenté l e s  var ia t ions  nées de l a  po l l in i sa -  

t i o n  en tenant  compte des r é s u l t a t s  de l 'analyse  des bases à longue chaîne 

qui présentent ,  avec l e s  r é s u l t a t s  de c e t t e  étude de l a  copule osidique chez 

l e s  pol lens  e t  l e s  s t y l e s  vierges ,  un pariLl6lisme frappant : l a  d i s t r ibu t ion  

des oses e s t  t r è s  d i f fé ren te  en e f f e t  selon l a  nature des e x t r a i t s ,  e t  permet 

d 'envisager une d i s t r i bu t i on  osidique à caractère pol l in ique e t  une dis t r ibu-  

t i o n  osidique à caractère  s t y l a i r e .  

Dans ce tableau,  l e  sens des var ia t ions  observées au cours de l t a u t o p o l l i n i -  

sa t ion  e t  de l a  x6nopoll inisation sont f léchées : l a  première f lèche repré- 

sentznt  l a  période de O à 8 heures,  l a  seconde ce l l e  de 8 à 24 heures. 
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TABLEAU 42 

La xénopol%r?cu%cn e s t  donc ca r ac t é r i s ée ,  de O à 8 heures, par  l'augmenta- 

t i o n  de l a  teneur en glucose q ~ i  s ' e f f ec tue  au détriment des teneurs des au- 

t r e s  oses e t  en p a r t i c u l i e r  de c e l l e  du mannose. Puis de 8 à 24 heures, ces 

p r o f i l s  vont s ' i nve r s e r  e t  l e s  teneurs en rhamnose, arabinose e t  mannose vont 

augmenter paral lèlement à l a  diminution des valeurs  du glucose qui perd en- 

v i ron 12 % de s a  valeur  i n i t i a l e .  

Po&&&,&m 

Autopol l in isa t ion 

Xénopoll inisat ion 

L1au&pofinincu%on, de son c3té ,  e s t  ca rec té r i sée  pa r  non seulement l 'aug- 

mentation de l a  teneur en glucose de O à 8 heures, mais auss i  par  c e l l e  du 

rhamnose. Par l a  s u i t e  de 8 à 24 heures, l ' i nvers ion  des p r o f i l s  de d i s t r i -  

bution e s t  essentiel lement marquée par l a  diminution des teneurs en glucose 

(20 %) e t  pa r  l 'accroissement concomitant des taux en rhamnose, arabinose e t  

mannose. 

k s  per tu rba t ions  inétaboliql~es qu i  accompagnent l a  r ~ o l l i n i s a t i o n  sont  a i n s i  

décelées dans l e  mgtabolisme osidique des dig7ycosylcéra3nides des s t y l e s  ; 

1' autopo l l in i sa t ion  ne d i f f è r e  de l a  xénopol l in isa t ion q-de par  1 'anpli tude 

de ces pe r tu rbs t ions  . 

Type pol len  

R h o d e  

Type akykkhe  

Rtta b i n o ~  e 

----------------------------.----------------------------- 
f 

Glucon e 

/ / \ / / \ \ /  
Man~oh e 



3 - Copule osidique des tri  e t  tétragiiycosyZcérarhides : 

 étude de l a  composition de l a  copule osidique de ces glycosphingolipides 

neutres  a également é t é  en t repr i se  ; glucose, rhamnose e t  arabinose sont iden- 

t i f i é s .  Mais à ce s tade de notre  expérimentation, l e s  e x t r a i t s  l ip idiques  d i s -  

ponibles s ' é t a i e n t  amenuisés e t  l ' ob ten t ion  de r é s u l t a t s  quantitativement ex- 

p l o i  t ab l e s  reposa i t  non plus  sur  1 ' u t i l i s a t i o n  Cies colonnes de type "standard" 

munies de détecteur  à ion i sa t ion  de flamme mais sur  c e l l e  de colonnes capi l -  

l a i r e s  à détecteur  à capture d ' é lec t rons .  

III - CONCLUSION 

Les diverses  techniques d'hydrolyse e t  de t r i f luoro-acétyla t ion du 

méthanolysat e t  de chromatographie en phase gazeuse permettent l ' é tude  des 

glycosphingolipides neutres  des e x t r a i t s  de pol lens  e t  de s t y l e s .  

Les r é s u l t a t s  de l ' ana lyse  des const i tuants  de l a  copule glucidique 

des mono e t  diglycosylcéramides sont  in té ressan ts  à considérer.  MGCer e t  

DGCer sont  nettement séparés.  

2 - MonogZycosy Zcérmides : 

Analytiquement, l e s  MGCer sont remarquables par l'homogénéité de la  consti tu-  

t i o n  de l e u r  copule ; un seu l  ose, l e  glucose, e s t  i d e n t i f i é  dans tous l e s  

chromatogrunmes. Ainsi l a  po l l i n i s a t i on  n ' i n t e rv i en t  pas dans ce t t e  composi- 

t i on .  O r ,  il n ' e s t  pas i n u t i l e  de rappeler que l ' au topo l l i n i s a t i on  e s t  suivie  

d'une diminution de l a  teneur en ces glycosphingolipides neutres  au niveau 

des s t y l e s  po l l i n i s é s  par  rappor t  aux s ty l e s  vierges  e t  que ces valeurs de- 

meurent également in fé r ieures  à c e l l e s  relevées après xénopoll inisation.  

L ' in te rpré ta t ion  de ce f a i t  e s t  dé l i c a t e .  Il  e s t  possible de suggérer que ces 

teneurs f a i b l e s  en autopol l in isa t ion peuvent ê t r e  l i é e s  s o i t  à l a  diciinution 

ou à l ' i n h i b i t i c n  des processus de synthèse, s o i t  au con t ra l rc ,  à l ' i n te rven-  

t i on  d f m  catabolisme a c t i f ,  lui-mêne d i r igé  par l ' a c t i v i t é  membranaire ou pa r  

l e  besoin énergétique du processus incompatible. 



2 - k s  dig  Zycosy Zc&ramides : 

L'analyse de l a  copule osidique de ces glycosphingolipides neutres met en 

évidence une n e t t e  hétérogénéité de l e u r  composition dans l e s  e x t r a i t s  de 

pollens e t  de s t y l e  S.  

Quatre oses sont i d e n t i f i é s  par  chromatographie en phase gazeuse : glucose, 

mannose, rhamnose e t  arabinose. Par c e t t e  composition, l e s  glycosphingolipides 

de Petunia sont proches de ceux de GZadioZus (CLARKE, HARRISON e t  KNOX, 1978) 

où arabinose, rhamnose e t  glucose ont é t é  détectés,mais qui  en d i f f è r en t  

par  l e u r s  teneurs en mannose. 

La c inét ique de l a  d i s t r i bu t i on  du glucose dans ces l i p ide s  e s t  quant i ta t ive-  

ment marquée par  l 'augmentation de s a  v i t e s se  e t  de son taux d'incorporation'. 

~ é c e l a b l e  après 8 heures de croisement, compatible e t  incompatible, e l l e  

semble s ' e f f ec tue r  au détriment du mannose principalement. Après 24 heures, 

une inversion des valeurs s ' e s t  opérée e t  du glucose en proportions non né- 

g l igeables  e s t  l i b é r é .  

Un second po in t  d o i t  ê t r e  souligné : l ' i n f luence  de l a  composition poll inique 

qui peut ê t r e  évoquée en considérant l ' évolut ion des teneurs en rhamnose en 

fonction des deux po l l i n i s a t i ons  [~166~.~166~1 e t  [T2U.T2U]. Dans l e  premier 

exemple, l ' au topo l l i n i s a t i on  ~ 1 6 6 ~ . ~ 1 6 6 ~  e s t  su iv ie  par l 'augmentation s igni-  

f i c a t i v e  e t  constante en c e t  ose. Dans l e  second exemple, c e t t e  évolution ne 

s e  retrouve pas. Compte tenu des profondes différences de composition en t re  

pollens e t  s t y l e s ,  il semble que l ' inéga le r ichesse  en rhamnose des deux pol- 

l ens  ( ~ 1 6 6 ~  : 46 % ; T2U : 39 %) s o i t  responsable du sens des var ia t ions  

de l a  copule osidique de O à 8 heures. 

Enfin, il convient de souligner l a  présence s i gn i f i c a t i ve  du mannose. On s a i t  

depuis longtemps q u ' i l  peut conférer aux molécules de glycolipides dans l e s -  

quel les  il e s t  in tégré ,  ce r ta ines  p ropr ié tés  de reconnaissance. Cet ose e s t  

d 'autant  p lus  in té ressan t  q u ' i l  e s t  reconnu comme c o n s t i t u m t  de l a  copule 

glucidique des glycoprotéines. I l  e s t  également proposé comme précurseur des 

oligosaccharides plus  longs. Lors des premières phases de l a  po l l in i sa t ion  

( O  à 8 heures) l a  f o r t e  e t  rapide iccorporation du glucose s ' e f fec tne  au 

détriment du mannose. I l  s e r a i t  t r è s  séduisant  de supposer que, par son évo- 

l u t i on  dans l e  processus de po l l i n i s a t i on  rédu i t  à 3 stades (reconnaissance 



du génotype pol l in ique,  t r a n s f e r t  de c e t t e  information e t  réponse), l e  man- 

nose représente une des molécules responsables sur  l e  s i t e  de reconnaissance, 

de l ' i d e n t i f i c a t i o n  ou du moins e s t  l a  première molécule touchée par l e  s i -  

gnal de reconnaissance de ce génotype ou de l a  ?résence pol l in ique.  
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D I S C U S S I O N  E T  C O N C L U S I O N  

Nos e s s a i s  d ' isolement,  de fractionnement e t  de cûssc tÊr isa t lon 

des glycosphingolipides neu t res  des e x t r a i t s  de po l l ens  e t  de s t y l e s  chez 

Petunia hybrida nous conduisent à des r é s u l t a t s  p o s i t i f s  sur l e  plan ana ly t i -  

que. Sur l e  p lan  physiologique, b ien  que l a  p lus  grande prudence s  'impose quznt 

à l ' i n t e r p r é t a t i o n  de ces  r é s u l t a t s  en fonct ion de l ' i ncompat ib i l i+6  gméto-  

phytique de fécondation,  il e s t  cependant évident que l e s  v a r i a t i o n s  quanti- 

t a t i v e s  e t  q u a l i t a t i v e s  re levées  dans l e s  s t r u c t u r e s  de ces l i p i d e s  semblent 

c o n s t i t u e r  vraisemblablement une première approche du processus de reconnais- 

sance du gène S d ' incompat ib i l i t é ,  pa r  l a  production d'un s l g n d ,  e t  ae l a  

t ransmission du s i g n a l  (ou de son information) dans l e s  s t y l e s .  I l  e s t  t o u t  

a u s s i  vraisemblable que ces  v a r i a t i o n s  correspondent à une expression molécu- 

l a i r e  des s t r u c t u r e s  memoranaires dont l e s  p ropr ié tés  physicochimiques e t  

électrophysiologiques va r ien t  en fonc%ion de l a  p o l l i n i s a t i o n .  

ASPECTS ANALYTT2UES 

Nous avons abordé successivement dans ce t r a v a i l ,  l ' ana lyse  des 

glycosphingolipides t o t a w ,  neu t res  to taux  e t  c e l l e s  de l e u r s  d i f f é r e n t e s  

c l a s s e s  ( ~ e r ,  MGCer, DGCer, TGCer e t  YrGCer) ; par l a  s u i t e ,  l ' é t u d e  des ac i -  

des g ras  ea fonction de la longueur de l e u r  chaîne, de l e u r  degré Cie s a t u r a t i o n ,  



TABLEAU 43  

RECAPITULATIF 



des  bases à longue chaîne e t  c e l l e  des copules osidiques a $ t é  envisagée a f i n  

de mieux coqrendre  l e u r  éventuelie pa r t i c ipa t i on  à l a  s t ruc ture  e t  à l ' a c t i v i -  

t é  membranaire au cours de l a  po l l i n i s a t i on  compatible e t  incompatible. 

I - BIOCHIFZE DES POLIXIJS ET DES STILES 

Cette étude s ' e s t  révélée in té ressan te  par p lus ieurs  aspects.  

Tout d'abord, e l l e  nous a permis de contribuer à l 'enrichissement de nos con- 

naissances su r  l a  biochimie des pollens en fonction de l eurs  ggnotypes res-  

p e c t i f s .  D'une manière générale,  l e s  pollens s  ' individual isent  riettement des 

s t y l e s  par  l eu r s  acides g ras  à chaîne longue C20 : 1 ,  C22 : 0, C23 : 1 ( ~ e r ) ,  

C20 : 0, C22 : 0, ~ 2 4  : O ( T ~ G C I ~ )  ou courte des MGCer, DCCer e t  T E e r  ( C  12 : 0 )  

e t  par  l a  nzture des bases à longue chaîne. 

L'analyse montre donc que l e s  glycosphingolipides cles pollens e t  

des  s t y l e s  d i f f è r en t  nettement par  l eur  composition en acides gras  e t  en bases 

à longue chaîne e t  (b ien qu'incomplète) dans l a  f r ac t i on  osidique ( t ab leau  

r é c a p i t u l a t i f  no 43) .  

Cette étude s ' e s t  révélée in té ressan te  également par  l a  56f in i t ion  

des principaux groupes de glycosphingolipides e x t r a i t s  non seulement des pol-  

l e n s  mais auss i  des s t y l e s  vierges ,  autopol l in isés  e t  xénopoll inisés.  

II - BIOCHIMIE DE LA POLLINISATION 

Les var ia t ions  quant i ta t ives  e t  qua l i t a t i ve s  observées sont en 

r e l a t i o n  avec l a  po l l i n i s a t i on  qui montre dans un premier temps (0-8 heures) 

une croissance des tubes pol l in iques ,  quel que s o i t  l e  type de réponse, pu i s  

(8-24 heures) une divergence ne t t e  entre  l a  réponse compatible e t  i n c c w a t i -  

b l e  . 
..... 

11 semble qu'un ensemble de f a i t s  s o i t  nettement e n  corrélation::)" 
5 2 

avec l a  croissmce des tü3es poll iniques en fonction d'une information regue ' 

pax l e s  s t y l e s .  Le sens des var ia t ions  observées es t  sch6mz;tisé dans l e  t a -  

b l e z ~  414. 



TABLEAU 44 

V A R I A T I O N S  Q U A N T I T A T I V E S  DES GLYCOSPHINGOLIPIDES 

TABLEAU 45 

ETUDE COMPARATIVE ENTRE AUTO E T  XENOPOLLINISATION 
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~énéra lement  , auto  e t  x é n ~ ~ o l l i n i s a t i o n  présentent  de grandes 

analogies dans l e s  ~ r e m i è r e s  heures de l a  p o l l i n i s a t i o n  (0-8 heiires) , e l l e s  

ne d i f f è r e n t  que par  l e u r s  teneurs en glycosphingolipides acides e t  en TrGCer 

après  24 h?ures. D u i s  l e  t ab leau  45, nous avons voulu i l l u s t r e r  schématique- 

ment l e s  aspects  q u a a t i t a t i f s  de l a  po l l i n i s a t i on .  Auto e t  xénopol l in isa t ion 

d i f f è r e n t  l ' une  de 1' a u t r e ,  essent ie l lement  par  l 'ampli tude des va r ia t ions  

de nature métabolique. Logiquement, ces d i f férences  re lèvent  d ' i n t e r r e l a t i o n s  

métaboliques. Par exemple, il e s t  poss ible  que l a  synthèse des d i ,  tri e t  

tétraglycosylcéramides s ' e f fec tue  à p a r t i r  des céraxides e t  des monoglycosyl- 

céramides ; cependant, il s ' e s t  avéré t r è s  d i f f i c i l e  de dé f i n i r  une or ienta-  

t i o n  générale.  

Il e s t  t en t an t  de rapprocher c e t t e  r é p a r t i t i o n  des glycosphingoli- 

pides après po l l i n i s a t i on  compatible e t  incompztible de c e l l e  des g lycol ip ides  

(au  sens l a rge  du terme) e t  des glycoprotéines des c e l l u l e s  normales ou non 

en croissance.  VICKER e t  CRITCHLEY ( i977) ont  montré que l a  croissance t i s s u -  

l a i r e  é t a i t  accompagnée d'une diminution des teneurs en glycolipides e t  d t m  

raccourcissement de l e u r s  chaînes polysaccharidiques. Parallèlement 5 ces f a i t s ,  

l e s  teneurs  en glycoprotéines a l l a i e n t  c ro i s san tes  a i n s i  que l a  longueur 

de l e u r s  chaînes osidiques.  

Ainsi ,  l e s  c e l l - d e s  en croissance sont  ca rac té r i sées  par  l a  dimi- 

nution de l e u r s  teneurs en glycosphingolipides dans un premier temps e t  pa r  

c e l l e  de l a  longueur de l e u r  chaîne polysaccharidique. Les s t y l e s  autopol l in i -  

sés  sont  p lu s  pauvres en Cer e t  MGCer e t  p lus  r i ches  en TGCer e t  TrGCer que 

l e s  s t y l e s  xénopoll inisés.  Leur é t a t  de croissance é t a n t  i n f é r i eu r  à ceux des 

s t y l e s  xénopoll inis6s,  c ec i  souligne l ' i n f l uence  des fac teurs  de croissance 

favor i san t  nettement l a  xénopoll inisat ion (en  au topo l l in i sa t ion ,  l a  croissance 

des tubes incompatible e s t  f a i b l e  mais non n u l l e ) .  

L'opposition constatée peut ê t r e  comprise t ou t  d 'abord par 1 ' i n f  lu-  

ence de d i f f é r e n t s  fac teurs  t e l l e  l ' auxine ,  sur  l e s  a c t i v i t é s  enzymatiques 

qui s e r a i en t  fortement stimulées dans l e  sens des syntlièses pour l e s  d i ,  t r i  

e t  t 6 t r ~ l y c o r y l c é r a m i d e s  en incorirpatibilitg. Par contre,  l'évol-u+uion des 

céramides e t  monoglycosylcéramides évoque en incompat ibi l i té ,  1 ' influence d 'm., 

catabol isne  a c t i f  ou/et  l ' absence d ' ac t iva t ion  des processus de synthèse. E l l e  



peut aus s i  ê t r e  comprise dans une seconde hypothèse, par  l a  t ranscr ipt ion 

d'un s i g n a l  entra înant  l e  r e t a r d  ou l ' i n h i b i t i o n  de ces mêmes systèmes. L'in- 

duction d'un métabolisme de ty-pe pol l in ique après xénopoll inisation e t  dans 

l e s  premiers s tades  de 1' au topol l in i sa t ion ,  e s t  parfaitement i l l u s t r é e  pax 

l e s  r é s u l t a t s  de l ' ana lyse  des bases à longue chaîne 06 ce métabolisme de 

type po l l in ique  e s t  p lus  ne t  ,que par  l e s  r é s u l t a t s  de l ' é t ude  des acides g ras  

Les v i t e s se s  d ' induction de ce métabolisme d i f f è r en t  en fenction 

du type de po l l i n i s a t i on  considéré.  Le maintien de ce métabolisme, ou son re-  

tour  vers un métabolisme de type s t y l a i r e  , e s t  également fonction d-u type de 

po l l i n i s a t i on .  Tout concourt à asmontrer que l ' au topo l l i n i s a t i on ,  incompatible 

avec l a  c r o i s s a c e  du tube po l l in ique  dans l e s  t i s s u s  s t y l a i r e s ,  e s t  a,daptée 

dans ses  s t ruc tu r e s  merrlbranaires à ne pas maintenir à longue échéance mk- 

tabolisme qu i  normalement a s su re r a i t  l a  croissance du tube pol l in ique.  

On s a i t  que chez Petunia hybr.ida, l a  réact ion d ' incompat ibi l i té  

s e  s i t u e  à mi-chemin en t r e  l e  s t i g m t e  e t  l ' ova i r e .  Ce qui implique qile l e  

tube pol l in ique incompatible possède un potent ie l ,  f a i b l e  mais r é e l ,  de c ro i s -  

sance e t  de synthèse. 

L'induction, quel le  que s o i t  l a  po l l i n i s a t i on ,  d'un mgtabolisme 

de type poli-inique qui ne s ' o r i en t e  que tardivement vers  un métabolisme à 

carac tè re  s t y l a i r e  ne peut s e  comprendre qu'en envisageant la réception pu i s  

l a  t ranscr ip t ion  d'un s igna l  de reconnaissance qui s e r a i t  "len-t" e t  i ndu i r a i t  

peu à peu en incompat ibi l i té ,  des perturbations dans l e  "complexe métabolique" 

r é g i  par  l ' a m i n e  s t y l a i r e .  Ce complexe e s t  également ec  r e l a t i on  avec l e s  

systèmes membranaires du s t y l e  autopol l in isé .  Il e s t  évident que ces s t ructu-  

r e s  membranaires par t i c ipen t  par  l ' évo lu t ion  de l eu r s  s t ruc tures  aux ~ iouve l les  

o r ien ta t ions  des a c t i v i t é s  enzymatiques régies  pa,r l ' auxine e t  à l a  lenteur  de 

l a  tra.r~smission du s igna l  qu ' e l l e s  ont reçues. 

Nous abordons a i n s i  un ensemble de f a i t s  qui  sont au centre de l a  

physiologie de l ' . incompatibil i té  e t  de c e l l e  des membranes que nous al lons 

essayer d'exposer succintement, âf in  de mieux comprendre l a  r6percussion d e s  

r é s u l t a t s  de l ' ana lyse  des glycosphingolipides neutres qui appwtiennent a,ux 

s t r u c t m e s  membranaires. 



PtlYSTOLUGiE DE L '  1NCUhPATIBTL1TE ET ACTIVITES 

M EMBRANAl RES 

11 e s t  c e r t a in  que l a  p lus  grande prudence s ' i q o s e  dans l ' i n t e r -  

p ré ta t ion  des r é s u l t a t s  de l ' ana lyse  de ces consti tuants membranaires d m s  l e s  

r e l a t i ons  avec l a  physiologie présentée par  l ' au topo l l i n i s a t i on ,  p u i s q u r i l s  

ne const i tuent  qu'une approche pré l imina i re .  

Nous savons (LINSWS, 1967 ; ROGGEN, 1967) que l a  physiologie 

de l ' i n c o q a t i 5 i l i t é  e s t  marquée par  l 1 e x a l t a A t i m  des besoins énergétiques, par  

des mofiitications de l a  permé&bilité membranaire à l l e a u ,  a u  i cns ,  aux subs-' 

t r a t s ,  par des per txrbat ions  au métabolisme protéique,  glucidique e t  1-ipidique 

qui conduisent l e s  t i s s u s  s t y l a i r e s  à un éta-t de di f fgrencia t ion t r s s  d i f fé -  

r e n t  de ce lu i  des s t y l e s  xénopoll inisés.  

En xénopoll inisation,  l a  biosynthèse e t  l a  c ro i ssmce  de l a  paroi  

du tube pol l in ique sont caractér isées  par l a  dominance des dépots de micro- 

f i b r i l l e s  de ce l lu lose  (c'est-%-ciire d1enchaînerr;ent d 'uni tés  glucose par  

des l i a i sons  glycosidiques B 1,4) par  rapport  aux autres  consti.tuants, dont l a  

cai lose  (formée d'enchaînement d 'un i tés  glucose par des l i a i sons  . g lycos id iq~es  

B 1,3). 

En au topol l in i sa t ion ,  par  contre,  il e s t  t r è s  anciennement é t ab l i  

qu 'e l l e  e s t  ca rac té r i sée  par  l ' i n h i b i t i o n  de l a  croissance du tube poll inique 

e t  par  un dépôt de cal lose  str ictement l o c a l i s é  dans s a  p a r t i e  apicale .  Cepen- 

dant ,  un abondant dépôt de glucose e t  de cal lose  e s t  observé e t  contribue à 

épa i s s l r  l e s  paro i s  du tube inhibé dans son élongation. 

La formztion de ce dépôt de cal lose  e s t  donc remarquable sur  l e  

p l =  biologique ( t e rne  f i n a l  de l a  réact ion) ;  e l l e  l ' e s t  également su r  l e  plan 

biochimique (terme f i n a l  de l a  dévia,tion du métabolisae glucidique e t  c?e 1'0- 

r i en t a t i on  de l a  biosynthèse de l a  paroi. d.u t ube ) .  

Ce &ernier aspect  e s t  in té ressan t  car on s a i t  que l a  synthèse de 

l a  cel lu lose  e t  c e l l e  de l a  cal lose  r6siiLtent de l1actlvi-l;6 des synthétases.  



Dans l e  cas de l a  ca l lose ,  s a  biosynthèse e s t  due à une B 1,3 glucane synthé- 

t a s e  qu i  peut fonctionner corne glucose (3 1,3 glucane t rans fé rase  à p a r t i r  

d'un nucléotide,  llUDP-glucose. Quant à l a  ce l lu lose ,  s a  biosynthèse r é su l t e  

de l ' a c t i v i t é  d'une B 1,4 glucane synthétase poss6dant également une a c t i v i t é  

de glucosyl t rans fé rase .  Ces deux enzymes sont donc comp6tit.ives pour l e  même 
2+ subs t r a t  e t  diversement act ivées  par  l e s  ions t e l  l e  V I  par  exemple qui,  à 

des concentrations fa ib les  st imuient l a  B 1 ,4  synthétase e t  2 c e t t e  même con- 

centra t ion r édu i t  de moitié l ' a c t i v i t é  de l a  B 1,3 synthétase. Leurs a c t i v i t é s  

sont d ' au t r e  p a r t  stimulées par  l e  g lycérol ,  cependant que l e  glucose, 1.e 

cel lobiose  e t  l ' é l éva t i on  du pH (7,2 - 8,5) augmentent l a  formation de G 1,4 

glucanes (TSAI e t  HASSID, 1971). 

1 - VARIATION DE LA COMPOSITION EN OSES ET RELATIOTJS AVEC L1TNT3UCTIOiV DE ?SI 

SYNTHESE DES BOUCHONS DE CALLOSE 

Sans p a r l e r  des réact ions  de reconnaissance où l e s  chaînes poly- 

saccharidiques jouent un rô l e  prépondérant, il semble, bien que nos r é s u l t a t s  

soient  fragmentaires,  que l a  s t r uc tu r e  des c h a h e s  osidiques des glycospbin- 

gol ipides  e s t  influencée par  l a  po l l i n i s a t i on .  

A u  niveau des glycosphingolipides neutres ,  il semble que l ' on  

a s s i s t e  de O à 8 heures de croisement à l ' a c t i v a t i o n  des glycosyltransférases 

condilisant à une augmentation de l ' incorpora t ion  du glucose dans ces l i p i d e s .  

Cette observation pour ra î t  ê t r e  ra t tachée à un processus de régulat ion des 

s t ruc tures  e t  des a c t i v i t é s  nembranalres par l e s  hormones du s tyle-e t  notam- 

ment l ' a c i d e  B indolyl  acétique (A~A)-qui contrôlent  l e s  a c t i v i t é s  e n z p a t i -  

ques e t  en p a r t i c u l i e r  c e l l e s  qui oeuvrent à l ' é l abora t ion  des const i tuants  

de l a  matrice des paro i s  e t  notamment du tube poll inique.  

Un raisonnement analogue p s u r r a î t  ê t r e  avancé pour expliquer l e s  

f a i t s  observés au cours du second s tade de l a  po l l i n i s a t i on .  Gn a s s i s t e ,  sen- 

b le - t - i l ,  de 8 à 24 heures, à l a  dégradation de ces mêmes molécules, proces- 

sus qui  e n t r a î n e r a i t  l a  l i bé r a t i on  d 'un i tés  glucosidiques. Dans c e t t e  hypo- 

thèse,  l a  rupture des l i a i sons  B 1,4 dans l e  cas du glucose, r é s u l t e  de l ' a c -  

t i v i t é  de B 1,4 g1ucana.se ( l a  dégradation de l e  cal lose  des parois  e s t  dûe à 

l ' a c t i v i t é  de B1,3 glucanases).  Ces enzymes ?ont exogènes au;.: membranes e t  



l a  p lupa r t  des auteurs s 'accordent pour l e s  l o c a l i s e r  dans l e s  parois  OU 

l e u r s  a c t i v i t é s  sont responsables de l a  réduction du t aux  en glucanes. Les 

B1,3 glucanases agissent  essent ie l lement  sur l e s  glucanes neutres e t  l e s  glu- 

curono-arabino-xylanes. E l l e s  sont  ac t ivées  par  l e s  hornzones du s t y l e  e t  no- 

t m e n t  par  l T A I A  e t  vont a i n s i  modifier l a  mtjtrice en l ibéra i l t  l e s  consti-  

tuan t s  de l a  pa ro i  e t  favoriser l ' e x t e n s i b i l i t é .  

L' au topo l l~ in i sa t ion  e s t  ca rac té r i sée  h i  s tologiquement pa r  un i m -  

por tan t  dépôt de ca l lose ,  dont l a  biosynthèse repose sur l 1 a c t V i v i t é  des glu- 

canes-hydrolases  réparant l e s  matériaux, mais auss i  de c e l l e  des glucannes 

syntnétases-transférases qui assurent  1' incorporation dans une nouvelle matrice 

par enchaînement B I  , 3  c a r ac t é r i s t i que  de ce pclyoside.  C ' e s t  donc paz I1zc-l;i- 

vat ion des B1,3 glucanne-trar_sféiases que l e  métabolisme glucidique acquier t  

son ca rac tè re  p a r t i c u l i e r  en au topo l l in i sa t ion .  Par  contre ,  en xéropolï inise--  

t i o n ,  l e  ~ é t a b o l i s m e  glucidique conduisant à une croissance du tube po l l in ique  

reposera  sur l ' a c t i v a t i o n  cies B I  , 4  glycosyl-transférases.  Ces dela  enzynes 

coexis tent  dans l a  membrane e t  l eu r s  a c t i v i t é s  sont  nettement stimulées pr 

I ' A I A .  

~ r â c e  aux grands progrès techniques, t e l s  l a  prépcrdtion des  mem- 

branes,  l ' u t i l i s a t i o n  du marquage isotopique,  l e  contrôle de l a  pureté des 

membranes e t  de l a  l oca l i s a t i on  des c o n s t i t u m t s  membranaires, il a é t é  poss i -  

b l e  de d é f i n i r  l a  par t , ic ipat ion de deux systèmes : 1 'un vivant  e t  a c t i f ,  l ' e n -  

semble des membranes c e l l u l a i r e s  ; 1 'au t re  bien moins i n e r t e  e t  pass i f  que ne 

l e  l a i s s e r a i t  supposer l a  r i g i d i t é  de s a  s t r uc tu r e ,  l a  pa ro i .  

Ainsi ,  BRETT e t  NORTHCOTE (1975) ont montré que l e s  oligosaccha- 

r i de s  l i é s  aux proté ines  ou aux l i p i d e s ,  peuvent ê t r e  considérés comme des in- 

termédiaires de 12. biosynthèse des $-glucanes. Les f r a c t i ons  meni'or'anaires des 

Pois  r i che s  en dictyosomes, préparées sans f i x a t e m  chimique sont ,  après incu- 

bat ion avec des c e l l u l a se s ,  hornogénéis~tion e t  fractionnement en gradient  de 

dens i t é ,  contrôlées en microscopie é lec t ronique.  Ces f r a c t i ons  mzmbranaires 

incorporent  activement 1'UDP-glucose dans des g lycol ip ides  insoïubles dans 

l ' e a u  ; des oligouacchwides l i é s  à mie protéine son t  également syi~tkrét isés.  

BF?i3TT e t  NORTSCGTE ont constat.6 que l a  synthèse des B-glucannes 

e s t  ca ta lysée  par  des enzymes l i é e s  aux membranes qui. u t i l i s e n t  1'UDP-gïuccse 



FIGURE 32 

REPRESENTATION SCHEMATIQUE DES DEUX SITES D'ACTION POSSIBLE 

DE L'AUXINE AU NIVEAU DE LA PAROI CELLULAIRE 

Le ~ L t e  i3 com~~hpond à l l a ~ u n  dihecze de l 'auxine au niveau de & pmoi 
( l 'aüx ine  ~~~ en hynetgie avec L u  enzymes) ou au niveau de k k  membhane 
(L 'auxhe  a d d e c X u d  le6 phophié2é~ de pmniéabilité) . 
Le A cutrh~pund à l ' u c t i o n  indi,tecte de l 'auxine aufi l e  mé;taboLhme -- 
cy~upPan'ii~~ce ( & @ A U & ~  indinectemenA: d e ~  chmyemenz2 inA:efivenun au niveau 
de p a t o i  c e f i m e )  . 



e t  l e  GDP-glucose comme subs t r a t s .  Le premier nucléot ide  e s t  incorporg dans 

l e s  @1,3 glucannes e t  l e s  81,4 glueaiines ; l e  second, uiziquernent dans l e s  

@1,4  glucannes. Le con-trôle de l a  d i s t r i bu t i on  de l a  r ad ioac t i v i t é  montre que 

10 $ de c e t t e  r ad ioac t i v i t é  s e  retrouvent dans l e s  membranes, WI: s eu l  ose 

e s t  r ad ioac t i f  : l e  glucose. 

Dans l e s  f r a c t i ons  l i p id iques ,  l a  r ad ioac t i v i t é  observée dms  l e s  

g lycol ip ides  r,ppa-rtient essent ie l lement  aux stéroyl-glycosides e t  aux poly- 

isoprenoide-phos~hate-glycosides . Les oses s e r a i en t  l i e s  aux l i p i d e s  par 

des l i a i s o n s  phosphates. DZQS l e s  f r a c t i ons  oligosaccharid<ques, l a  radioa,cti- 

v i t 6  re levée  dans des polyglucannes (encnaînements 8 1,3 e t  8 1 , 4 )  ne donnent 

après  hydrolyse que du larninaribiose (8 1,3). 

L 'ac t i v i t é  glucosyl-synthétase n ' e s t  pas associge à une seule  

f r a c t i on  x~embranaire mais a m  dictyosomes, niitochondries , e t  au rst iculum 

endoplasnique (vés icules  l i s s e s ) ,  ce qui l a i s s e  penser que l e s  pc t i v i t é s  

i d e n t i f i g e s  str lcteinent  dans l e s  vés icu les  golgiennes corï-espocdent 2 une au- 

t r e  enzyme. Dans l e  cas de l a  c a l l o se ,  s a  synthèse semble loca l i sée  2 l a  a 7 x -  

f ace  cel . lulaire . 

D e  p l l x ,  l e  nodèle proposé pzr B~~DURSRI e t  PTSKORNIK permet de 

l o c a l i s e r  en deux s i t e s ,  l ' u n  p a r i é t a l ,  l ' a u t r e  membranaire, l a  synthèsz des 

consti tuants de l a  pa ro i .  Cette synthsse e s t  contrÔl6e par  1 ' A I A  ( f igure  32 

Dans l e  s i t e  p a r i é t a l ,  l e s  f a c t eu r s  endogènes de croissance (UGP-glucose e t  

acide ascorbique-oxydase) sont  l oca l i s é s  su r  l e s  pa ro i s .  Pour l e  s i t e  mem- 

brana i re ,  l e s  fac teurs  endogènes sont  s i t u6s  dans l e  piasmalemme e t  d m s  l e s  

organelles qui  l u i  sont  as sociées (plasnalernmosor~es, corps rnultiv6siciilai r e s  

e t  vés icules  golgiennes).  Il e s t  généralement admis que l e  plasnalemme s e r a i t  

directement responsable de l a  synthèse des mi c r o f i b r i l l e s  de ce l lu lose .  Les 

plas~al~mmoscmes sont  hétérogènes e t  souvent accompagnées d ' invaginations non 

s t ruc tu rées  ( f o s s e t t e s )  à r ô l e  séc ré teur  (FITIET, 1971). Les plasmalemmosomes 

formges 2 p a r t i r  s o i t  du rét iculum rndoplasnLqve 2 un seu l  f e u i l l e t ,  s o i t  du 

f e u i l l e t  externe de l a  membrane nuc léa i re ,  s o i t  des deux Yetiillets nuclC:aires, 

peuvent Z t re  consi66rées corne des orgarielles directement engagces da.12~ l..''i.-: 

laborat ion des parois  squelet t iqi ies . Leurs enzymes assurerajer!t 12. polyi-&risa-i' - +- 

t i o n  de: c o n s t i t l ~ a î t s  de 1-a fu tu re  -parci e t  peut  ê t r e  mZne l a  sécrét ion Ce 

ses  précurseurs.  



Cet exposé peut  p a r a î t r e  assez long,  mais il nous a pa ru  importarit 

de r appe le r  ces  mul t ip les  acquis i t ior ls  ca r  l e u r  i n t é r ê t  r é s i d e  finalement 

dans l e s  r e l a t i o n s  A I R  - membranes v ivan tes ,  e t  dans l e  c i r c u i t  de r6g.ll-ation 

qui  appara?t dans ces s t r u c t u r e s .  Nous ne poiivons que l e s  rgsumer i c i .  

L ' A I A  modifie l a  p ress ion  osmoti que e t  augmente l e s  e n t r é e s  en eau 

e t  pa r  l à  l a turgescence ce l . lu le i re .  E l l e  v a  donc con t rô le r  e t  r é g l e r  l ' é t a t  

de pe rméab i l i t é  de l a  membrane z i n s i  que l e s  e c t j v i t é s  enzymatiques qui  p a r t i -  

c ipen t  à l a  'oiosynthèse , au t r a n s p o r t ,  à l a  pol~ymérisation e t  à 1' incorporat ion 

des c o n s t i t u a n t s  de l a  pa ro i .  Son a c t i o ~  s e r a  d i r e c t e  s u r  l a  s t ruc t -we  e t  

l ' a c t i v i t é  membranaire p a r  Le con t rô le  q u ' e l l e  exerce s u r  l e s  a c t i v i t é s  des 

enzy&es endogènes ; l e  control-e s e r a  i n d i r e c t  pa r  l e  b i a i s  des enzymes exogè- 

nes q u ' e l l e  con t rô le .  L'RIA e s t  2 son .tour Soumise à r6gill.atiûn suivant  l e  
A t aux  de protons  l i b é r é s  &ans l e  r i l i e u .  L 'or ig ine  des prot.ons peut e t r e  re-- 

cherchée dans 1 ' a c t i v i t é  accrue de 1 ' acide ascorbiql~e -  GY^-dase qui  a g i t  s s r  

l a  forme enediol  de l ' a c i d e  ascorbique .ln t r m s f o r s a ~ l t  en acide d6hydroascor- 

bique avec l i b é r a t i o n  d'hydrogène, ce qu i  a  pour e f f e t  à p a r t i r  des l i a i s o n s  

d i s u l f u r e s  d'une glycoprotéine l o c a l i s é e  dans l a  p a r o i ,  d'augmenter l a  fo r -  

nz t ion  de groupements-SH. 

D'autre p a r t ,  LAMPORT ( 1965) a proposé un schérna t enan t  cornpte Ge 

l ' a c t i o n  de l ' a u x i n e  sur l a  r e s p i r a t i o n  ce qui  en t ra îne  une modificat ion du 

teux de ces mêraes groupements-SH. En e f f e t ,  l a  consormation accrue d'oxygène 

e n t r a î n e  l a  t ransformation de 1'ATP en ADT e t  l a  l i b é r a t i o n  d'une l i a i s o n  

phosphate é ~ c r g é t i q u e .  La f i x a t i o n  de c e t t e  l i a i s o n  SLII" du glucose en t ra îne  

l 'augmentat ion des concentrat ions en glucose-6-P, ce qili a  pour conséquence 

1' induction de la .  glucose-6-phosphodéshydrogénase. JJ1action de c e t t e  enzyme 

e s t  couplée 5 c e l l e  du P ~ A D P ' ~ ~ ~  se transforme en MADPH 4- H', ce qui  en t ra îne  

successivement l1616vat ion  du taux en protons e t  l a  formation de grouprmento-SH 

à p a r t i r  des groupements disulfuïes de l a  glycoprotéine.  

II - VARIATIC17 DE LA COIPOSITIOI~ EN OSES ET SURFACEE CELTtTJIjAIRES 

11 nous para? t  i n t é r e s s a - t  de f a i r e  un para , l lè le  e n t r e  l e s  p a r t i -  

cul-ari tés  prbsentées  paF l ' i n d u c t i o n  d tun  mé tabolisine à ca rac tè re  pol l in ique  



e t  l e s  i nco rpora t ions  des chaînes polyos id iques  dans l e s  su r f aces  c e l l u l a i r e s .  

La compatibil-i+é e s t  c a r a c t é r i s é e  p a r  I ' i nduc t ion  d'un métabolisme à c a r a c t è r e  

p o l l i n i q u e  : e l l e  correspond 2 l ' i n c o r p c r a t i o n  de pentoses  dans l a  chaîne os<-  

dique des g lycosphingol ip ides .  

Ce r t a ines  enzyacs , e t  en p a r t i c u l i e r  c e l l e s  qu i  r égu len t  1 ' a l lon -  

gerzent s é q u e n t i e l  des o ses  à l ' e x t r é m i t é  r é d u c t r i c e  des chaînes ~~~~~~~~~~~i- 
d i çues  , s o n t  des   composa^ t s  des  s u r f a c e s  ce l l . i i l a i res  ( I R I E D I ~ ' ~ ' ,  1977) . Selon 

l e s  travaiur de SLOIvDANY e t  c o l l .  ( 1 9 7 7 ) ~  l e s  comnlexes enzymatiques contrô- 

luit l ' a r ~ a n g e m e n t  des  uni-béa osidiqires dans l e s  g lyco l ip ides  e t  g lycopro té ines ,  

s e r a i e n t  i d e n t i q u e s .  11 e s t  t e n t a n t  de pense r  q u ' e n t r e  deux types  de s t r u c t u r e s  

c e l l u l a i r e s ,  e t  en p a r t i c u l i e r  e n t r e  l e s  deux s t r u c t u r e s  de t!,Tpes p o l l i n i q ~ e  

e t  s ' t y l a i r e  , des rnodif i c  a t ior is  mutuel les  a p p p x a î ~  s e n t  par  tr;331sglycosyLation. 

Ceci  s e r a i t  i n t é r e s s a n t  à é t u d i e r  a i n s i  qi?e l a  st,ructu.re des giycosphingoli-  

p i d e s  à longue chaîne polysacchar id i  que qui,  so lub le s  dans 12 pliase acqueuse , 
n ' o n t  p a s  é t é  analysés. 

III - VARIATION DE LA REPARTITIOP? DES ACIDES GRAS ET PROPRIETES bBF4BRABAIRk:S 

Les c é r m i d e s ,  p o i n t s  de dépa r t  ou d'abointissemînt des chaînes 

mg t 8,boliques , r e p r é s e n t e n t  envi ron  1 / 3  des g1ycosphingolipj.de s t o t  ai=. Toutes 

l e s  v a r i a t i o n s  e n r e g i s t r é e s  l e u r  niveau au ron t  p l u s  ta rd ivement ,  des  réper--  

cuss ions  s u r  l a  s t r u c t u r e  des a u t r e s  g lycosphingol ip ides .  

L 'é tude  de l a  composition en ac ides  g r a s  des céramides ap rè s  au to  

e t  x é n o p o l l i n i s a t i o n ,  p e r m e t d e  met t re  en évidence l a  mob i l i s a t ion  de c e r t x i n s  

t y p e s  d ' ac ides  g r a s  ( t a b l e a u  4 6 ) .  

Tableau 46. 

--- 

24 heures  



Il e s t  d i f f i c l e  ûvec l e s  é l é ~ e n t s  dont  nous disposons,  de mieux 

d é f i n i -  l e  r ô l e  des ac ides  g r a s  dans 1-a p1;ysiologj e des c e l i u l e s  v é g é t a l e s .  

Cependant, des  t r a v a a  r é c e n t s  o n t  condui t  à proposer  e t  à démontrer 1 'h)po- 

t h è s e  du r ô l e  dcterminant  de l a  composition en a c i d e s  g ra s  dans ï e  c o n t r ô l e  

de  l a  phys io logj  e xe~nbranai re  (FRIEDMAN, 1977) . Er1 p a r t i c u l i e r ,  une r e l a t i o n  

e x i s t e  e n t r e  I . ' a l t é i a t i o n  de l a  composition en a c i d e s  g r a s  e t  l e  changement 

de l a  p e r n i i a b i l i t é  aux ions  2 t  des  a c t i v i t é s  enzymatiques des  rnembrmes 

(MSUJI e t  c o i l . ,  1973 ; DA'V-!S e t  c o l l . ,  1974 ; WOJTCZUK, 1974).  

Les mécanismes de t r a n s p o r t  p a s s i f  ou a c t i f  216s à l a  présence 

d'enzymes s o n t  i n f l ~ e n c é s  p a r  l e  contenu e n  s c i d e s  g r a s  des  m:-nbranes. Par  

exemple, 1% p e r m é a b i l i t é  des  io;is p c t a s s i m  dans l e s  l iposames augmente p e i a l -  

l è lement  2 Lfa .ccro issec~ent  ae degxé de d é s a t u r a t i o n  des  a,ciSles gras (VAN 

DEEIIER, 1972 ; D A V I S  e t  SILBERT, 19'74). Le t r a n s p o r t  a c t i f  Ces ions  au niveau 

des  mitochondries  e t  du r é t i c u l ~ u n  sarcoplaçnigue e s t  également e n  re7-afion 

avec l a  présence  d ' a c i d e s  g r a s  d é s a t l ~ ~ é s  (IU.SMM, 19'13). 

Ces a l t é r a t i o n s  des  phé~omènes membranaires i n d u i t e s  pa r  l e s  va- 

r i a t i o n s  de l a  c o m p ~ s i t i o n  er? ac ides  g r a s ,  s o n t  a t t r i b u é e s  $ d i v e r s e s  alt6rci- 

t i o n s  : de l ' a r c h i t e c t u r e  membranaire r é s u l t a n t  des  per-turbatioi?.a Gles r e l a t i o n s  

e n t r e  composés p ro t é iques  e t  l i p i d i q u e s  de l a  mernbrane ou de l ' é t a t  physiqüe 

de >.a ziembrme c e l l u l a i r e  ( f l u i d i t é  des  l i p i d e s ) .  O r ,  s i  l e s  p e r t u r b a t i o n s  de 

l a  composi t ions en a c i d e s  g r a s  a l t è r e n t  l e s  p r o p r i é t é s  d-e pe rm6ab i l i t é  E;JX 

i o n s ,  ou 1' a c t . i v i t 6  d'enzyxes responsables  du niaintien des g rad ien t s  ion iques  

à t raT7ers  l a  mem5rme, il en r é s u l t e  des d i f f é r e n c e s  de p r o p r i é t é s  é l e c t r i q u e s  

de c e s  membranes a i n s i  modi f iées .  Cela  s e  t r a d u i t  en p a r t i c u l i e r  pa r  des 

m o d - f i c a t i o n s  de l a  r é s i s t a n c e  ou du p o t e n t i e l  d ' a c t i o n  membranaire. Ces ch,m- 

gemen ts s o n t  observes quand on augmente l e  po-mcentage d  ' ac ides  g r a s  s a t u r é s  

d-ans me niembrme, c a r  on a c c é l è r e  également la, l ;ransitj .on de phase du c r i s t a l  

"sol ide-1 i q u i 2 e n .  

Ces changements des  p r o p r i é t é s  physiques des mzabranes c e l I u l a i r e s ,  
, - s o n t  d6 tec taqules  il? ~ i v o  par ae s  techniques e lec t rophys io logiques  (FRTEUI-AN, 

1977 ) . LIlJS:E:JS r;, e o l l .  ( 1973) on t  égal.ernen1, appliqu6 c e s  mêmes techniques 

chez Pet,?mia hyki9ido. Des v a r i a t i o n s  d ' anp l i t ude  du. p o t e n t i e l  d ' ac t ion  <;on+ 

& c e l i e s  en-t:-e l e  s t lkpate  e t  l a  base de i ' o v a i ~ e ,  en  r e l â t i o r i  a,vc- l a  p g l l i -  

n i  s e t i o n  compa t i t l s  et I n c ~ ~ ~ [ ; ~ ; a t i b l c .  



Les ac ides  g r a s  des  g lycosphingol ip ides  n e u t r e s  analys6s ( e t  l a  

n a t l ~ r e  p l u s  ou ilpins s a t u r é e  des  bases  2 longue cha?ne) détermirient une 

s t r u c ~ ~ e  physiqde de l a  n :eshra~e ,  Les v a r i a t i o n s  de l e u r  composition c e l l e s  

que Lc::s l e s  axroils observées do iven t  s e  r é p e r c u t e r  s u r  c e t t e  s t r u c t u r e  mem- 
. /&  / b r ~ r i a i r e  e t  p a r  12, s u r  cer t ,a ines  de l e u r s  p r o p r l e Y e s  physiol  o ~ i q u e s  t e l l e  

que l a  p e r n é a b i l i t é .  Il se~n'ble également p o s s i b l e  de r e l i e r  ces  chmgenlents 

avec Lthy;potkièsr Ee l a  p rodur t ion  d 'un  s i g n a l  i s s u  rie l a  reconnaissance e t  

t r a n s x - e t t a n t  l ' i n î o r m a t i o n  . 

Son e x i s t e n c e  a  é t é  pos tu l ée  s u r  l a  hase  des a l u é r a t i o n s  p r o t é i  - 

ques après po l l i n i . s e t ion  (LI!\~SICEFJS, 1973 ; DELEETJBERG, 1976a,, 1978b, 19'77a). 

Son é n i s s i o n  s  ' e f f e c t u e  à p a r t i r  du s t i gma te  v e r s  l e  s t y l e  e t  I ' ova i r e  ce qui 

expl iquz  que l e s  d i f f é r e n t s  processus  métaboliques a b o u t i s s e n t  à une d i f f é -  

r enc i z t io r i  proté?:  que t r è s  d i v e r s i f i é e  . 

Deux m ~ c ~ ~ i s m e s  s o n t  ac tue l len ,en t  proposés qui reposent  s u r  l a  

p a r t i c i p a t i o n  de su'sstances de d i f f u s i o n  e t / o u  sur c e l l e  d 'un s i g n a l  Ê l e c t r i -  

que. 

Des subs tances  de d i f f u s i o n  sont  connues dans l e  règne v é g g t a l ,  

en r e l a t i o n  avec l e s  mou.vements rhéomonastiques e t  i e s  r é a c t i o n s  photot.ro- 

ph iques .  Dans l ' hypo thèse  de subs-tmces de d i f f u s i o n ,  on connaî t  1 ' ex i s t ence  

dans l e  s t y l e  de Petuxia hybrida de deux p e t i t s  f a i s ceaux  v a s c u l a r i s é s  e t  

d i f f é r e n c i é s  d m s  l e  xylzme e t  l e  phloème q u i  pourra , ient ,  comme l e  t i s s u  con- 

duc teu r ,  a s s u r e r  l a  conduction de c e s  substaz?ces. Le inezquage p a r  l a  lei lc ine 

t r i t i g e  du p o l l e n  condui t  à des r g s u l t a t s  qu i  vont ,  s inon  à l ' e n c o n t r e  de 

ce s  subs tances  de d i f f u s i o n ,  du moins à l a  reconnaissance de s ignsux  é lec-  

t r i q u e s  " l e n t s "  ( L ~ z U R F ~ ~  ?Zi?S, 1977).  

A i n s i ,  il seinble b i en  que l a  pyeriiièrc md~i i fes ta t ic )n  que l ' o u  

puicce  j d e i i t i f i e r  drns l a  chzîne des r é a c t i o n s  de reconnaissance s o t t  une riLa- 

n i f e c t a t i o n  é lec t ropl iys io logi  que. 11 e s t  n6cess a i r e  à ce s t a d e  d ' envisz&er  



que l  e s t  le r ô l e  des  nembraries dans l a  r6cept.i.on e t  l a  t ransmiss ion  du s i g n a l  
r 

é l e c t r i q u e  ; q ü e l l e  e s t  6gaJ.ement l ' i n f l -uence  de l a  pe rméab i l i t é  e t  de s e s  

modif i .cat ions en r e l a t i o n  avec l e s  v a r i a t i o n s  de la ,  s t r u c t u r e  l i p i d i q u e  de 

l a  r;le?i~rcae en f  onckion cie 1 ' incompati.bi.iit;é. 

Depuis 1' Gsoque où DU3OIS-RnTJ-3lOND ( 18119) a v a i t  montré que l a  cepe- 

c i t 6  s'excitabilité e t  s u r t o u t  de propagat ion de l ' i n f l u x  nerveux s'accompagne 

d ' a ,  s i g n a l  67ec t r ique ,  l e s  p r o p r i é t é s  des menlbrmes ( i r r i t a b i l i t é  e t  conduc- 

t i o n )  s o n t  exclusivement envisagées  en termes é l e c t r i q u e s .  

k s  premiers  t r z ~ a u x  s o n t  basés  s u r  l ' g t u d e  de l a  ccnduction p a r  

l a  membrane cytoplasrûiqze de 1 'axone géant, d1.1. Ca,Lnar, d 'un s i g n d  G1excita'9i- 

l i t 6 .  Le m i l i e u  h a b i t u r l  dans l e q u e l  baigne 1 'axone e s t  1.e s m g  du C d m a r  cimt 

l a  composstion ion ique  e s t  t r è s  proche &? c e l l e  de l ' e a u  de mer. La c o m p o s i t l o ~  

ionique  di: compwtiriient i n t e r n e  de 1 ' axop1asr;ie s  'en é lo igne  consid6rableme11~ 
3 - 

par  sa.  f o r t e  concent ra t ion  en ions  K+, m i o n s  o r g a i q u e s  e t  ~0~ e t  pzr  s a  
14 

2 -E t rès f a i b l e  concent ra t ion  en ions  .Ka+ e t  en ions  d i v a l e n t s  Ca2' e t  Mg . 

Ceci  conduit  à admettre  que l a  su r f ace  de l a  membrse de l a  f i b r e  

nerveuse s e r a i t  dissymétr ique puisque const i t i&e 2e deux couches t r è s  d i i ' f é  

r e n t e s  p a r  l e u r s  p i -opr ié tés  é l e c t r i q u e s  : 

- l ' u n e  c o r r e s ~ o n d r a i t  3 l a  couehe ex te rne  dont l e s  nombreux s i t e s  anioniques 
l i é s  aux macromolécuies de l a  membrane s e r a i e n t  s a t u ~ 6 s  p a r  des ions b i v a l e n t s  ; 

- l ' a u t r e  couche, i i i t e rne :  à s i t e s  anioni.ques s e r a i e n t  s a t u r é s  par  des  Tons 
p o s i t i f s .  

Une t e l l e  conception de l a  inembra~ie implique qu.e l e  nombre de 

charges  p o s i t i v e s  ( e t  p a r  conséquent l e  noxbre de s i t e  an ioniques)  ae  l a  sur -  

f a c e  e x t e r n e  s o i t  p l u s  grand yu-e l e  nombre de s i t e s  anioniq,ues de l a  couche 

i n t e r n e ,  ~ ' G Ù  l ' a s s y r r ~ c t r i e  de l a  s u r f a c e .  Ce t t e  "d issym6tr ien  dails l a  r é p a r t i -  

t i o n  des i ons  e s t  l i é e  a.u t r a ~ s p o r t  a c t i f  des ions  monovalents e t  à l a  grar~cle 

r é s i s t a n c e  é l e c t r i q u e  Üe l a  membrane . E l l e ,  v a  s e  tradil-i-re p a r  un potei i t ie l .  

i n t e r n e  n é g a t i f  sar ro.pport a u  mi.l.ieu e x t , é r i e u ~ .  La d i f f é r e n c e  de p o t e n t i e l  de 

l a  r r i ?~brme  z.u repos e u t  d'envi'on -110 à -60 rnV. Au cours Cle l r e x c : i t a t i  on c z t i ~ o -  

dioz-e, l é  passage de l ' i n f l u x  nervew. s e  - t r adu i t  p a r  une ~ r a , ~ i a t i . c r ,  du po-tent<.eI. 

i n t e m e  d l t  "ijrjten-t,i.el. d ' ac t . ion" ,  q:li s ' i n v e r s e  en quel-q11.e~ ;nil:iiseec?ndSes, 
. . 

i ievicnt  p o s i t i f  gu i s  ihedescend :Leritemen-L a c  p o t e n t i e l  i n i t i a l .  C:eJï,tc ~~a;:'i.tit?.on 



du p o t e n t i e l  d ' a c t i o ~  qui pas se  de -50 m\T 2 + 100 mV correspond à 13, &Pola- 

r i s a t i o n  de lc:  f ~ c e  supér ieure  q u i  dev ien t  négative p a r  r a p p o r t  & I.'axoplasrrie. 

LITTSKXIITS e t  SPKJGEEIS i 1973 ) che z  Fe -hinia hybrida e n r e g i s  t r c n t  a-près p o l l i c i s  a- 

t i o n  une f z i b l e  a u a e n J ~ e t i o n  &es p o t e n t i e l s  d ' a c t i o n s  q u i  s e  deviennent néec- 

J- bi fs  - ull,érir_?urez:ent. C 'o r ig ine  ionogéniyue,  3 c s i g n a l  v a r i e  égalemen i; avec 

l ' âge ;  2 13 matlurit6 M CS s t y l e s  donnent des  r6goxves plus n e t t e s  que les je imes 

s t y l e s .  Ile p l d s ,  l . ' i n t e c s i t é  e t  l a  v i t e s s e  de p o s i t i v a t i o n  d i f f ? r e n t  selori 

qu' il s ' a g i t  d ' a u t o  ou ae x6r iopo l l i n i sa t ion .  Le maxim~un de pos i  t iva, t ion (50- 

80 m~?) est .  p l u s  é l evé  e t  p l u s  t a r d i f  (30  à 80 mn) en xér ropol l in i sa i ion  ; 12  

n é g a t i v a t i o n  (-20 ,-30 r2V) e s t  a t t e i n t e  après  3 heu res .  

La p o s i t i v a t i o n  e s t   oins $ levée  (15-2.5 m~), pLiis r a p i d e  ( 7  ,> 25 m )  epr& 

a u t o p o l l i n i s a t i o r i ,  l e s  v a l e u r s  n6ga;i;ives (iil l;oten"cel d ' ac t io i i  ~ c r i t  a,t;tcirii,fss 

en 2 heu res  plils rapj-derrierit e t  de façon p l u s  jn tense  (-60 mir) çu'eil séilopol- 

l i n i s a t i o n  . 

Ces d i f f é r e n t s  t r avaux  s o n t  d ' a c t a n t  p l u s  i n t é r e s s a n t  à corlzid6rer ~ u l i l ç  

s o u l i g e n t  l ' i d e n t i t é  de comportenient é l e c t r o p h y s i ~ l o g i ~ l î c  dans des 13enb~anes 

e x c i t é e s  e t  chez l e s  s t y l e s  d-e Petwzia hybridc a-près p o l l i n i s a t i o n  ; l e s  vü- 

l e u r s  néga t ives  au d é p a r t ,  s ' i n v e r s e n t ,  deviennent p o s i t i v e s  p u i s  régresse i î t .  

Jusqu 'à  c e s  de rn i è re s  années,  une e x p l i c a t i o n  & ces changements t i z n s i t o i r e s  

a e t 6  recherchée  d m s  l a  conformation des  prot6i.nes meinbranaiyeç sous l ' i n -  

f l uence  du rj6pla,zemen+; des i ons  d i v a l e n t s  ai; . t irés pax l z  courant  é2.c c-tr ique 

d t e x c i . t a t i o n .  Leur dépa r t  l i b è r e  un cer ta i r i  r1ombr.e de s i . t e s  a-nioniques qui vont  
A t r è s  rhpidement e % r e  s a t ~ r é s  p a r  dys ions  monovalents, dl O? l e  changeiirent Ge 

confo rns t ion  de l a  rnerikr?z~e. Cec i  o r t r a î n e  La formation d'~!n passage f a ~ o r i - .  

saxt la d i f f u s i o n  des  i o n s .  La pe rmgab i l i t é  s e r a i t  donc t r x i s i t o i r e m e n t  accrue ,  
A eri t rzlr lzxt  un f1.m l o c a l  dz r~ç  cet tc .  zone. Le chzngeinent de permEab.j.ï-i.té a u  

ions  do i t .  s u r t o u t  ëtre reckierch2 durs l a  proc!.uc.ti.on ii'lli: c,lrcu.:ii; C?.ectrlove A - 
+ -!- l o c a l .  Ceci a é t é  ob:;erv6 p a r  exemple avec leu ions K e t  Na, . 



Cm4GULX e t  s e s  c o i l a b o r a t e u r s  ( 1968) on t  prox>osé une t h g o r i e  de 1. ' e x c i t a b i -  

l i t é  des membranes p1asil;iques a p p l i c a b l e  aux c e l l u l e s  ne iveuses  en partic.ul. i .er,  

L a  merhrare e s t  conposée de sous-uni tés  1.ipoprotéique (protomères)  a s soc i ées  

en r é s e a u - p l m  ; l e s  ciiangenents ccnforinationnels i r d u i t s  p a r  e x c i t a b i l i t é ,  mo- 

d i f i e n t  l a  c o o p 6 r a t i v i t é  i n i t i a l e  Cie ces  sous-uni t6s  s t r u c t u r a l e s .  11 s u f f i t  

d '  a i l l e u r s ,  dans ce système, du changement conforrna.tionne1 d'ime s e u l e  inolé- 

c u l e  ( sous  l ' i n f l u e n c e  d'un liGayi2) pour provoquer ,  p a r  l a  c o n t r a i n t e  q u ' i l  

exerce  s-LX l e s  a u t r e s  moléc-des , des  changerfiënts de confcrmation q u i  gagnent 

a i n s i  de proche en proche l 'ensemble des proi;omères. Une t e l l e  membrane e s t  

comparable à un ~ m p i i f i c a t e u r  bi.oLogi~uc? grâce à c e t t e  coopéra . t iv i t6  i s s u e  de 

l a  c o n t r a i n t e  n i r~ l écu la i r e  dails l ' a r c h i t e c t u r e  mernbranaire. 

Il e s t  également t e n t ~ n t  dtinvoqo.er uqe va i i z t i o ;  du p o t e x t i e l  d ' ac t io i l  a o ; ~  ' 

1' i n f l u e n c e  de chargements conf ormationnels  en r e l . a t i on  avec d-es per turFat ior~:+ 

de l a  p e r m é a b i l i t é  sous  l ' i n f l u e n c e  de l f a w L i n e  e t  l i é e s  a - a .  mouveri.lents ion;.- 

ques . Dms c e t t e  hypothèse,  1 'ii i terveil . t ion des g lycosph ingo l3 .~~ ides  dans l e s  

p r o p r i é t é s  phys io logiques  des msmbrmes dev ien t  k,ea.ucoup p l u s   fascinant,^ 

quarid on examine deux de l e u r s  -p:ropriétés, t e l l e s  que l e u r  fai .ble  -errr,$a.tilité 

aux ions  et .  leu: capac i t6  d ' e x c i t a b i l i t é  e t  de conduction. 

CONC LUST OiJ CENERALE 

~ é t é r o g è n e s  dans l e m  s t r u c t u r e  , ].es g l y  ccsohingol ip  i d e s  n e u t r e s  

doivent  l ' ê t r e  6ans 1-eurs a c t i v i t é s .  C ' e s t  c e t t e  hypothèse que c:e t r a v a i l  a 

essayé  d ' é t a y e r  dans l e  cadre d ' - a  processus  -hysiologique a c t i f  : l ' incompc- 

t i b i  l i t 6  de r6condat ion.  

C e t t e  déma~che  a é t é  l i in i t6e  dans un premier  temps 2 l l é t u d e  des 

g l y c o s p h i n g o l i p i d ~ ~ s  n e u t r e s .  La coinparaison de:; r é s u l t a t s  de 1'anal.y-se des 
. - A. a,ciues g r a s ,  des  'c. ,ses o' longue chs3.n~ (i_xjç l e s  c6r31~jrirls, mono, d i ,  tri. e t  

t 6 t r ~ l y ~ o $ ; ~ l c 6 r m : ~ i d e s  a i n s i  que c e l l e  de 1.a copule os idfque  des xiono e t  d i -  

.g~yc<;z;rLc.~rarni.dez ç ' e s t  rév6lCe int,éressarlle p a r  l e u r  d.s.k,riSution da1.1~ l e s  

pl-~l!5-? e-b l e s  S'L>~:~S:, par l e s  ~ c r i a t i o i ? s  qiiclJ~j. tc;t ives e t  qiiali.l;atives l e l ~ r  
. ,  . conpr,s::c.!c,n el: relad;ion avec la pollinisa,t iGrL. 



12s  ~ l y c o s p h i n ~ o l i p i d e s  s c a t  e s s e ~ i t i r ~ l  lernent connus comme cons t l -  

t u a n t s  de l a  n~ctnhraae ; nos &sul ta t , s  montrent que ce son t  égal-ement des t é -  

no lns  du métabolisrie s t ÿ l a i r e  q u i  c îan i fes te  des  a spec t s  d i f f G r e n t s ,  s e lon  que 

l ' o n  é tud ie  des  s t y l e s  xénopo l l i n i s6s  ou a u t o p o l l i n l s é s .  Mais l ' impor t ance  

de ces  r é s u l t a t s  r é s i d e  notafi~xent dans l e  f a i t  q u ' i l s  p e r r ~ e t t e i l t  de dénoritrer 

une p a t i c i p a t i o n  d i r e c t e  2ux a c t i v i t é s  phys io lcg iques  de l a  membrane au  cours 

de l a  p o l - l i n i s a t j  on ; p a r t i c j p a t i o n  q u i  p e u t  êtr3 etendile parce  qu 'el- le  e s t  un 

t r a i t  géné ra l .  

Les r é s u l - t a t s  obtenus concernent  en e f f e t  l e u r  p s z t i c i p a t i o i i  zil 

~ é t a b o l i s m e  s t y l a i r e .  E l l e  e s t  p a r t i c u l i S r e a e n t  év idente  dans l ' a n a l y s e  du 

mgta-~ol isxc.  q u i  decoule de l a  p o l l i n i s a t ~ . o n .  En e r f r t ,  l e s  v a ~ i a t i o n s  de 1 . e ~  
, . c o r ~ c s i t i o i i  r e f l è t e n t  1.e n6tabolisir:n p e r t m b é  q u i  carac- te r i se  l e s  s t y l e s  a.~ito- 

p o l l i n i s 6 s  e t  iili s e r a  Eléterrniri&~t d a i s  l ' i n k i i b i t i o n  de croi.ssa.rice du tube  

polli.nj.que iacomp 3t,l'r,l.e . 

L a  comparaison des e f f e t s  de I a  p o l l i n i s a t i o n  s u r  l a  composition 

des c o n s t i t u a n t s  des  glycosphinf;olipLdes, mon t r e  qu '  ac ides  g ra s  e i  base:; à 

longue chaîne s o n t  l e s  témcins de 1 ' e x a l t a t i o n  du catabolisme ï e e s p i r a t o i r e  g& - 

n é r a t e u r  d ' éne rg i e .  Mais ces conparaisons nous conduisent  à accoràer  tout, pa r -  

t i c d  ièrexeri t  aux bases  à longue chaîne,  une in f luence  c e r t a i n e  dans 1 ' i n s  td- 

l a t i o n  d ' m  n.6tzbolismî t r è s  l o c a l i s é  e t  noul-eau q u i  va. abc)ilt,ir dans l e s  t i s s u s  

s t y l a i r e s  au développezent d 'une nou3el lo o r i e n  bat ion des c o r r é l a t i o n s  e n t r e  

a c t i v i t é s  auxiniques e t  a c t i v i t é s  enzymatiques ( syn thé t z ses  e t  t r m s g i y c c s y -  

l a s e s ) .  Ceci exp l ique rad i t  l e s  c a r a c t è r e s  p a r t i c i d i e r s  des  p a r o i s  des  t ubes  pol-  

l i n i q u e s  é p a i s s e s  e t  à f o r t  dépôt  c a l l o s i q u e ,  co ïnc idan t  avec l ' i n h i b i t i o n  

de l e ~ r  c ro i s sance .  

Les chmigerfients de 1' a c t i v i t é  enz:,rmatiqle r e l è v e n t  sou ~ e n t  des 

v a i a t i o n s  de I ' e n ~ i r o n r ~ e n r - n t  ionique o r ,  ces  a l t é r a t i o n s  du schéma de l a  u i o -  

synti2èse Oes p a r o i s  ~ugg?!~~ent,  que ces processus  doivenz ê t r e  l i é s  à des nodi-  

f i c a t i o n s  de l a  pcrméahil?- té  des memloranes. 

Il semble p ç u i b l - e  de  fa , i re  i n t e r v e c i r  des i n t e r r e l a t i o n s  ccr~12lexes 
., , eri+rn s t r u c t u r e  n~o lécu la i r t :  e t  p ropr le t ,es  ries gI.ycosphiiigoligli"ls menibrana-ires 

sw. i ~ n s  e t  l e s  c ~ r r é l . & l ~ i o n ~  C O ~ ~ U C S  e n t r e  ~:u-xlries, perméa '~i l . i tés ,  enzyrnes eJc 



c r a i r s e n c e  6e l a  paroL. Meribranes e t  auxines  se réguleraieni ,  réciproqilelncint , 
P 

2 ' a l t é r a t i o n  de l a  p e m 6 û b i l i t 6  riieoz'k~raiaire r e l è v e r a i t  du t r a n s f e r t  l e n t  d 'une 

i n f  o rna t ion  q u i  r e p o s e r a i t  s u r  l a  recoilneissa~llce du génotype p o i l i n i q u e .  

De p l u s ,  l e s  glÿ-msphingol.ipidc s comprennent, dans l e u r  moiécule ,  

m e  coplrle os -d iq i le .  O11 s a i t  que ces cha înes  o ? . i g o s ~ c c h a r i d i q ~ l e s  son t  SOLI-vent 

impliqaéer; d m s  des r6actioris de reconnaissa.zce. I l  convient iie r a p p e l e r  I c i  

quelq::ies exeri2les qu-i c o ~ 2 i l i  s e n t  à a . & ~ ~ r  t t z e  rn c e r t a i n  pard.l.Cjlisne e n t r e  

d i f f i r e n t s  s j rs tsnes b io log iques  où n o t m ~ e n " c a  s t r u c t u r e  des g lycosphingol i -  

p i d e s  es!; d é t e r m i n a t e  dans l ' a c c o r p l i s s e m n t  de l a  fonc t ion  de reproducti .on. 

Ainsi . ,  chez cer - te ines  Icxrmes ou chez l e s  ga..ra$te 2 de 017,arrydori;~- 

n.xs , m e  ccm?lérrentarité e s t  reconnue e t  né ces sa,ire e n t r e  l e s  s u b s t m ~ e s  ~ ~ 6 -  

c i f i q ~ e s  du sexe (cP&T$~-J;L e t  c o l l .  : 19714 ; riJIE:SE e t  co l - l . ,  1972).  Ui;e l i a i . - -  

son phages - l i popo lysaccha r ides  des Salinonelles s ' a v s r e  cgaleriient indispense-- 

b l e  ].ors de l a  1.6plicat.ion des phages ( 1 3 0 ~ 5 1 ~ ~  e t  c o l l . ,  :962).  Gn cormalt  

l ' e x i s t e n c e  de l e c t i i i e s  spécl i ' iques e t  de r é c e p t e i n s  rliembruieires l o c a i i s 6 s  

sur l e s  mer;ibrarles plasmiques de c e r t a i n e s  mois i s  su re s  e v m t  l e u r  agréga t ion  

~ P ~ I I H X R I ~ A ~ V  e t  c o l l .  , 1975). Enf in ,  chez l ' h o m e ,  l a  d é f i n i t i o n  e t  l ' i n t g g r i -  

t é  d ' u î e  s t r u c t u r e  rnembranaire du spzrrnntozolde s o n t  i nd i spensab le s  au r:ia,Ex~- 

t i e n  de l e u r  c a p a c i t é  de f e r t i l i s a - t i o n  (CLEGG e t  c o l l . ,  197L). 

Dans chacun de ces  systèmes b io log iques ,  l a  s t r u c t c r c  inembrarlaire 

e s t  d g t e r a i n m t e  ; une homologie ou une complémentarité de s t r u c t w e  s o n t  

i n d i s p e n s ~ b l e s  à l a  reconnaissance ,  à l ' a d l ~ é s i o n  e t  à l a  coopérat ion métabol i-  

que. DXIS ce s  t r o i s  p roces sus ,  l e s  g lycosphingol ip ides  s o n t  impiiqugs s o i t  

p8̂ r l e u r  p a r t i e  hy&opiiile ( o s i d i q u e )  s o i t  p a r  l e u r  p a r t i e  hydrophobe. 

/ Le s i g n a l  z l e c t r i q u e  rie r e c o r z i i a i ~ s ~ c e  suppose l ' ex is - te l ice  d 'u ie  

~col6cuJ-e r é c e p t r i c e  du signal= p u i s  l e  t r a n ç f e r - t  de cc s ig l ia l .  L i  est; 6viC.ent: 

quo l ' e x p r e s s i o n  molécula,ire de c e t t e  r6cepti .on e t  du son trari: ;fert  d o i t  ê t r e  

p r s c i s é e .  Il s ' a ~ ~ S r e  t o u t  aussi. indispensaù'le de determiner  l e  r ô l e  exac t  d.es 

glycosphfngol . ipi6is  d m s  1.8 réaction de reconriaisçance (pielnier  s t a d e  de l a  

f e r t i l i v rz t io r i  ) , e t  13' ?-prof 0ndj.i- 1.a struc: i;i.?rt-: des gl.~~cosphingcjli.pi.des aci.i?es 
. - 

e t  6.s glycosphingo1~p1ci.e~ à longue chaîne poly ç r , . c r iha r i . d i~e .  



Les r é s u l t a t s  obtenus s o n t  encourageants  p a r  l e s  pe r spec t ives  

qu . ' i l s  ouvrent  s u r  1s pa r t i c ipa t io i :  des glycospl i ingol ipi6es dans l e  p ioces sus  

d' i n c o m p a t i b i l i t é .  I l  e s t  év iden t  que nous devons s a v o i r  s i  l e s  mod i f i ca t ions  

observées s o n t  l a  czuse ou 1' e l f e t  de c e t t e  r é a c t i o n  d' autoiricompatibili t i6.  

De nombreuses i n c e r t i t u d e s  s u b s i s t e n t  r évé l6es  p a r  l 'abondance des 

hypothèses a;v&ric6es dans l a  d i scuss ion  de ces  r ~ 6 s u l t a - t ~ .  Une n z i l l e u r e  d é f i n i -  

t i o n  des s t r u c t u r e s  l i p id j -ques  nembranaires ,  des r e l a t i o n s  de 1.a membrane avec 

l a  r écep t ion  e t  l e  t r a n s f e r t  d 'un  s i g n a l  l e l i t  d o i t  ê t r e  abordSe. Ces recherches 

c o n s t i t u e r o n t  l ' o b j e t  de nos prochaines  i n v e s t i g a t i o n s  dans ce problème parti- 

cu l iè rement  impor tan t  de l a  b i o l o g i e  que r e p r é s e n t e  l ' incornpal i b i ï i t é  . 
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nent  des s e r r e s  de I . 'Universi té  de Nimègue où i l s  sont  maintenus e t  mul t ip i i é s  

pa r  l e  Professeur H.F. LINSKENS. 

Dans l e  t a b l e a u  ci-dessous sont  consignés l a  n a t w e  (po l l in iyüe  o~ 

s t y l a i r e )  du maté r i e l ,  l e s  génotypes a i n s i  que l e s  d i f f é r e n t e s  p o l l i n i s a t i o n s  

qui se ron t  analysées.  



F I C H E  2 - EXTRACTION DES LTPZDES 

INTRODUCTION 

Selon l a  technique préconisée par  FOLCK ( 1951-1955, Tl-T2) l e s  orga- 

nes sont  broyés rngcaniquement dans l e  &lange chloroforme-métliaaol. 2/1 (vjv). 

Le méthanol dénature l e s  proté ines  e t  l e  chloroforme favor ise  l a  mise en solil- 
\ t i o c  des l i - ides  to taux.  Apres addit ion d'eau e t  ag i t a t i on ,  on ob t ien t  un dé- 

phasage avec passage dans l a  phase hydro-alcpo:l-ique sup6rieii'e d?s substances 

hydrosolubles, l a  phase i n f é r i eu r e  chlorofori-aique renferille l e s  l i s i d e s  totaux.  

Cependant, ce procédg d ' ex t rac t ion  des l i p i d e s  to taux e s t  ün fac teur  

l i ~ i t a n t  dans 116tude des glycosphlngolipides (GSL) .  

Il f a u t ,  sembl-e-t-il, a t t r i b u e r  aux ex t rac t ions  incomplètes l e s  d is-  

cordances en t r e  l e s  r é s u l t a t s  concernant l a  composition en GSL du r e i n  

(KARLSSON, 1973 ( ~ 3 ) ) ~  l e s  condit ions t r o p  douces d 'ext rar t ion,  décr i t e s  par 

CARTER (1969 (Tb)) ne conduiraient  pas à une l i bé r a t i on  quan t i t a t ive  de l ' e n -  

semble des GSL. Les phytosphingolipides sont particu1ière:nent d i f f i c i l e s  à ex- 

t r a i r e  e t  ne l e  sont  qiie l o r s  des dernières  homog6riéisa-tiions. 

Les d i f f é r en t e s  techniques d ' ex t rac t ion  proposées dérivent  de ce l l e s  

de FOLCH (1951-1957 (TI-~2)). 

En effet;, l e  meil leur agent d ' ex t rac t ion  (POLGNCTJSKY e t  c o l l .  , 1959 
(5'5 ) ) r e s t e  l e  mél=ge C H C l  --CH OH dans l e s  proport ions 2/ 1 (v/v) . Seules l e s  3 3 
condit ions de température va r i en t  : + h o c ,  température ambim-te ( F ~ T S C H ,  

1970 ( ~ 6 )  ; KI$IDROVICH e t  c o l i .  , 1970 (17) ; SUGITA e t  c o l l .  , 1974 (TB) 1, mais 

également température élevée (KRF~WOOD-JR~VES, 1975 ( ~ 9 )  ; KARLSSON , 1371 ( ~ 3 )  , 

Afin d ' obtenir  une ex t rac t ion  compl ? t e  des GSI+ rno-i;s 2vons donc pro- 

cCdc de l a  m a ~ i è r e  suivante : 



TABLEAU T l  

PROTCCOLE D ' EXTRACTION 

2 h  
to ambiante 

1 
FILTRATION 

au Potter dans 

f 
FILTRATION 

1 LIPIDES IOT~~U:(/ 



MATERIEL ET METHODEÇ 

- solvant  d ' ex t rac t ion  1: chloroforme/ïné'chanol (2/  1 , v/v) ; 

- solvant  d ' ex t rac t ion  II: chlorofcrme/m6-tha1ol ( i / l ,  v/v)  ; 

- so lu t ion  NaCl 2 9 g / l  ; 

- so lu t ion  de lavage : chloroforme.. .... 3 vol.umes 
méthanol.. ....... 47 vo lmes  
NaCl 9 g.; ....... 48 volumes 

Le matér ie l  lyophi l i sé  ( 2  g de s t y l e s  ou 1 g de po l lens )  p r o v e n a t  des d ivers  

c1Ône.s e t  c~oisernents  e s t  hoinogénéisé à l ' a i d e  d'un homog6néisate-a SJaririg 

Bl2ndor dans l e  solvatlt d ' ex t rac t ion  1, à ra ison ile 20 m l  de 501-ctnt par gra1^~-- 

rz de t i s s u  sec ,  pendânt 20 minutes. 

Après deux heures de conkaet à l a  tenrp6rature du la5.)oratoire, l ' e x t r a i t  e s t  

f i l t r é  e t  l e  r és idu  e s t  homogénéisé & 4 r ep r i s e s  2 l ' a l d e  d'un a.ppareil dz 

Potter ,  dans l e  solvant  d ' ex t rac t ion  I,à r a i soc  de 10 n l  de solvant  pa r  g r m i e  

de t i s s u .  Après f i l t r a t i o n ,  l e  résidu. sec  e s t  ch3uffé à r e f l ux  gendant une 

heure dans l e  solvant  II. 

Les divers  susn~gearr'cs organiques sont réunis  e t  s o a ~ s  à un pariage selon l a  

technique de Folch pa r  addit ion de 1 volume d ' w e  solut ion de NaCl à 9 % pour 

5 volumes de solvant .  v près déphasag?, une n u i t  2 + bOc,et  6liminz.tion de l a  

phase supérieure,  l a  phase i n Î S r l e w e  c'riloroforrnique e s t  l u é e  p w  l a  soliltiori 

C H C l  -CH 05-NaC1 9 % 3-47-48 (v/v/v) .  
3 3 

La phase i n f é r i eu r e  cont.enant l e s  l i p i d e s  to taux e s t  6vaporSe à sec ,  

Les l i p i d e s  sont ensu i te  r e p r i s  dan; im p e t i t  volume de solvant 1 e t  gardés 

?i - 20°c sous atinosphère d 'azote.  

Deux ex t rac t ions  ont  é t é  r é a l i s é e s  pour chaque type d.e tissu-s en for~ct,ion di]. 

génotype, de l a  po l l in i sa t io r l  incompatible e t  conpatible (8 -- 2b heures ) ,  
- .. 

Le protocole d ' ex t rzc t ion  u t i l i s é  e s t  schérnaJc,isé ci-ccntre ( t ao leau  T'f ) . s I ', 
, a .  



F I C H E  3 : HYDROLYSE ALCALINE DOlICE. OBEN7.7ON DES GLYCOSPH7NGOLIPZDES 
* 

INTRODUCTION 

Les GSL cons t i tuen t  Ilne c lasse  de l i p i d e s  a l c a l i - r é s i s t an t s .  Les gly- 

cêrophosphatides seront  donc détr:lits pa r  une sa.ponification . 

Le protocole opératoi re  comporte : 

- une étape d 'kydrolyse a l c a l i ne  ; 

- l ' a r r ê t  de c e t t e  hydrolyse par neutralisa,-Lion de l ' agen t  a l c a l i n  e t  acid. iÎ l-  

ca t ion  du milieu jusqu'à un pH cornpris en t r e  2 e t  5 ; 

- ex t rac t ion  des GSL pas  partage e t  6limination simultanée des molécules e t  s e l s  

hydrosolubles ; 

- récupération de l a  phase organique contenant l e s  GSL totaux.  

Les divers  protocoles  cpéra toi res  proposés suivent  tous ce schéma 

type ; seules  l a  composition des r é a c t i f s  e t  l a  durée de l 'hydrolyse  va r i en t .  

II1agen-t alc-i,lLn u t i l i s é  e s t  s o i t  : 

- l e  mgthcxyde de Na (RAGHAVAN, 19'74 ( T I  1 ) )  ; 

- l e  mgthoxyde de K (MORRISON, 1969 ( ~ 1 2 ) )  ; 

- l a  soude (SUGITA e t  c o l l . ,  1974 ( 7 % )  ) 

ou l e  p lus  souvent : 

- la potasse (HIC-ASHI-IIORI , 1968 ( ~ 1 3 )  ; KARLSSON, 1969 ( ~ 1 0 )  , 1973 (-3) ; 

SVE?:,T1'J3FXOIV/i ei; c o l l . ,  1972 ( ~ 1 4 )  ; T n M A l  e t  ~ 0 3 . 1 . ~  1975 ( ~ 1 5 ) .  

L a  concentration de 1 'agent hydrolysé var ie  Re : 

- 0,1 1.3 pour l e s  condit ions l e s  s l n s  douces !L~~?;ssoN, 1969 ( ~ 1 0 )  , 1973 ( ~ 3 )  

- à 1 14 pour l e s  conditions l e s  plus drastiqiles (CARTER e t  col;., 1361 ( T I C ; )  ; 

HIGASHI-liOLJ , 1968 ( T I  3) ; SVEI'TJER!IULM e t  c d l l . ,  15)'(;1 ( ~ 1 4 )  ; TAMRI e t  c o l l .  , 
1975 !T15)). 



T A B L E A U  T 2  

O B T E N T I O N  DES G L Y E O S P H I N G C L I P I D E S  TOTAUX 

ki YDROLYSE ALCALINE 
DOUCE 

1 KC)H O,j M dans C%OH-Ii20 (91) 

1 12 h-sous azote-à Ibbscili,ité -.-et à 1 1 température ambiante I 

1 ARRET DE LA REAC-iiON 1 

DEPHASAGE 

addition de CkICl3 et de 

PHASE SUPERIEURE C 1 v N Z G & l  

+ / PRODUITS 

DEGRADAT l O N I L , l  



Les temps d 'hydrolyse s 'échelonnent e n t r e  20 minutes e t  36 heures.  

Nous avons u t i l i s é  .la t e c k ~ i q u e  de SCHtQI?T modifiée pa r  KARLSSON 

( 1973 ( ~ 3 ) )  qui  assure  iule hydrolyse complète e t  une oxydation iiiinimale e t  

dont l e  protocole  e s t  repr6senté  c i -cont re .  

MATERIEL ET METHODES 

3 - Réactifs : 

- Agent d'hydrolyse : KOH 0 , l  M dans Gu méthanol aqueux (CH OH -. H,O ; 9/1 ; 
3 L 

V/V> ; 

- H C 1  2 M. 

2' - Hyckolyse alenSine douce :(tab?.eau III) 

Un gramme de l i p i d e s  to taux  son t  r e p r i s  dans 100 m l  d'agent  ilyài-c7Lyçent, L'hy- 

drolyse  s e  poursu i t  en atmosphère d ' azo te ,  à 1 1 0 b s c u r i t 6  sous a g i t a t i o n  ~ a g n g -  

t i q u e  e t  à l a .  t e i ~ é r a t ~ e  du l a b o r a t o i r e  pendant 18 heures. 

Ce t t e  hydrolyse e s t  a r r ê t é e  p a r  addi t ion  l e n t e  de H C 1  2 M jusgu'à un pE 2-3. 

L 'addit ion de C H C l  e t  d ' 9  O ju.squià des concentra.tions f i n a l e s  c21i CHCi - 
3 2 3 

CH30H - H 0 de 8 , 4 , 3  permet l e  déphasage selon l a  technique de F'(iLCB ( 1057: 2 
'W) . Après él i tninat ion de l a  phase sl~.périeure hydro--alcoolique, l a  phase i n f é -  

r i e u r e  contenant l e s  GSL to taux  e s t  évaporée à sec .  Les E L  sont  r e p r i s  par  

l e  mglange solvant  C H C l  - CH OH 2 /  1 v/v ek son t  conservés à -20°c sous atmos- 
3 3 

phère d ' azo te .  

Une p a r t i e  a l iquo te  de l a  phase supér ieure  e s t  somiise à une analyse pa r  chro- 

matographie en couche mince a f i n  de v é r i f i e r  l ' absence  de GSL dans c e t t e   hase. 



F I C H E  4 : CftRli\vfA7-(~GRAPHlE D'AQSORPTTUN S U R  COLONIVE D ' A C I D E  S I L l C 7 Q U E  

G. ROLISER - G. KRITCHFLJSKY - A. YAMAMOTO, 7967  ( 7 1  b ]  
K. A. KARLSSOIV QA COU. - &'.ochim. G i o p i ~ p .  Ac,&[, 1973 ,  -- 316,  31 7-335 (7-3) 

INTRODUCTION 

Au cours Cie l a  ckromatographie d 'adsorption,  l e s  rompos6s sont  l i é s  

à d'adsorbant sol ide  par  des forces  po la i res  e t  ioniques,  e t ,  plus faiblement 

par des forces  non po l a i r e s  ou de VPîl DER WAALS. L e  séparation des mélzges  

l ipidiqu-es dépend de l a  po l a r i t k  r e l a t i v e  de" chaque l i p i d e  : ce t t e  p o l a r i t é  

e s t  déterminée par  l e  nombre e t  l e  type de groupements pc i a i r e s  de l a  niolécule, 

e t  également pax l e  nombre e t  l e  type de grodpements non po le i res  ou hydropho- 

bes .  L 'é lu t ion de l a  colonne par. des sol.vaitç d e  p o l a r i t é  c r o i s s m t e  permet l a  

séparation du mélange l ip id ique  en c lasses  dont l a  p o l a r i t é  augmente égalemerit 

(~IARIITETTI , 1967 ( ~ 1 7 )  ) . 

Il convient de no t e r  que l a  sépâratiori complète des l i p i d e s  en clas-- 

s e  c ' e s t  en général  pas obtenue en une seule.  chroiratographie en ra ison des 

chevauchements de p o l a r i t é ,  Uri f ract ionnenent u l t é r i e u r  su r  couche mince ou sur  

un au t r e  type de colonne e s t  souvent nécessaire pou -  i s o l e r  à 1 ' é t a t  pur, l e s  

d iverses  c lasses  de l i p i d e s .  

M A T E R I E L  E T  METHODES 

î - P~+épnration du g e l d e  s i l i ce  selon ROUSER e t  coZZ. (2967, Tl81 : 

L'acide s i l i c i q u e  ( W L L ~ ~ i ~ ~ K R O I l ~ )  100 mesh e s t  u t i l i s é  a p è s  la,vage selon l a  

technique de ROUSER e t  c o ï l .  (1967,  ~ 1 3 ) .  

L'acide s i l i -c ique e s t  m i s  en suspension dans l e  méthanol ( 1  kg/3 1 de CF1 O H ) .  
3 

Après un con-ta,ct d.e 30 minutes, l e s  pa r t i cu les  l e s  plus f ines  sont  éliminees 

pur asp i ra t ion .  Ce lavage e s t  r6p6té 3 f o i s .  Fiiialement l e  solvant  es?, l a i s s é  

à évaporer à l a  température du 1-aboratoire. L'aci6e ç i l i c i que  e s t  ei1çui-k ac- 

t i v é  une n u i t  à 120% a v m  t l emploi. 



Le chloroform~ e t  l e  né thmo l  RP soiit d i s t i l l é s  a t a n t  I'empFoi. Nous avons u t i -  

l i s é  une colonne er, verre  de 60 cm de haut e t d e  1,5 à 2 cm de d i m è t r e ,  munie 

d'un rob ine t  en t é f l o n ,  d'un rodage femelle a f i n  de recevoir  l a  t ê t e  d'adduction 

d 'azote.  

3 - Montage de Za colonne : 

10 OU 20 g  d 'ac ide  s i l i c i q u e  ac t i vé  à 12û0c sont  remis en suspe i i s i~n  du-is 50-- 

100 rd ue C K C 1  e t  équi l ibrés  30 mn à l a  t e q é r a t u r e  du l cbo ra to i r e .  Le mélange 
3  ' 

acide s i l i c i q u e / C ~ ~ l  e s t  dégazé sous vide puis t ransvasé  dans La colonne munie 
3  

d'un bouchcn de l a i ne  de verre  e t  remplie de C H C l  /CH OH, 2/1 (v /v ) .  3 3  

La hauteur de g e l  dms  !.a colonne e s t  ae 12 2 16 cm. La col-onne e s t  easu i te  

équ i l ib rée  en c h l o r o f o r ~ e  par passage d e  200 m l  de ce solvant .  

Quand l e  solvant  e s t  2 2 rrlm au-dessus du niveau de l ' a c i d e  s i l i c i q u e ,  l iéchail-  

t i l l o n  l i p id ique  r e p r i s  dans 5 ml de C H C l  e s t  déposé au soumet de l a  colonne 
3  

à 1 'aide d'une p ipe t t e  pas teur .  Après pénétra t ion du dépôt dans 1.a col.onne, l e s  

so lu t ions  de r inçage sont  également déposées avec précaution au sommet de l a  

colonne. 

5 - E7tltims : p t ~ ~ i f i e a t i o n  des GSL (K/LRLSSOLV3 1973 ( T 3 ) )  : 

L e s  GSL obtenus après hydrolyse a l ca l i ne  douce sont  p u r i f i é s  par  ckroma.togr.a- 

phie sur colonne d 'acide s i l i c i q u e  équi l ibrée  en C H C l  La charge e s t  de 100 mg 3 ' 
de lipides/gramme d'acide s i l i c i q u e  e t  l e  volume é luant  de 10 m l  de solvan+, 

par  g r m e  d 'ac ide  s j - l ic ique.  La v i t e s s e  d ' é lu t ion  de 3 ml/mn. L'61uti.ori e s t  

obtenue par passage success i f  de : 

- CHC13, ( s o i t  200 & n i )  ; 

- - CH3011, 1/3 (v /v ) ,  (200 m l )  ; 

- CH30H (200 ml) . 
Trois f r a c t i ons  A ,  B e t  C sont  obtenues respectivement. La premisre f rac t ion  A 

cont ient  l e s  ac ides  gras ,  l e  cho les té ro l  e t  quelques pigments. 



FIGURE Pl 

ANALYSE PAR CHROMATOGRAPHIE EN COUCHE MINCE DES FRACTIONS 

FA, B ET C SEPAREES SUR COLONNE D'ACIDE SILICIQUE 

CHROMATOGRAPHIE s u r  ACIDE SlLlClQUE des 1 
LIPIDES apes  METHANOLYSE ALCALINE 

FA C FI' PE' 

cer , mgcet 

Phque de gel de r i e i c c  G aotivee 1 heurre à 1 2 0 ° C  
bolvant : CHC13-Cff30H-H20 ( 6 5  : 25 : 4 ,  v / v / v )  
m i g d o n  : 7 3 cm 
h é v S M o n  : & S a d d  à .ta Rhodamine 6G 

FA : f i a c t i oc  A 

L:: : l é c i t h i n e  hydrolysée par t ie l lement  pa r  l e  r é a c t i f  a l c a l i n  ( f i c h e  no : 
P I  : phosphat idyl- inosi to l  hydrolyse par t i e l l ement  

FE:: : phosphatidyl-6 thanolamine hydrolysée par t i e l l ement  

FB : f r a c t i o n  B 

~ -- FC : f r a c t i o n  C 



FIGURE 7'2 

ANALYSE PAR CHROPATOGRAPHIS EN COUCHE MINCE DES FRACTIONS 

FI ,  F2, F3, F 4  ET F5 SEPAREES SUR COLONNE D'ACIDE SILICIQUE 

hévéhhLun : kEn.ct2~ à l u  Rhodanune 6G 
h é a d 5  à l' a-nriplztol 



Les GSL s o n t  glués successivement au niveau des f r a c t i o n s  R e t  C .  Le schéma 

de l ' é l u t i o n  des GSL e s t  p résen té  f i g u r e  T l  a i n s i  que l e s  r é s u l t a t s  de l ' a n ô l y s e  

paz chromatographie sur couche mince des f r a c t i o n s .  

6 - Fractionnewnt des GSL neztres selon klRLSSGN, 1973 (T3) : 

Les GSL neu t res  tota.ux sont  f r ac t ionnés  par chromatographie d 'adsorption s u  

colonne d 'ac ide  s i l - i c ique  é q u i l i b r é e  en C H C l  se lon  ].es condit ions su ivantes  : 
3 

- chwge de l a  colonne : 10 à 25 mg de l i p i d e s  p a r  g r m e  d 'ac ide  s i l i c i q u e  ; 

- volume é l u s n t  de chaque f r a c t i o n  : 20 ml/g d ' ac ide  s i l i c i q u e  ; 

- v i t e s s e  d '  élu-bien : 2 ml/mn. 

L f é l u t i o n  e s t  r é a l i s é e  en augmentant l a  p o l a r i t é  du méiaiige é luan t  par des 

quan t i t é s  c~o i s sa i l - t e s  de CH 011. 
3 

Cinq f r a c t i o n s  sont  a i c s l  r e c u e i l l i e s  : 

- l a  f r a c t i o n  3'1 éluée  pax l e  melange C H C l  /CH OH dans l e s  proport ions : 98/2v/v  
11  f 1 I l  11 

3 3 
- l a  f r a c t i o n  F2 " : ç2/8 v/v 

- l a  f r a c t i o n  F3 " 
1 I 11 I I  " : 85/15 V/V 

- l a  f r a c t i o n  F4 " t t 1 1 t I 
I f  : 45/55 v/v 

- l a  f r a c t i o n  F5 " I l  I l  i l  1: 
: Q/ AC0 V/T 

. - 

Le schéma d l é l u t i o n  e s t  p résen té  f i g u r e  T2 a i n s i  que l ' é t u d e  en chrornatograrhie 

sur couche mince des 5  f r a c t i c n s .  E l l e s  correspondent : f r a c t i o n  1 ( F I )  pir ici . -  

palerrent aux céramides e t  monoglycosylcéramides ; f r a c t i o n  2  ( ~ 2 )  au mono e t  d i -  

glycosylc6raziides ; f r a c t i o n  3 ( ~ 3 )  en majeure p a r t i e  aux ài e t  t r i -glycosylcé-  

ramides ; f r a c t i o n  4 ( ~ 4 )  en majeure p a r t i e  aux tétraglycosylc6ramides ; f r ac t ion  

5 ( ~ 5 )  à des l i p i d e s  t r è s  p o l a i r e s  non i d e n t i f i é s .  



FIGURE T3 

ANALYSE PAR CHROMATOGRAPHIE E N . C O U C H E  MINCE DES FRACTIONS D ET E 

SEPAREES SUR COI-ONNE DE DEAE-CELLULOSE 

CHROfAATOGRAPHIE sur D EAE CELLULOSE des 

FRACTIONS B et C I 
C H  CI,: 
CH30H 

211 

I tg cer 

1 

....... 

wlfaîides 

] pigments 

L 

Plaque de gel de  ce G acfiuhe 7 heum 2 720°C 
nolvak& : ClicCs - CH30ii-H20 ( 6 5  : 25 : 4, v / v / v )  
rnig4cltion : 1 3  cm 
hEvé-h&oiz : ni;,ac"tii à la Rhvdanine 6C 



F l C H E  5 ' : CtmOrZZP,TOGRAPHlE D ' ECffANGE TONIQUE SUR CULUNPJE DE QEAE 
CELLULOSE 

K.A .  KARLSSON ek e o U . ,  BicCkiyi~. Eiophyn. A&, 7 973,  '316, - 377-335 ( 7 3 )  
ROUSER ek c o u . ,  7967 ( T i t i )  
Lipr! chnorna;togtnpkic cwzaQ~&, DEKKER iilc NY v o l .  1, 99-7 6 2  

INTRODUCTION 

La séparation des l i p i d e s  par chromatographie d'échange ionique e s t  

basée silr 1' échange de grou.pen;ents i o n i q ~ e s .  Cependant, des d i f férences  de 

l a r i t é  dûes à des grocpexents non ion i sés  comme -.es groupes hydïoxyls peu-feiit 

également i c t e rven i r .  

Trois  g rmds  groupes de l i p i d e s  sont  généralement séparés : 

- les l i p i d e s  non ion i sés  : neutres  ; 

- l e s  l i p i d e s  zwit terioniques ; 

- l e s  l i p i d e s  ac ides .  

Chacun de ces t r o i s  groupes, peut  e t r e  fractionné en fonction de l a  

d i f férence de polari t ,é  e t /ou  dl a c i d i t é .  

Deax types de support pour l a  chrom,tograj?liie d'échange ionique sont 

poss ibles  : l a  DEAE ce l lu lose  (=  dié thylminoéthyl-ce l lu lose)  e t  l a  TINE ce l -  

l u lo se  (= tri6thylaxinoéthyl--cellulose). La première e s t  générelement u t i l i s é e  

pour l a  séparation des l i p i d e s  en  c l a s se s ,  tandis  que l a .  seconde permettra l a  

sgpzration des l i p i d e s  ne possédant que des grocperaents carboxyls coime seu l s  

groupements ioniués ( ex  : l e s  acides b i l i a i r e s  e t  l e s  gangl ios ides) .  

MATERIEL ET METHODES 

1 - Préparation. de la DEAE selon I'&AN-RORE:ZI' (1975, 11'29) : 

La D v I 2  ce l lu lose  (DE 1 1  Whatman) de haute capacité d16chnriye e u l ;  mise à gon-- 

f l e r  dans l ' e a u  d i s t i l l é e .  Après deux lavages à l-'eaii d i s t i l l é e  e t  61iminu,i;icn 



des p a r t i c u l e s  t r o p  f i n e s ,  l a  DEAE cel l i i ïose  e s t  mise en contact  avec de l a  

soude 5 % penàant 30 mn (60 g DEl= - 300 m l  de NaOH à 5 %),  puis  e l l e  e s t  

lavée par  passage d 'eau d i s t i l l é e  jusqu'à obtention de l a  n & t r a l i t é .  La D U E  

ce l lu lose  e s t  ensu i te  convert ie sous forme acé ta te  pa r  vn contact  de 30 minu- 

t e s  avez H C-COOH 2 10 %.  excès d 'ac ide  e s t  élîminé par lavage à l ' e a u  dis-  
3 

t i l l é e  e t  au  méthanol. La DFXE cell i l lose e s t  d o r s  équ i l ib rée  dans l e  mélange 

solvant  CHC13-CH OH dans l e s  proport ions 2/1 (v /v ) .  
3 

2 - Montage de la  colonne : 

On u t i l - i s e  une colonne à chromato&~aphie de 1,5 cm de diamètre e t  60 cm de 

haut munie d'un rob lne t  en t é f lon  dans l e  bas,  d h e  t ê t e  rod6e pour l 'adduc- 

t ion  de 1 ' azote.  

Ie rnélange cle DEAE-cîllulose e t  de CECl /CH OH e s t  versé dans l a  colonne jus- 
3 3 

qu'à l ' ob ten t ion  d'une colonne àe 20 cm 3 cm de haut .  E l l e  e s t  équi l ibrée  7?:4,r 

passage de 200 m l  de solvant  C H C l  -CH OII 2/1. 
3 3 

3 - Dépôt de ZtéchantiZZon : 

L'échant i i lcn  es% r e p r i s  dar,s 5 m l  de solvant  C H C l  -CH,OH 2/1 (v /v )  e t  dépos6 
3 2 

à l a  p a r t i e  supérieure de l a  colonne. 

4 - Elution : purification des GSL neutres e t  acides (selon XARLSSCid 
e t  col l . ,  1973 f T 3 )  : 

k s  glycosphingolipides to taux p u r i f i é s  son t  soumis à un fractionnement par 

chromatographie d'échanges ioniques sur  colonne de DEAE ce l lu lose  équi l ibrée  
i 

en C H C l  -CH OH, 2/1, v/v. 3 3 

La cnarge e s t  de 50 n g  de lipides/grarnme de DEAE cel.iulose . 
~ ' é l u t i o n  e s t  assurée par l e  passage success i f  de : 

1 - CHC13-CH3@H, 2/1 (v /v )  È ra ison d.e 100 m l  par gramme de ce l lu lose  ; 

2 - CH OH contenant 5 % de L i C l  à ra ison de 25 m l  par g r m e  d.e ce l lu lose .  
3 

. \ D e u x  f r a c t i ons  D e t  E sont  obtenues respectïvement ( f'igm e T 3  ) , l a  prernlere 

f r a c t i on  D cont ient  l e s  GSL neutres .  Les GSL acides sont  éltzés au niveau de 

l a  f r ac t i on  E. Afin ü ' é l i ~ i i n e r  l e  L i C 1  contenu dans l e  solvant ,  l a  Lractlon E 

e s t  mise à dial.yser 4 jours contre de l ' e a u  dis-bi l l&.  Les GSL acides ,  con-t'enus 

dans l a  ptîase i n f é r i e m e  âpr?s déphasage, sont  r e c u e i l l i s  e t  évaporés ?i sec 

s0u.s vide e t  l e  rés idu  1-epris pax l e  mélange CHCL3--CH30H, 2/1, v/v. 



F l C H E  6 : CffRUi\1ATOGRAPff7E SUR COUCHE M I N C E  DES G1.YCOSPffTNGULlPlDES 

-- 

La chromatopashie sur  couche mince e s t  l e  moyen l e  p lus  a i s é  poux 

séparer e t  i d e n t i f i e r  un mélange l i p id ique .  

- Gel de s i l i c e  G ( ~ e r c k )  à ra ison de : 50 g ge1/100 ml- d'eau d i s t j . l l6e  

- E t d e u .  Desaga - pleque de verre  20 cm x 20 cri 

- Epaisseur de l a  couche de g e l  : 250 u 
- Application des échant i l lons  à l a  seringue Hamilton sous courant 

d 'azote  a f i n  d ' év i t e r  l e s  dénaturat ions 

- Dépôt : 20 à 80 Dg de l i p i d e s  

- Cuves de type Desaga ( 1 1  x 21 x  21 cm) e t  cuves sandwich de type 
Des aga. 

? .  

SYSTEME SOLVANT 

De nombreux systèmes solvants  ont é t é  d é c r i t s  pou- assure r  l a  sépa-- 

r a t i o n  des d iverses  c lasses  de l i p i d e s .  Nous avons préféré  l e  nélange suivant : 

qui a s s w e  l a  séparat ion des GSL en fonction du nombre de rés idus  or;idiqi;es pré- 

s en t s  dans l a  molécule (ROUSER e t  c o l l . ,  1968 ( ~ 1 8 )  ; KUIi1,SSON e t  c o l l . ,  

1973 ( ~ 3 ) ) .  

DETECTION 

1 - Réactifs de détection génBraZe : 

a )  ve~e -US  d ' iode.  Ell-es s e  f ixen t  au ni~-~ea,u  des doubles l i a i s o c s  d e s  acides 

gras. Les l i p i d e s  non sa+.xrés apparaissent  en brun sur  Tond Jarne, 



b) Rhodamine 6 G .  Ce r é a c t i f  e s t  obtenu par  d i l u t i on  extemporanée de 1 volume 

d 1  une solut ion mère de Rhodamine à 50 mg/ l i t re  d'eau avec 1 'volume de NaOE I ~ N  

~ ~ r è s  pu lvér i sa t ion  e t  examen sous lumière u l t r a v i o l e t t e  des plaques encore 

h d d e s  : 

- l e s  p h o s p h a t i d ~ s  e t  l i p i d e s  ac ides  apparaisserit en bleu ou pourpre ; 

- l e s  l i p i d e s  neutres e t  phosphatides neutres  en jaune-orange ; 

- l e s  produi ts  de peroxydation en b leu  g r i s  ; 

- l e s  pigments de type chlorophylliens e t  caroténoides en b leu  in tense .  

Lorsque l e s  plaques sont  sèches, l e s  l i p i d e s  apy;.maissent en jaune. 

2 - Rt7"aetif.s de &teetion d ~ s  GSL : 

a) Reactif  de rgvéla t ion des e é r a ~ i d e s  (KARLSSOTT-PASCIIER, 197 1 ( ~ 2 0 )  ) - . Par pu]-- 

vé r i sa t ion  d r s  plaques avec m e  so lu t ion  d1a,c6tate cu?rique à 3 % dans H3P04 

à 8 $ en mil ieu  aqueux. 

Après 25 minutes à 200°c, l e s  composés de types céramides apparaissent  en brun. 

Les conposés insa tu rgs  apparaissent  p lus  rapidement. 

b )  - Réactif  à l lanaE-;ol  r61~é la teur  des g lycol jp ides  (c6ramides-~ulfo1i:1ides et,  

gangl ios ides)  . Les plaques sont pulvér isées  avec ilne solution O.'anaph-i;ol à 

0,5 % dans l e  mél-ange CH,OH - H O ( 1/1 v/v) pu i s  après séchage à 1' a i r  l i b r e ,  
J 2 

avec un mélange acide sulfurique - eau (!12s04 - H20 (95-5, v /v ) .  

La plaque e s t  en su i t e  c h ~ u f f é e  à llOOc jusqu'à appari t ion des glycolip:.des sous 

forme de -taches oourpre -violacé sur fond blanc.  Les l i p i d e s  po l a i r e s  apparai.z- 

sen t  en jaune e t  l e  cho les té ro l  en rose  g r i s .  

c )  Réactif  à l a  henzidine spécif ique de l a  l l a i s o n  arni.de des GSL. -- -.-- 

- so lu t ion  I : 

acide péWadXqcse.. ...................... 228 mg 

eau din-tLUée.. ........................ 7 0 ' d  

Cette  solut ion e s t  d i luée  au 1/20 dans l ' acé tone  au moment de 1"rflploi. 

- s c lu t i on  II : 

6 e ~ ~ ~ n e  ...................S........, 184  ~g 

CH3C00H Rp. ............................ 0 , 4  m2 

eau d d z a g e .  ......................... 4,4  me 



La so lu t ion  1 di luée  au 1/20 e s t  ~ u l v é r i s é e  sur  l e s  plaques a in s i  que l a  solu- 

t i o n  II 5 minutes après l a  première. 

Les GSL apparaissent  en blanc su r  fond bleu.  

d )  Réactif  3 l a  ninhydrine spécifique des bases l i b r e s .  ,Solution révé la t r i ce  de : 

Après pu lvér i sa t ion  des plaques, l e s  bases à longues chaînes l i b r e s  apparais- 

sen t  en rose .  Cet te  coloration e s t  i n s t ab l e .  

3 - Réactif des phosphoZipides : 

a )  Réactif de Zinzadze. 

- solut ion 1 : 

Mo0 3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4 0 , I I  g 

tl SO 25 N..... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1000 r i  2 4 

B u l l i t i o n  douce jus qu'à d issolut ion t o t a l e .  

- solu-tion II : 

.................... Poudtte d e  Molybdène 7 , 7 b  g 

So luLLon  l............................. 500 r d  

15 minutes d ' ébu l l i t i on .   près élimination des rés idus ,  mélanger I e t  II, vo- 

lume à voliune,puis a jou te r  2 volimes d'eau. 

b )  Réactif  de Dragendorff ( spéc i f ique  de l a  chol ine) .  

- solut ion 1 : 

.......................... B1(NOjj3 5H20 1,7 g 

CH3COOff 20 ............................ y s p  IO0 WL 

- so lu t ion  II : 

7 K .  ..................................... 40 9 
€au a m é e  .......................... qbp 700 r d  



Solution f i n a l e  par  mélange extemporané 

5 t& de 601Ldbn 2 

5 m.t de ao-n I I  

20 i t t e  de Cff3COOff RP 

100 n-d? d ' m u  din;tieeéc? 

Les  phospholipides contenant l e  groupement choline apparaissent  en orangé sur 

fond jaune p a . e  en quelques minutes. 



FICHE 7 : PUR7FTCAJTON DES GLYCOSPHTNGOL7PIDES PAR CHROMATOGRAPHIE 
SUR COUCHE MINCE 

Les GSL obtenus au niveau des f r a c t i ~ n s  : 

FD = GSL neutres+ pigments 

FI = Céramideç + ( ~ E e r )  

F2 = ( M G C ~ ~ )  + DGCer 

F3 = DGCer t. TGCer 

F'4 . = ( T G C ~ ~ )  - T3GCer 

F5 . = T E e r  - TF?GCer - l i p i d e s  po l a i r e s  

nécess i t en t  une étape supplémentaire de pu r i f i c a t i on  par chroma,tog-aphie pré- 

pa ra t ive  s u r  couche mince en g e l  de s i l i c e  a f i n  d 'obtenir  chaque c lasse  d e  GSL 

à l ' é t a t  pur. 

Les f r a c t i ons  correspondant aux divers  GSL neutres e t  acides sont  

évaporées à s ec ,  r ep r i s e s  dans 100 p l  - 200 pl de CII OH - C H C l  (1 /2  v/v) 3 3 
pu i s  déposées dans l e u r  t o t a l i t é  sur  des plaques de gel  de s i l i c e  ac t ivges  

30 minutes à 120°c (vo i r  f i che  no 6 ) .  

La migration e t  l a  séparat ion des GSL sont  assllrées par  l e  solvant  

CHC13 - CB30H - H20 (65-25-4 (v/v/v) ) . L '  emplacemeiit des taches e s t  révélé  par 

pu lvér i sa t ion  d'une solut ion de Rhodamine 6~ e t  l e c tu r e  des plaques en f luo- 

rescence a f i n  de ne pas modifier l a  s t r uc tu r e  des acides gras contenus dans l e s  

d ivers  GSL. 

AprSs séchage des plaques, l e s  taches correspondm-t aux d ivers  GSL 

r (Cer - MGCer -- DXer ,  e t c .  . . ) sont  g r a t t é e s  e t  in t roduj  t e s  dans de ~ e t i . t e s  

ampoules à décanter .  Après addit ion de C H C l  ( 5  ml.) e t  de CH30H ( 5  ml) l ' é l u -  3 
t i o n  des C-SL s e  fait par  ag i t a t i on  vigoureuse pendant 10 minutes. 



TABLEAU T 3  

FRACTIONNEMENT DES GLYCOSPHlNGOLlPlDES TOTAUX 

1 ACIDE SILICIQUE 1 E Q U I L I B R E  1 

C/M 2:1 , M+5% LiCl 

6 GsL a GsL 

NEUTRES AC1 DES 

DIALYSE 

CHLOROFORME 

CHC13+ CHCI, + CHCI, + CHCI3- 
êH30H CH30W CH?OH CH30H CH3QH 



L'addit ion de 4,5 ml d'eau d i s t i l l é e  e t  l ' a g i t a t i o n  pendant une m i -  

nute permettent l e  déphasage qui  e s t  tota.1 après 18 heures à + hoc. La  phase 

i n î é r i eu r e  chloroformique contenant l e s  G9L e s t  r e c u e i l l i e  e t  évaporée sous 

azote.  

Le rgs idu s ec  r e p r i s  p a r  1 m l  de mélange solvant  C H C l  - CH30H 3 
2/1 (v/v)  e s t  gaxdg sous atmosphère d 'azote à - 20°C en tubes s c e l l é s .  

La ~ u r e t é  des f r a c t i ons  l ip id iques  e s t  t e s t é e  pa r  d~romatograpilie 

ma ly t i que  en couche lnince ( f i che  5), d'une p a r t i e  a l iquo te .  



FICHE b : COUPLAGE DES DIVEUSES TECHNTC&!ES ET PROTOCOLE DE 
PURiFICATSO?J DES GLYCOSPHT NG01.7PlDES 

? 

K.4. KARUSUN et COU., Gcochim. Biaph.yb. A c t a ,  7973,  3 1 6 ,  377-535 ( T 3 )  - 

Afin d ' o b t e n i r  chaque c lasse  de giycosphingollpides,  c ' e s t  à d i r e  

C e r ,  NGCer, DGCer, TGCer e t  TrGCer, nous avons s u i v i  l e  protocole  présenté  

t a b l e a u  T I I I .  

Ce protocole  préconis6 ptir KARLSSON, 1973 ( ~ 3 )  correspond aux sé- 

quences suivaates : 

- e x t r a z t i o n  des l i p i d e s  to taux  ( f i c h e  1 )  ; 

- hydrolyse des Lipides  t o t a u x  e t  05tentS.on Ùes GSL to taux ( f i c h e  2 )  ; 

- p u r i f i c a t i o n  des GSL to taux  p a r  chromatographie d'adso.rption s u  colonne 
d ' ac ide  s i l i c i q u e  ( f i c h e  3) ; 

- fractionnement des GSL to taux en GSL neu t res  e t  acides ( f i c h e  4 )  ; 
- fractionnement des GÇL neutres  en Cer, MGCer, DGCer, TGCer e t  TrCer ( f i c h e  3) ; 

- p u r i f i c a t i o n  des Cer, MGCer, DGCer, TGCer e t  TrGCer par  chrornatogr~phie 
préPara t ive  su r  couche inince ( f iche  6) . 



FICHE 9 : DOSAGE FLUORZMETRi2UE DES GLYCOSPHiNGOLTPIDES 

I N T R O G U C T I  ON 

Les GSL forment une c lasse  de l i p i d e s  complexes c a r a c t é r i s é s  pa r  l a  

présence de N-acyl-sphingosine , l i é e  s o i t  à des hexoses ((;SI, neut res  ) ou à 

hexoses s u l f a t e s  ( s u l f a t i d e s )  ou à des o l igosacchar ides  con tenmt  de l la ,c ide  

s i a l i q u e  ( g m g l i o s i d e s )  ou erifin 5 l a  phosphorhol.lrie ( spkiingomyéline3 . 

Seuls l e s  dosages de l a  sphingosine e t  des basss hoaclogues pernet-  

t e n t  d'éwi.l.uer l a  teneur  en GSL d'un t i s s u .  Eii e f f e t ,  s i  l e s  d ive r s  subs t i tuan t s  

de l a  base peüvent e x i s t e r  à des concentrati.ons .variables selon l e s  GSL, une 

seu le  molécule de sphingosine pa r  molécule Cie sshingolipide e s t  présente  chez 

tous  l e s  GSL connus. 

Quatre types de méthodes ont  été rapportés paur l a  d6terminat;i on du 

t a u x  de sphingosine . 
L a  sphingosine l i b é r é e  ps r  hydrolyse acide des GSL (GATER-sWEELEY, 

1965 ( ~ 2 2 )  ) s e r a  e n s u i t e  dosée pa r  chromatographie en phase gazeuse (~EISS,  

1967 ( - 3 )  ) , après  oxydation en ddéhydes  l i b r e s  (KAIILSSON, 1970 ( ~ 2 4 )  ) ou 

sous forme de diméthyl a c é t a l s  ou enf in  après  t r i m é t h y l s i l i l a t i o i  (CARTER- 

GAVER, 1967 ( ~ 2 5  ) ; GAVER-SWEEUY , 1965 ( ~ 2 2 )  ; KARLSSON , 1970 ( ~ 2 4 )  ) . 

A ces techniqiles s 'opposent l e s  techniques col orimétriqizes où l a  

sphingosine e s t  complexée avec un colorant  q u i  seut ê t r e  : 

- s o i t  l e  méthyl-orange (CA~~TER-GAVER, 1967 (T25 ) ) ; 

- s o i t  la. ni.nhy6rine ( L A ~ ~ - T R I \ ~ ! ~ ,  1962 ( ~ 2 6 )  ) ; 

- s o i t  l e  TXBS : acide t r in i t robenzène sulfonique (SIAKOTOS, 1967 ( ~ 2 7 )  ; 
SMOTOS e t  c o l l . ,  1971 (~28)). 



Trois  techniques f luorimélrlques ont é t é  égalem?nt déc r i t e s  u t i l i -  

sant : 

- l e  1-naphtylamino-4-sdfonate ! SIAKOTOS e t  c o l l .  , 197 1 ( ~ 2 8 )  ) ; 

- ou l a  fluorescamine (COUS-GRAY, 1970 ( ~ 2 9 )  ; KISIC-JIAPPORT, 1974 ( ~ 3 0 )  ) . 
Les c r i t è ~ e s  de r ep roduc t i b i l i t é ,  s e a s i b i l i t é ,  s p é c i f i c i t é  e-fd rap i -  

d i t é  d 'exécuticn nous on t  guidés dans le choix d'une technique de dosage 

des GSL. 

La technique u t i l i s é e  e s t  c e l l e  préconisée par  MAO1 (1974, ~ 2 1 )  

quand l e s  GSL peuvent contenir  des hexosamines ou céder des amines primaires 

hydrosolubles. 

La sphi;~gosine,  l i b é r é e  par  hydrolyse acide des GSL e s t  ex. trai te  .du 

mi l i eu  aqueux par  Pe dié thyl-é ther ,  pu i s  -.n présence de fluorescdiui.ne donne 

un complexe f luorescen t ,  dont 1 ' i n t e n s i t é  de f luorescerlce e s t  proport ionnelle 

à l a  quan t i t é  de sphingosine l i b é r é e .  

MATERIEL E T  METHODES 

1 - Réactifs : 
- agent d'hydrolyse H C 1  N en méthanol aqueux ( C H  OH - H O : 82-18 v/v)  ; 3 2 
- NaOH 2N ; 

- tampon borate  de sod-iun 0,2 M de pH 8,O ; 

- dié thyl-é ther  ; 

- diéthyl-6 t h e r  contenant 0 ,O 15 % de fluorescamine (~luram des Laboratoires 
Roche ) . 

Les e x t r a i t s  de GSL (1-100 nanomoles) sont  chauffés en tubes v i s sés  à 70°C 

pendant 18 heures en présence de 0,5 ~1 d'HC1 1 M en rnéthmol aqueux. 

Après refroidisselrient su r  g lace ,  l 'hydrolyse  e s t  arruêtée pal- addit ion de 

0,25 ml de NaOH 2ii e t  0,75 m i  de t a m ~ > ~ r i  borate C),2 M de pH 8 ,0 .  

Pu i s ,  1,5 rill de digthyl-éther sont  ajollt+$s a i n s i  que 0,5 m l  de di6tiîyl.-étlier 

contenant 0,015 % de fluorescômine. 
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Après ag i ta t ion  vigoureuse su r  Vortex e t  déphasa.ge , l a  phase é thérée  supérieu- 

r e  e s t  prélevée. L ' i n t ens i t é  de l a  fluorescence e s t  appréciée s u r  spectro- 

f luorimètre Zeiss pour une longueur d'onde d ' exc i ta t ion  de 385 nm e t  une ion- 

gueur d'onde d'émission de 480 nm. 

Les spectres  d'émission e t  d 'exci ta t ion,  a i n s i  que l a  l i n é a r i t é  de l a  courbe 

é ta lon  ont é t é  v é r i f i é s  e t  sont  présentés respectivement ÎigureT4 e t  

figure275 . 
Les r é s u l t a t s  sont exprimés en nanomoles de GSL/g de t i s s u  lyoph<.lisé. 

Quatre dosages ont  été r é a l i s é s  pour chaque -type de t i-ssus en fonction du gé- 

notype, du mode e t  du temps de po l l i n i s a t i on .  



F I C H E  10 : HYDROLYSE A C I D E  D E S  GLYCCiSPHIMÛOL T P I D E S  
f 

R.G. G A V E R  eA C . C .  S W E E L E Y  
J. Ameh. o i l  Cherri. Soc . ,  7965, 4 2 ,  294-298 ( T 2 2 )  

INTRODUCTION 

La l i bé r a t i on  des ac iees  gras  c o n s t i t u t i f s  des l i p ide s  dépend de l a  

s t r uc tu r e  de ces l i p i d e s .  

Les l i p i d e s  ne contenant que des .û-acyl-esters ,  pas de plasmalo- 

gènes n i  d ' e s t e r s  de cho les té ro l ,  sont  facilement dé t i i l i t s  s o i t  pa r  hydrolyse 

acide ou e l ca i i ne  , s o l t  pax méthanolyse d i r e c t e .  

Les l i p i d e s  contenant des l i a i s o n s  de type : acides gras-groil-pe~ents 

amides, t e l s  que l'es sphingol ip ides ,  l e s  l ipopolgsaccharides e t  l e s  N-acyl- 

aminoacides , néces s i t en t  des conditions d'hydrolyse p lu s  d r s s t i q i ~ r s  que l e s  

O-acyl-esters . Deux muodes d'liyàrolyse ( a l ca l i ne  e t  ac ide  ) seront  proposés. 

Lfhydrol.yse &cd- ine  préconisée -par KARLSSON ( 1968, T32 ; 1 9 6 9 ~  Ti0 ; 

1973, T3-T31) e s t  moins u t i l i s é e  (MORNSON, 1969, ~ 1 2 )  que l 'hydrolyse acide 

(BARTSCH, 1970, TG ; COUS--FOOTE, 1974, T33 ; GA\TERSWl!:ELEY, 1965, TL2 ; 

HARWOOD-JAMES, 1975, T9 ; HIGASI-II-HORI, 1568, Tl3 ; NA01 e t  c o l l . ,  1974, T21 ; 

SUGITA e t  c o l ï . ,  1974, T8 par exemple). 

Quatre tyses  de r é a c t i f s  acides peu-vent a s s i r e r  l a  des t ruct ion des 

glycosphingolipides et; l i b é r e r  quantitati.vemer,t l e s  bases ,  oses et, acides 

gras  s o i t  : 

- un r é a c t i f  anhydre obtenu en f a i s a n t  barboter  du H C 1  gazeux dans du m6-tllanol. 
mhydre ; 

- un r é a c t i f  E C l ,  I N  - CH OR aqueux obtenu pa r  d i l u t i on  d'IIC1 conceritré 
3 :  ( 8 3 5  m l )  daris du &%han01 (ççp 100 ml)  ; 

- im r é a c t i f  H C 1 ,  1A .- CIi,GH cor;i;enzn% 10 M dlH,O (GAVER-SWEELEY, 1365, ~ 2 2 )  ; 
J C. 

- un r é a c t i f  liC1, 2If - CH OH ( SWZELEY--1qOSCATELL1, 1959, ~ 3 4  ) . . 3  



FIGURE T6 

SCHEMA DES EXTRACTIONS SELECTIVES POUR L ' I D E N T I F I C A T I O N  

DES CONSTITUANTS DES GLYCOSPHINGOLIPIDES.  



La présence d 'eau dans l e  r é a c t i f  d'hydrolyse augmente l e  rendement 

de c e t t e  hydrolyse. 

A.insi nous avons p r i f é r 6  l a  technique pr6conisée par GAVER e t  SWEELEY 

(1965, ~ 2 2 )  car e l l e  l i b è r e  l a  totali'cé des Lases e t  minimise i a  production 

d ' ax té fac t s  indési rables  t e l l e s  l a  formation de 3-0 méthylsphingosiiie e t  ceLle 

de l a  5-0 méthyl A sphingosine. 
3 

MATER1 E L  E T  METHODES 

Solut ion d '  acidn chlorhydrique dans du mgthan01 aqueux, préparé comme s u i t  : 

Obtention d'une so lu t ion  H C l  1 M  contenant î O  M d'eau. 

2 - ProtocoZs opératoire : 

Deux rog de GSL sont r e p r i s  par  1 m l  du r é s e t i f  d'hydrolyse. 

L'hydrolyse s e  f a i t  à J O O C  pendant 18 à 23 heures sous atmosp3ère d 'azote.  

Au terme de l 'hydrolyse ,  l e s  échant i l lons  sont r e f r o i d i s  jusqil'à l a  teinpérz- 

t u r e  ambiante, ce qui  perlnettra après ex t rac t ions  s é l ec t i ve s  ( f igure  1 '6 )  l e s  

analyses u l t é r i eu re s  par  chromatographie en phase gazeuse. 



F IGURE 4'7 

PROTOCOLE D'ANALYSE DES ACIDES GRAS CONSTITUTIFS DES 

GLYCOSPHINGOLIPIDES 

1 hydrolyse des GSL 

1 purification 
sur C O U G ~ ~  minces 

1 dans le benzène et 

t 
ACIDES GRAS METHYLES 



F I C H E  1 1  : PREPARnT7UN DES ESTERS METUYLIQUES D'ACIDES GRAS 
* 

INTRODUCTION 

L ' iden t i f i c a t i on  e t  l a  r é p a r t i t i o n  des ac ides  gras des d i f f é r en t e s  

c l a s s e s  de l i p i d e s  se  f o n t  sous forme d ' e s t e r s  inéthyliques par  chromatographie 

gaz-liquide. La f i xa t i on  d'un gïoupement siléthyle sw- l a  fonction acide des ac i -  

des g ras  pas une l i a i s o n  e s t e r ,  permet d ' aba i s se r  3-a tempgrature de vaporisat ion 

de ces  composés e t  de diminuer l e s  e f f e t s  d 'adsorption sur  l e  suppcrt  imprggn6 

de phase s t a t i onca i r e  . 

Des deux &thodes proposées qui conduisent à 1% préparation des e s t e r s  

méthyliques d 'ac ides  g r a s  : 

- 1 'une corilprend une saponirica.tion s7divie d ' m e  méthy.la.tioon ; 

- 1 ' a u t r e ,  permet; d 'ob ten i r  directement par  t , ranses tér i f ic .a t ion,  ].es e s t e r s  
méthyliques à p a r t i r  des l i p i d e s .  Nous avons re tenu l a  seconde. 

La transmgthylation en e f f e t  p lus  rapide  e s t  réalisGe ea quelques 

minutes pa r  act ion de l a  température sur  l e s  l i p i d e s  en présence : 

-- de d.iazooîéthame en so lu t ion  dans l e  mélange aéthanol. é ther  ; 

- de =éthanol-HCI gazeux (HOSHI e t  c o l l . ,  1973, ~ 3 6  ; C-PSELEY, 1974, ~ 3 6 )  ; 

- de méthanol-tr if luorure de Bore (BF 3 )  (METCALFE-sCKMIDT, 1961, ~ 3 8  ; 
l4ETCALETF: e t  ~011.. , 1966, T39 ; MOHNION-SIiIITH , 1964, 'Y110 ) ; 

- de mgthoxyde de sodium (METCRLFE e t  c o l l . ,  1966, ~ 3 9 )  ; 

- de métharlol-trichlorure de Bore   AC^ ) (KLOPTEKSTEIN, 1972, T37). 
3 

Cependant, a f i n  d ' é v i t z r  l ' i n s t a b i l i t é  de ces r6ac-t ifs  e t  l a  produc- 

t i o n  d ' a r t é f a c t s  (DAWIDOTY~ICZ-THOIPSON, 1971'~ Tb1 ; JOIiIJSOSi e t  c o l l . ,  1-76, y42 ; 

KISHIiioTs-RADIX, 1965, ~ 4 3  ; IJOLJGE, 1961i, '744) , nous avoris opte pour une, Srans- 

rd thy la t ion  par l e  rnélaxxge méthanol-w SO bien que c e t t e  dernière  technique' 2 4 
s o i t  p lus  longue. 



FIGURE T 8  

SEPAKATION E T  PURIFICATION PAR CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE 

DES ESTERS METHYLIQUES D'ACIDES GRAS 
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METHODES 

Les diverses  étapes son t  sch6matisées dans l a  f igure  2'7. 

2 - Extraction : 

 près hydrolyse selon l e  protocole d é c r i t  ( c f .  f i c h e  g ) ,  l e s  acides g ras  l i bé -  

r é s  ne son t  que par t ie l lement  e s t é r i f i g s .  I l s  son? donc e x t r a i t s  sélectivement 

pa r  3 f o i s  3 KL de n-hexane en n e  de sub i r  iuze ' ~ r anse s t6 r i f i c a t i on .  

Les acides  gras contenus dans l e  n-hexane sont  gvaporés à sec ,  e t  r e p r i s  ensui te  

pas 3 id de rnéthailcl addit ionnés de 10 goutt.es d 'ac ide  sul fur ique concentré. 

La trdnsméthylation s e  déroule à 70°C pendant 2 heures.  

 près re f ro id i s senen t ,  l e s  e s t e r s  méthyliques d 'ac ides  gras sont  transvasés 

dans une ampoule 2 décanter  avec 3 nL d 'heptmc e t  3 mi d'eau d i s t i l l é e .  Après 

ag i t a t i on  e t  déphasage, l a  phase susérieure heptanoique e s t  f i l t r é e  su r  su2 f a t e  

de sodium anhydre, pu i s  évaporge. Les e s t e r s  méthyliques sont  r e p r i s  pa r  50 vi 

de chloroforme en vue d'une pur i f ica t ior i  sur g e l  de s i l i c e .  

3 - Purifieatioiz des esters rnétizy~i~ues : 

La  trmsmé thy la t ion  n ' é t a n t  jamais complète, -un f a i b l e  pourcentage d '  acides 

gras ne son t  pas méthyléç p u i s q u ' i l  s ' a g i t  d'un équ i l i b r e ,  il e s t  donc indis-- 

pensable d 'é l iminer  ces composants a i n s i  que l e s  éventuels  contaminants pro- 

venant des solvants  u t i l i s g s .  Pour ces ra i sons ,  il convient de p u r i f i e r  l e s  

e s t e r s  méthyliques par  chromatographie sur couche mince. 

Les e s t e r s  méthyliques en so lu t ion  dms l e  chloroforme sont  déposes s w  des 

plaques de g e l  de s i l i c e  G ac t ivées  10 minutes à l l Q ° C .  

Le solvant  de migrz-Lion e s t  Le benzène. 

Après migration,  l e s  f r a c t i ons  sont  révél6es pain pu lvér i sa t ion  d ' m e  solu.t!.on 

de Rhodmine 6 ~ .  Le spot  correspondant aux e s t e r s  méthyliques repéré grâE-% /g, 
l ' u t i l i s a t i o n  de témairis ( f i gu re  YS) e s t  g r a t t é .  Le ge l  de s i l i c e  e s t  dépb&$ 

-. - 
duis  une p e t i t e  col-onne à chromatogrzphie dont l ' ex t i6mi té  inr"érieixe e s t  gar- 

n i e  de l a i n e  de ver re .  

ap r è s  6-raporation, l e s  e s v e r s  son t  r e p r i s  par  l e  su l fu r e  de carboae e-L analysé:: 

pa r  chromatographie gaz21iquide. 



F I C H E  1 2  : E T ü û E  DE LA C O M P O S I T I O N  EN A C I D E S  G W  PAR CffR0MA~TC)GRAPHIE 
GAZ- L72U7DE f 

MATER 1 ELS 

La compositioil en acides  g ras  des d i f f é r en t e s  f r a c t i ons  de GSL a é t é  

r é a l i s é e  sur  un appare i l  Varian 1800, équipé d.'un détecteur  à ion i sa t ion  de 

flamme. 

D e u x  types de colonnes peuvent ê t r e  u t j . l i sées .  

- Une colonne de type standard en a c i e r  inox, de 3 ~nè t r e s  de long e t  3 rnm de 

diamètre,  remplie de diéthylène-glycol-succinate (DEGS) 2 10 % en poids s u r  

un support  i n e r t e  (chroruosorb W) de granulométrie 60180 mesh AW. L1st.nalyse 

s ' e f fec tue  à 176Oc, l e s  terrp6ratur.e~ de l ' i n j e c t e u r  e t  du détecteur sont rcs -  

pectivement de 210°C e t  220°C environ. Le déb i t  du gaz vecteur (azote  R) e s t  

de 25 r.tïi/minu-te à l a  s o r t i e  de l a  colonne. 

- Une colonne c a p i l l a i r e  en a c i e r  inox de 50 mètres de long et O,? m de dia-  

mètre, remplie de Carbo-wax 20 m. Les tem;?ératures de l ' i n j e c t e u r  e t  du détec-- 

t e u r  s o r t  respectivement de 250°C ; l a  colonne e s t  s t a b i l i s é e  à 22a°C. L'azote R 

e s t  a&nis à l a  pression de 9,3 bar  2 l ' e n t r é e  de l a  colonne. Ce type de colonne 

permet l ' ana lyse  de t rès  f a i b l e s  quan t i t é s  d ' e s t e r s  méthyliques. Le pouvoir de 

r é so lu t i on  meil leur e t  l e  temps d'analyse r é d u i t  permettent l ' analyse  d 'ac ides  

g ras  t rès  longs t e l  que l ' a c i d e  lignocérique ( ~ 2 4  : O )  e t  nervonique ( ~ 2 4  : 1 ) .  

IDENTIFICATION DES ACIDES GRAS 

Lf idec t i f i ca , t ion  de tous  l e s  acides gras  r e s t e  u n  probl2me d i f f i c i l e  

à résoudre : auc=e méthode p r i s e  séparément ne permet d ' i d e n t i f i e r  avec cer- 

t i t u d e  tous 1-es ac ides  g ras .  L ' u t i l i s a t i o n  simultanée des principal.es méthodes 

permet cependant d ' i d e n t i f i e r  l a  p lupar t  de ces acides  gras .  



F 1 GURE 

nombre d'atomes de carbone 

détermination de la longueur 
de la chaine carbonée 
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paramétres pour l'évaluation de la 
çurface des Pics de G .  L .Cg 



1 - Comparaison des temps de rétent ion : 

Cette méthode e s t  c lass ique e t  rapide .  11. s a f f i t  de comparer l e s  temps de ré ten-  

t i o n  des p i c s  inconnus, avec ceux obterAus p o w  l e s  e s t e r s  méthyliques d 'ac ides  

gras  témoins commerciaux. 

Pour un type de colonne, l e  temps de r é t en t i on  absolu évolue avec l e  temps. Le 

temps de rg ten t ion  r e l a t i f ,  pa r  rappor t  à l ' a c ide  s téar ique ( c i 8  : O) es-t cons- 

t a n t  po-&r un type de phase s t a t i onna i r e ,  de tenpérature e t  de déb i t  d 'azote.  

2 - Comparaison des temps de rktentior, ob-f;enus sur des phases de 
polarité d i f férente  : 

SUI* une phase po l a i r e  (DEGS) , l e  présence d'une double l i a i s o n  dans l a  molécu- 

l e  d 'ac ide  g r a s  augrneilte l ' adsorp t ion  sur  l a  phase s ta t ionna i re  d'où une éleva- 

t i o n  du temps de r é t en t i on  par rapport  à l ' a c i d e  gras sa tu ré  de I ~ ~ I E  longueTm 

de chaîne. Cet te  augmentation e s t  d.'autant p lus  importante que l e  nombre de 

doubles l i a i s o n s  es% plus  é levé  e t  que i a  pos i t ion  de l ' une  d ' e l l e s  e s t  plus 

proche de l ' ex t r émi t é  méthyle de l a  chaîne. 

Sur l e  carbo-wax 20 M, tous l e s  ac ides  gras d'une même s&ie  (sat,iu^ées e t  in-  

s a t u r é s )  so r t en t  avant l e s  ac ides  g ras  de l a  s é r i e  suivante. 

Sur l e s  DEGS l ' a c i d e  l inolénique (18 : 3)  e t  l ' a c i d e  arachi3iyue (20 : 0) onC 

des temps de r é t en t i on  quasi-identique, a l o r s  q u ' i l s  sont parfaitement sépzrés 

sur Carbo-wax 20-M. 

L ' u t i l i s a t i o c  sixul.tanée des de= types de phase e t  l a  comparaison des temps 

de r é t en t i on  r e l a t i f s  permettent d ' i d e n t i f i e r  l e s  acides g ras  à 24 e t  22 atomes 

de carbone s a tu r s s  ou ncn. 

3 - Relatwns entre Zes temps de rétention e t  Ze n o d r e  d'atomes de 
carbone ( f igure Y9 1 : 

Il ex i s t e  pour l e s  ac ides  g ras  homologues s'une même s é r i e  une r e l a t i on  l i n é a i -  

r e  e n t r e  l e s  logaritl-mes décimaux des texps de ré ten t ion  e t  l e  nombre d'atonies 

de carboné des molécules. 

Sis une f e u i l l e  de papier  semi-logarjthmique nous portons en âbcisse l e  nombre 

de carbone de l a  chaîne (éche l le  & t r i que )  e t  er, ordonnée l e  texps de ré ten t ion  

(éche l le  logarithmiqae ) . Ainsi ,  pour chaque s é r i e  homolcg~ie ciracides g ras ,  nous 

obtenons -me d ro i t e  e t  l e s  d ro i t e s  t r acées  sont  p a r a l l e l e s ,  



Il e s t  poss ible  a i n s i ,  à l ' a i d e  des temps de ré ten t ion  de deux acides gras con- 

nus sur  un chromatogramme e t  appartenant à l a  même s é r i e  homologue, de t r a c e r  

une d ro i t e  e t  ensui te  de dgterminer l e s  temps de ré ten t ion  théorique des au t res  

acides  gras  de la  s é r i e  e t  de l e s  comparer à ceux des p ics  inconnus. 

4 - Idéthodz u t i l i s a n t  Zes Zongueurs équivaZmtes de c h a î n ~  carbonée 
ECL : 

Comme par  l a  méthode précédente, on. t r a ce  l a  d ro i t e  j o i g ~ a n t  l e s  points  obtenus 

en por tant  en abcisse  l e  nonbre d'atomes de carbone des acides gras sa tu rés  e t  

en ordonnée l e s  logar i t lmes des temps de ré ten t ion .  Puis en u t i l i s a n t  l e s  tenips 

de ré ten t ion  des acides  

- u&éique C l  8 

- ~ ~ K O ~ G ~ U C  C I  6 

on détermine sur  l e  graphique l a  longceui- équivalente de chaîne carbonée pour 

l e s  t r o i s  types de doubles l i a i s o n s  W9, ~6 e t  W3 

- l ' a c ide  oléique possède 1 double l i a i s o n  en Wg 

- l ' a c i d e  l inolé ique possède 1 double l i a i s o n  en ~6 e t  une en Wg 

- l ' a c i d e  l inolénique possède 1 double l i a i s o n  en W3, une en ~6 
e t  une en W9. 

ArJKi4A.N e t  c o l l .  ( 1973, ~ 4 5 )  supposent que, lorsqu'un acide gras contient  plu- 

s ieurs  doubles l i a i s o n s ,  la ~ra l eu r  ECL de l1ensem5le <e cel les-c i  e s t  égale à 

l a  somme des valeurs obtenues pour ces doubles l i a i sons  p r i s e s  individuellement. 

I l s  admettent également que s i  un acide gras possède plus  de 3 doubles l i a i s o n s ,  

l e s  au t r e s  s i t uée s  en t r e  l a  l i a i s o n  en W e t  l ' ex t rémi té  carbonyle sont affec- 

t é e s  de l a  valeur ECL de l a  double l i a i son  W9. 

Pour l e  c a l cu l ,  on por te  l e  temps de ré ten i ion  de l ' a c i d e  cléique en ordonnée 

e t  on ob t ien t  en abcisse s a  longueur équivalente de chaîne. Par d i f férence 

avec c e l l e  de l ' a c ide  sa turé  correspondant ( s t éa r ique )  on en déduit l a  valeur 

ECL de l a  double l i a i s o n  W9. Conriaissant c e t t e  va leur ,  e t  en opgrant de l a  

même façon, on déduit  l a  valeur de l a  double l i a i s 0 3  en ~6 puis en W 3 .  

S i  on veut  déterminer l a  nature d'un p ic  inconnu, on détermine son texps de 

r é t en t i on  e t  au moyen de l a  d ro i t e  précédente, on ob t ien t  sa longueur équi-- 

valente de chaîne carbonée. Puis par différence avec l ' a c ide  gras sa tu re  



précédent s u r  l e  chromatogramme, on déduit  l ' incrément dû à l a  somme de s e s  

doubles l i a i s o n s .  L'incrément e s t  composé à l ' a i d e  des va l e i r s  ECL des l i a i -  

sons W3, ~6 e t  W9. Des hypothèses su r  l e  nombre e t  l a  posi t ion des doubles 

l i a i s o n s  sont  formulées. Selon l e s  r é s u l t a t s  obtenus par d ' au t res  méthodes 

d ' i den t i f i c a t i on ,  il convient de cho i s i r  llhy-pot.hèse l a  p lus  probzble. 

5 - Hydrogénation : 

La comparaison des chromatogrammes avant e t  après hydrogénation permet de pré- 

c i s e r  l a  longueur de chaîne des acides g ras  e t  n o t m e n t  c e l l e  des acides gras 

insaturés .  

E V A L U A T I O N  DU POURCENTAGE DE CHAQUE ACIDE GRAS 

Cette  6va.luation peu t  ê t r e  effectuée par  l 'une des t r o i s  méthodes 

suivantes.  Les paramètres servant 2 c e t t e  évaluation sont dé f in i s  f igure  10 . 

1 - Il.ianguZation : 

Les courbes de GAUSS sont  assimilées à des t r i m g l e s  en u t i l i s a n t  l e s  tangen- 

t e s  au point  d ' in f lex ion   r ri angle ACF e t  ILN) , l a  surface d-u p i c  e s t  e q r i -  

née par l a  formule : 

2 - Mesure de Za Zargeur dîi pic à mi-hauteur e t  en muZtipZiant par 
la  hauteur : 

Les hauteurs des p i c s  (BE - JK) soc t  mesurées e t  l e s  valeurs 0,5.h (EH e t  MF') 

sont  marquées perpendiculairement au sommet de chaque p i c .  La largeur  2 l a  m i -  

hauteur ( C G  - KQ) e s t  mesurée en mill imètre.  

amdace du ,oi,c = BE x CG 

Cet te  méthode, théoriquement p réc i se ,  e s t  inemployable pour l e s  p i c s  rapides 

dont l e s  1-argeurs sont t r g s  f a i b l e s .  



3 -- Par Ze produit temps de rétent ion absoZu que mlt ipl-Le Za 
hauteur ch p i c  : 

Cette  néthode dépend du f a i t  que l a  largeur  du p i c  e s t  une fonction l i n é a i r e  

du temps de ré ten t ion .  

La d-étermination des surfaces  des d i f f é r en t s  p i c s  se  f a i t  par  l a  mesure des 

hauteurs de p i c  (EE - JM) en mill imètre e t  par  l a  mesure des temps de ré ten t ion  

(OE - 014) en millimètre également. 

amdace du pic = BE x OM 

Cette  méthode e s t  rapide e t  p réc i se .  

Les proportions r e l a t i v e s  des d i f f é r en t s  acides gras  sont  exprimges en cd.cu- 

l a r t  l e  pourcentage des surf2,ces de chaque p i c  par  rapport  à l a  surface t o t a l e  

des p i c s  re tenus .  Les r é s u l t a t s  sont expriings en pourcentage d ' e s t e r s  méthy- 

l i ques .  

Aucune méthode de mesure n ' e s t  p a r f a i t e ,  e t  l ' éva lua t i on  des p i C s  t r è s  a p l a t i s  

e s t  entachée d ' e r reurs  importantes. 

Les compositions en acides gras présentées ont é t é  r éa l i s ée s  sur colonne de 

DEGS. Chaque analyse e s t  l e  r é s u l t a t  moyen de t r o i s  in jec t ions .  I . ' identiPi  ca- 

t i o n  des acides gras  a  é t é  r éa l i s ée  en coqai-ant  l e s  temps de ré ten t ion ,  eii 

u t i l i s a n t  l e s  r e l a t i ons  en t r e  temps de ré ten t ion  e t  longueur de chalne e t  par- 

f o i s  l e s  ECL.  évaluation des pourcentages e s t  r é a l i s é e  par l a  multip1icr;tion 

du temps de ré ten t ion  par  l a  hauteur du p ic .  



FIGURE TZI 

PROTOCOLE D'ANALYSE DES BASES A LONGUES CHAINES CONSTITUTIVES 

DES GLYCOSPHINGOLIPIDES 

hydrolyse des G.S.L 
SUCRES ACIDES GRAÇ 
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F I C H E  13 : ETUDE D E  LA COh~POSLTTON EN BASES A LONGUE CffAlNE ( L C B )  
D E S  GLYCOSPHTKOLTPTDES 1 

INTRODUCTION 

La prjsence de bases à longue c h a h e  dans l e s  hydrolysats acides de 

GSL a é t é  démontrée par  CARTER. Et ,  par l a  s u i t e ,  l e s  travaux de CARTER e t  de 

KARLSSON ont  conduit à l a  c l a s s i f i c a t i on  de ces composés. L'analyse d.e ces  

bases impose l l i den t i f i c a . t i on  des bases par  : 

- l ' éva lua t ion  de l a  lo r îueur  de l a  chaîne carbonee ; 

- l a  mise en  évidence de l 'exis ter ice  de doubles l i a i sons  ; 

- l a  détermination de la posi t ion des branchements. 

Ces bases peuvent ê t r e  i den t i f i é e s  par des ana.lyses en chroma-togra- 

phie  sur couche rnince dans divers  solvants e t  par chromatographie en phase 

gazeuse (WEISS, 1967, ~ 2 3 ) .  

L1ins t ab i l i t , é  de ces bases, au cours de l 'hydrolyse e t  après,  nous 

a conduit à r e t e n i r  l e  protocole expérimental suivant e t  schématiquement il- 

l u s t r é e  par l a  figure511. 

1 - l i b é r a t i o n  des bases selon GAVER ( 1965, f iche 9 )  ; 

2 - transformation en DBP-Dérivés qui s t a b i l i s e n t  l e s  bases, pu i s  études chro- 
matographiques de ces  DXP-Dérivés en couche mince e t  pur i f i ca t ion  ; 

3 - oxydation par l e  t é t r a a c é t a t e  de plcm5 des DNP-~ériv&s en aldéhydes puis 
analyses chromatographiques en couche mince e t  eri phase gazeuse ; 

4 - oxydstion par l e  permanganate de potassi7uin des aldéhides en acides g r z s ,  
e t  analyses chromatographiques en phase gazeuse. 

L I B E R A T I O N  DES BASES A LONGUE CHAINE SELON GAVER , . \ % *  
6 ,  

* 1 

. I  

Pour l e s  ra,isons précédemment déc r i t e s  ( f i che  9), nous avons chois i  

l e s  condit ions d 'h jdrolyse  qui assurent  l a  l ibé ra t ion  de 1.a t o t a l i t é  des bases 

e t  qui  prod-uisent 1.e minimm d ' a r t é f a c t s .  



FIGURE T l 2  

SEPARATION PAR CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE DES DERIVES 

DINITROPHENYLES DES BASES A LONGUES CHAINEÇ 

Ptuque do g e - l  dz aL&Lce G contenant 2 1 de butrate de Sodim a c ~ v é e  30 rnn à 120' 
nigma5on : 13 cm 
aoluanA : ck4,ut lo~okme-n-hewry!e- t~~ha~o~ ( 50/50/20,  v/v /v  ) 

A : ery throsphingcnine  (d i8  : O )  
B : sphingosine (di8 : 1 )  
C : phytosphirigoçine ( t i 8  : 0 )  1 i l L i $  

\-.J D : impure-kgs 

E : mélange de bases  ( d l 8  : 0,1 e t  tl8 : 0 )  
F : mélange non de bases  



A p r è s  .une hydrolyse acide a f i n  de respecter  l a  configuration des ba- 

s e s ,  l e s  GSL sont  coupés en : 

- e s t e r s  d 'ac ides  gras ; 

- bases à longue c3a?ne (LCB) ; 

- sucres .  

Les acides gras  sont  e x t r a i t s  dans un premier temps par l e  n-hexane 

(3  f o i s  3 ml) puis  analysés en CPG. La phase méthanolique in fé r ieure  cont ient  

l e s  sucres e t  l e s  bases (KB) . 

Les LCB sont e x t r a i t e s  sélectivement par  4 volumes de diéthyl-étner 

après  a l c a l i n i s a t i o n  du M l i e : ~  jusqu'ii pII 11, par  addit ion de soude I N .  

Les LCB contevues dans l e  diéthyl-étheS sont évaporées à sec en Vue4 

de l a  dinlt.roph6nylation. 

ANALYSES DES BASES SOUS FORME D E  DNP-DERIVES 

1 - Obtention des DAP-Dérivés des bases (IL4RLSSON, 1970, T24 J 

-UL?LSS(iN e t  coZZ., 1368, T461 : 

Les LCB ( 5  mg) sont r ep r i s e s  par  1 m l  de méthanol contenant 5 y1 de 1 f luoro- 

2.4-dinitrobenzène. AprÉs addi t ion goutte à goutte de 4 ml de tampon borate 

de K de pH lO,5, l a  dinitrophénylation s e  poursuit  6 0 " ~  pendant 30 minu-tes. 

Le déphasage e s t  assuré par addi t ion de C H C l  CH OH e t  H20 j u squ ' à  obtention 
3' 3 

de concentrat ions f i n a l e s  en C H C l  -CH OH-HâO, 8-4-3 (v/v/v) .  Les LCR-DNP dé r i -  
3 3 

vés contenus dans l a  phase in fé r ieure  sont récupérés en vue d ' m e  pu r i f i c a t i on  

e t  d'une i den t i f i c a t i on  par chromatographie sur  couche mince. 

2 - Purification des DTJP-Dérivas des bases iKARLSSOAC 1970, T2LI ; 
KARLSSON e t  ccZZ., 1968, T 4 6 )  : 

La diriitrophénylation procure des avantages ce r t a in s  comme l a  per te  minimale 

des composants causée par dégradation, réarrangement e t  condensntion des bases 

après l e  cl ivage de l a  l i a i s o n  amide. Cependant, l e s  DNP-Cériv6s des bases 

doivent ê t r e  pu r i f i é e s  par chromatographie sur  acSde s i l i c i que  a f i n  d'élimiiier 

l e s  impuretés e t  l e s  excès de r é a c t i f s  e t  de séparer l e s  bases des bases 



5-hydroxylées. l n  e s s a i  de pu r i f i c a t i on  des bases témoins par chromatographie 

sur colonne d 'acide s i l i c i q u e  nous a permis de t e s t e r  l a  méthode. Pour c e l a ,  

l e s  tubes  à chromatographie sont  remplis avec 2 g d'acide s i l i c i q u e  équ i l i b r é  

dans l e  mélange solvant  d i é thy l  é ther  - hexane 317 (v /v ) .  

La séparation chroaatographique e s t  assurée par  l e  passage success i f  des sol -  

van t s  suivafit8s : 

- d i é t h y l  ZZhmlhewtne 3 / 7  ( v / v l  7 P 

- dié-thyl  éZhmlhexauze 3 / 3  ( v l v l  2 P 
- die;thyt e t i~mlhewrne  3/7 ( v / v )  3 P  

à r a i son  d'un volume gluant  de 20 m l / g r m o  d'acide s i l i c i q u e .  

- l a  f r a c t i o n  1 correspond aux impuretés (excès d.e r é a c t i f s ,  e t c . .  .) ; 

- l a  . f r a c t i on  2 con t ien t  l e s  I'NP-Dérivés des ,bases ; 

- l a  f r a c t i o n  3 con t ien t  l e s  5-hydroxy DKP-Dérivés des beses. 

Mais l e s  t r è s  f a i b l e s  concentrat ions en bases pl.ésent6es par no t re  maté r ie l ,  

ne nous a pas permis d 'appl iquer  c e t t e  méthode de pu r i f i c a t i on  par  chromato- 

graphie SLIT acide s i l i c i q u e ,  a i n s i  t e s t é e  pour des bases témoins. Eous avons 

donc u t i l i s é  l a  chromatographie en couche mince pour analyser e t  p u r i f i e r  l e s  

DNP-Dér ivé  S. 

3 - Analyse e t  pwi f i ca t ion  par chr~matographie en couche nnTnce des 
Dm-Dérivés des bases (kYRLSSON-MARITENSON, 1968, 2'46) : 

L ' iden t i f i c a t i on  des DPP-Dérivés des bases peut  se  f a i r e  par chromatographie 

en couche mince. 

Les DNP-Dérivés peuvent ê t r e  séparés en di-hydroxy-dérivés sa tu rés  ou insatu-  

rés e t  en  tri-hydroxy-dérivés, par chrornatogrzphie en couche mince sur  g e l  de 

s i l i c e  G contenant 2 % de borate de Na e t  a c t i vé  30 minutes à 120°C!. 

La migration e s t  assurée par l e  mélenge solvant  chloroforme-n hexane-méldhanol 

dans l e s  proportions 50-50-20 (v/v/v) ,  l a  d i n i t r o p h 6 n y l . a  colorant  l e s  

LCB en  jaune, aucune révé la t ion  n ' e s t  nécessai re .  Les bases hydrorÿlées satu- 

r é e s  migrent l e  p lus  l o i n ,  su iv ie  par l e s  bases  di-hydroxylées insa tu rées ,  pu i s  

par l e s  bases tri-hÿdroxy-lées ( f i gu re  ~ 1 2 ) .  

Après g ra t t age  des taaches individuel les ,  l e s  DNP-Dérivés des bases a i n s i  pur i -  

f i é e s ,  sont  é l u é ~  quanti tat ivement par l e  mgthand.  



F I G U R E  T l 3  

SEPARATION PAR CHROMATOGR.4PHIE EN COUCHE MINCE DES ALDEtiYDES 

DERIVANT DES BASES A  LONGUES C H A I N E S  

Phque de g e l  de h i f i ce  G ncXivEe 1 heme à 1 2 0 " ~ .  
~ o l v a ~ X  : II-hexane - ctiE-thyléXhcn - acide ncEiiyue ( 9 0  : 10 : 1 ,  v / v / v )  
rni_gtatioar : 73 cm 
,tévé&tLon : 2-4 diniknophénglhy&az,ine à 0 , 4  % d a ~ n  H C l  ZN' 

A : aldéhyde en Cf6 : 1 correspond à la sphingosine (di8 : 1 ) 

E : aldéhyde en Cl5 : O correspond à la phytosphingosine (t18 : 0) 

C : aldéhyde en c i6  : ~ ( a )  correspond à l'étythrosphlngrnine (dl8 : 0) 

C : aldéhyde en c i 6  : ~ ( b )  correspond à la thréosphingrnine (di8 : 0) 

E : m6l.mge d'aldéhÿdes : ci6 : 0 , l  et Cl5 : O 

F : mglange d'aldfhydes provenmt des glycosphingolipideç 



ANALYSES DES .BASES DINITROPHENYLEES SOUS FORME D'ALDEI-IYDES 

1 - Qcydatiolz des DNP-Dérivés en aldéhydes par  le  té-f;ra-acétate 
de plomb (SUGITA e t  coZZ., 1376, T 4 7 )  : 

- Général i tés .  Les es t imat ions  r icroanalyt iques  de l a  sphingosine e t  des com- 

posés homologues reposent  sur : 

a )  l 'oxydation des bases pu r i f i é e s ,  en aldéhydes e t  l ' ana lyse  de 

ces  aldéhydes homologues par  chromatographie en phase gazeuse. Plus ieurs  réac- 

t i fs  on t  é té  proposés : 

- l ' a c i d e  périodique en mii ieu  alcoolique ( SWEELEY e t  c o l l .  , 1969 , Tho)  ; 
. T. - Le té t ra -acé ta te  de plomb (XMESON-STEEN, 1968, T32 e t  SUC-ITA e t  c o l l . ,  

1976, Th?'). 

b )  l 'oxydat ion des aldéhydes en acides  .gras homologues e t  aisalyse . 
des acides  gras par  chromatographie en phase gazeuse. L1oxyda.tion est a l o r s  

r é a l i s é e  par l e  permanganate (WEISS, 1967, T23). 

c )  l a  réductioii des aldéhydes en a lcoo ls  homologues e t  analyse pa r  

chromatographie en phase gazeuse. 

Nous avons cho is i  d'oxyder l e s  DNP-Dérivés des bases par l e  té t ra-acgta te  de 

Pb e t  d '  analyser l e s  aldéhydes homologues formés . 
A u  cours de l 'oxydat ion par  l e  t é t ra -acé ta te  d.e plomb, l e s  bases tri-hydroxy- 

l é e s  perdent t r o i s  atomes de carbone, t and i s  que l e s  bases di-hydroxylées n 'en 

perdent  que deux. Ainsi  : 

- l a  phytosphingosine (t18 : O )  donne naissance à un penta-décanal sa tu ré  en 
Cl5 : 0) ; 

- l a  sphinganine (d l8  : O), 2 un hexadécanal s a tu r é  en c i 6  : O ; 

- e t  l a  sphingosine ( d i 8  : 1 ) à un hexadécanal en c 16 : 1 . 

De plus ,  une base di-hydroxylée (par  exemple dl8  : O) e t  une base tri-hydroxy- 

l é e  possédant un atome de carbone supplémentaire ( t l 9  : O ) ,  conduisent après 

oxydation par l e  t é t ra -acé ta te  de plomb, au même aldéhyde (dans ce cas à m 

héxadécanal c 16 : 0 ) . 



FIGURE T l 4  

IDENTIFICATION PAR CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE DES A L D E H Y D E S ~  

DERIVES DES BASES A LONGUES CHAINES : DIAGRAMME TEMOIN , - 1  

ALDEHYDES cl4:o a5:o ci4:l C16:O 



- Mode opératoi re .  2 mg de bases sous forme de DNP-Dérivés sont r e p r i s  par 

0,1 m i  de benzène contenant 30 mg de té t ra-acéta te  de plomb., L'oxydation se 

déroule à 50°C pendant 1 heure. 

 près refroidissement,  5 m l  d'eau d i s t i l l é e  son t  a joutés  au mil ieu réaction- 

ne l ,  a i n s i  que 5 m l  de n-hexane .  près ag i ta t ion  e t  déphasage, l e s  aldéhydes 

à lcngue chaîne, solubles dans l e  n-hexane sont r e c u e i l l i s  e t  analysés par  chro- 

matographie -en couche ciince e t  en phase gazeuse. 

2 - Analyse &s al&hydes p m  chromatographie sur couche mince 
G .  VAN DESSEL (1977, T 4 9 )  : 

La séparat ion chromatopaphique sur  couche micce des aldéhydes à longue cha?:ie 

dkr ivants  des bases dinitrophénylées,  e s t  r é a l i s ée  sur  plaque de ge l  de s i l i c e  G 

( f i che  no 5 ) ,  dans l e  système solvant : n-hexme / diéthylé ther  / acide acétique 

dans l e s  proportions : 901 IO/ 1 (v/v/v) . 
k s  aldéhydes l i b r e s ,  a i n s i  que l e s  cétones e t  l e s  plasmalogènes apparaîssent  

en jaune après pulvér isa t ion des plaques avec l e  r gac t i f  à l a  2-4 dinitrophé- 

nyi-hydrazine, e t  l éger  chauffage à 120°C. 

La séparztion des aldéhydes s e  f a i t  en fonction de l a  longueur de chaîne e t  du 

degré de sa tu ra t ion  ( f igure  T13). 

- Mode opératoi re .  

. plaques de ge l  de s i l i c e  G ( f i che  5 )  acti-&es une heure à 12Q°C ; 

. solvant : n-hexane/diéthyléther/acide acétique,  901 101 1 (v/v/v) 3 

. r é a c t i f  de révé la t ion  : solut ion de 2-4 dinitrophényl-hydrazine 
à 0,4 % dans H C 1  2 N  ; 

. distance de migration : 13 cm. 

3 - Analyse des aldehydes à 2- chazne par chromatographie en 
phase gazeuse : 

Les al-dghydes à longiie chaîne peuvent ê t r e  séparés par chromatographie en 

phase gezeuse sans conversion préalable en un au t re  der ivé ,  en u t i l i s a n t  di- 

ve r s  types de phase t e l s  que par exenple : 

- SE 30 à 3 % sui- chromosorb W-AW DMCS 

- DEGS 2 15 % s u r  chromosorb W-3  MIS 80-100 mesh 

- ECrSSX à 5 % SLW Gas chromosorb & 80--1CO mesh. 



a) Condit ions opératoi res .  L' analyse par  chromatographie en phase gazeuse G, 

é té  r é d i s é e  sur un appare i l  V a r i a n  muni d'un détecteur  à ionisat ion de flam- 

me. La séparation chromatographique e s t  ef fectuée sur une colonne standard en 

inox, remplie de diéthylène-glycol-succinate (DEGS) à 10 $ en poids sur un sup- 

po r t  i n e r t e  de chromosorb-W de granulométrie 60/80 mesh AW. 

La température de l a  colonne e s t  de 150°C, c e l l e  de l ' i n j e c t e u r  de 1 7 0 ~ ~  e t  

c e l l e  du détecteur  de 190°C. 

Le déb i t  du gaz vecteur  (azo te  R )  é t a i t  de 19-20 ml/m en t ê t e  de colonne. 

b )  Identif ication- des aldéhydes à longue chazne . L' i den t i f  icakion des aldéhy- 

des à longue chayne, comme c e l l e  des acides gras e s t  un problème d i f f i c i l e  3 

résoudre . 
- l a  comparaison des temps de ré ten t ion  des p i c s  inconnus avec ce'&' 

obtenm en u t i l i s a n t  des aldéhydes commerciaux e s t  pa r fo i s  i ~ ~ p o s s i b l e  . En e f f e t ,  

l e s  aldéhydes ténoins ne sont  pas tous  commercialisés, e t  il fau t  l e s  synthiiti- 

s e r  à partir, p m  exemple, des acides gras  homologues. 

Nous avons u t i l i s é  comme témoins, l e s  aldéhydes à longue chalne pro- 

v e n m t  de l 'oxydation par  l e  té t ra-ackta te  de plomb des bases à longue chazne 

du commerce. 

- l e  pentadécanal C 15 : O provient  de l a  phytosphingosine t 18 : O ; 

- l e  ientadécanal  C l 5  : 1 provient  de l a  déhydrophytosphingosine t18 : 1 ; 

- l 'héxadécanal  c i 6  : O provient  de l a  sphinganine dl8 : O ; 

- l 'héxadécanal Ci6 : 1 provient  de l a  sphingosine dl8 : 1. 

- il ex i s t e  également, pour l e s  aldéhydes à longue chaîne, urie r e l a -  

t i o n  l i n é a i r e  en t re  l e s  logarithmes décimaux des temps de ré ten t ion ,  e t  l e  non- 

bre d '  atomes de carbone contenus dans l a  molécule. Cette r e l a t i o n  e s t  a ~ d o g u e  

à c e l l e  qui ex i s t e  pour l e s  acides gras  homologues ( f i che  no 11). Cependant 

l a  longueur de chaîne équivalente 2 une double l i a i s o n  e s t  d i f f i c i l e  à d é f i n i r .  

De p lus ,  contrairement au comportement des acides gras su r  l e  nême 

support,  l e s  composés en C l 5  ( s a tu r é s  ou non) ne préckdent pas l e s  composés 

en c i 6  ( s a tu r é s  ou non). IR pentadécanal e s t  ca rac té r i sg  pa r  un temps de réten- 

t i on  intermédiaire en t r e  c e l u i  de héxadécanal e t  c e lu i  de l 'héptadécanal  comme 

l ' i l l u s t r e  l a  f igure  T l 4  représentant  un chromatogrme témoiil. 

Cet te  d i f f i c u l t é  rend nécessaire l a  cocf irmation Ge ces i 6en t i f i c a -  

t i ons  par  l 'emploi  d'une zutre  teclmique. 



c )  Evaluation du pourcentage de chaque aldéhyde, Cette évaluation peut ê t r e  

effectuée comme pour l e s  acides gras  : 

- s o i t  par t r iangulat ion ; 

- s o i t  par l e  produit de l a  largeur  du p i c  à mi-hauteur, par l a  
hauteur du p i c  ; 

- s o i t  finalement par l e  produit  du temps de ré tent ion a,bsolu par 
l a  hauteur du p i c .  

C '-est c e t t e  troisième méthode que nous avons appliquée. 

d )  Conclusions. L ' ident i f icat ion des bases sous forme d'aldéhydes présente wi 

grand désavantage dû à l ' i n s t a b i l i t é  par t icu l iè re  des aldéhydes. 

En e f f e t ,  l e s  aldéhydes e t  p l l x  particulièrement l e s  aldéhydes à chaîne courte,  

se condensent e t  se  polymérisent en dimères e t  tr.imères qui sont r e l a t i veme~t  

non v o l a t i l s  . Cette po1-ymérisatlon e s t  accélérée en milieu a l ca l in .  

La transformation des bases à longue chaTne en aldéhydes homologues e t  l 'analyse 

des aldéhydes par  chromatographie en phase gazeuse doivent ê t r e  réa l i sées  t r è s  

rapidement a f in  d' é v i t e r  ce t t e  pal-y-mérisation . 
Le deuxième problème concerne l ' i d e n t i f i c a t i o n  des aldéhydes dont l a  chaîne 

carbonée e s t  désaturée. Cette iden t i f ica t ion  ne peu* ê t r e  réa l i sée  que par 

l 'emploi simultané de plusieurs  techniques. Les al-dehydes v0n.t donc ê t r e  trans- 

formés en produits v o l a t i l e s  s tab les  : 

- s o i t  sous forme de diméthyl-acétal , O-CH3 
RCHO + 2CH30H R - C + H 2 0  

O-CHS 
cti'i f i  

- s o i t  sous forme d'alcool 

- s o i t  sous forme d'acidesgras 

identifi8;bles par chromatogra2hie en phase gazeuse. 

Pour des ra isons techniques ( i d e n t i t é  de colonne) nous avons opté pour l a  

transformation des al.d.éhydes à longue chaîne en acides gras homologues . 



ANALYSE DES BASES SOUS FORME D'ACIDES GRAS 

Le passage des aldéhydes provenant des bases à longue chaîne const i -  

t u t i v e s  des GSL, en acides  g ras  homologues s e  f a i t  pa r  oxydation au permanga- 

na te  de potassium. 

Cet te  oxydation peut  avoir  l i e u  : 

- s o i t  directement su r  l e  mélange d'aldéhydes ; 

- s o i t  après  hydrogénation cata lyt ique.  

Au cours de c e t t e  oxydation, l e s  aldGhydes désaturés sont en général 

par t ie l lement  d é t r u i t s  . 
S i  l 'oxydation a l i e u  directement sur  l e  mélange, 1 'analyse par  chro- 

matographie en phase gazeuse permet de confirmer l ' i d e n t i t é  des aldéhydes, mais 

seu l s  l e s  aldéhydes s a tu r é s  peuvent ê t r e  dosis .  

d près hydrogénation cata lyt ique e t  O-xydation, l ' i d e n t i f i c a t i o n  repose 

sur l ' é t ude  de l a  d i spar i t ion  des p ics  correspondants aux aldéhydes désaturés 

e t  pa r  l e  dosage des aldéhydes sa tu rés .  

Nous avons oxydé directement l e s  aldéhydes à longue chaîne a f in  de 

con f imer  l a  nature des bases cons t i tu t ives  des GSL. 

1 - Oxydcttwn des aldéhydes an acides gras (SLOMIANY-HOROWITZ, 1970, 
T50) : 

a)  Réac t i f s .  

- solut ion sa turée  de KMNO . 4 y 

- solut ion sa turée  de NaHSO . 3 y 

- soude 0,2 N ; 

- H2S04 W.  

b )  Mode opératoi re .  Les aldéhydes sont séchés sous un courant d'azote à 3 0 ' ~ .  

Ils sont  ensu i te  remis en suspension dans 0,3 mi de NaOH 0,2 N .  

Après addi t ion de l a  solut ion de - W O b  jusqu'à pers is tance de l a  coloration 

( 0,3 m l )  e t  ag i ta t ion  vigoureuse pendant 5 minutes, l e  mil ieu réactionnel 

e s t  a c i d i f i é  par  addit ion de 0,1 mi. à1H2S04 RP. 



La soliltion e s t  ensui te  décolorée par addit ion progressive de NaHSO ( 0,3 - 3 
0,4 mi). I 

 près f i l t r a t i o r ,  s i  nécessai re ,  s u r  f i l t r e  Wha,tman no 1, l e s  aci.des gras sont  

e x t r a i t s  par  l e  diéthyl-éther ( 3  x 1,5 à 2 m l ) .  

Les acides gras  contenus dans l e  diéthyl-éther sont évaporés à sec e t  analysés 

par c2romatogra]-hie en phase gazeuse. 

2 - AnaZyse A s  acides gras : 

Cette étape nécess i t e  préalablement : 

- une étape de t r anse s tg r i f i c a t i on  ( f i che  no 10) ; 

- une étape de pu r i f i c a t i on  des e s t e r s  métiiyliques d 'acides gras 
( f i che  no 10) p a r  chromatographie sur couche mince ; 

- une in jec t ion  sur  colonne de DEGS à 10 % en poids sm support de 

chromosorb ( f i che  no 1 1 ) . 
t' 

Les r é s u l t a t s  de c e t t e  é tape confirment l e s  r é s u l t a t s  obtenus avec l e s  aldé- 

hydes. 



FIGURE T l 5  

PROTOCOLE D ' I D E N T I F I C A T I O N  DE L A  COPULE GLUCIDIQUE DES 

GLYCOSPHINGOLIPIDES 

.acides gras - 
O bases .-A 

sucres 

1 
addition du témoin interne 
lyophilisation 
séchage 24h en excicatcur un- 

1 mét ha nolyse 



FIGURE T l 6  

IDENTIFICATION PAR CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE DES OSES 

A - Ch1trna;tag4a~~me témoin d a  pel'Ltode4 

- B - ~hon1ataQ4urnme témoin d a  métizgL-petdoda, hexobec) ejt hexod&n~q 



F I C H E  74 : ETUDE DE L A  COMPOSITION EN O S E S  DES  G L Y C O S P l f I N G O L I P l Q E S  
I 

L'analyse de l a  copule glucidique des glycosphingolipides a é t é  réa- 

l i s é e  dans l e  l abora to i re  de Monsieur FOUE37ET que nous relrercions vivement. 

Cette analyse nécess i t e  t r o i s  étapes : 

- mé thanolys e ; 

- t r i f l uo roacé ty l a t i on  ; 

- dtude pas chromatographie en phase gazeuse. 

1 - Hydrolyse cies GSL : 

 près hydrolyse des GSL e t  extra.ction des acides gras ,  l a  phase in fé r ieure  

méthanolique e s t  neu t ra l i sée  par  addit ion d ' acé ta te  d 'argent (100 mg) e t  l e s  

oses e x t r a i t s  par  l e  méthanol. 

2 - Méthanolyse : FOURNET (1975, TS1) : 

Comme l ' ind ique  l e  schéma FIS, l e s  oses lj-bres provenant de l 'hydrolyse des GSI; 

p u r i f i é s ,  e t  ce r ta ins  GSL n a t i f s  vont ê t r e  soumis à une étape de 

méthanolyse. 
i 

250 pg de carbohydrate e t  50 ug de méso-inositol jouant l e  r ô l e  de témoin 

in te rne ,  sont i n t rodu i t s  dans un tube en pyrex ( ~ o v i r e l  92 Levallois Perre t  

l rance) pu i s  sont  lyophi l i sés  e t  desséchés t ou t e  une n u i t  dans un dessicateur 

sur P203. 

Le r é s idu  e s t  r e p r i s  par  2 ri d'HC1 0,5 F en solut ion dans du méthanol anhydre. 

k s  tubes sont  sccillés e t  l a i s s é s  24 heures à 80 '~ .  

k méthanolysat e s t  ensui te  r e f r o i d i  e t  séché sous courai t  d'azote à. 50°C. 



3 - IIfrifZuorgacéty Zation ; FOURNET 1975 (T51) : 

L'échanti l lon sec  e s t  r e p r i s  par  200 ~1 de dichlorométhane e t  200 p l  d'anhy- 

dr ide  t r i f luoroacé t ique .  

La . t r i f luoroacétyla t ion se  déroule à 150°C pendant 5 minutes su r  bac à sable .  

 près refroidissement, l e s  tubes sont replacés  5 minutes dans l e  bac ?i sable.  

Après un nouveau refroidissement,  l e  mélange e s t  p r ê t  à ê t r e  analysé par  

chromatographie en phase gazeuse. 

4 - Chromatographie en phase gazeuse : 

Les dérivés t r i f luoroacé ty lés  des O-méthylglycosides sont  chromatogra,~hiés 

sur une colonne en verre  (0 ,3  x 300 cm) remplie avec 1'0V 210 à 5 % sur  

Varapot 30 . 
L'appareil  u t i l i s é  e s t  un Vazian aérograph modèle 2100 muni d'un détecteur  à 

ion i sa t ion  de flamme. 

La programmation de l a  température s e  f a i t  de l l oO  à 210' à ra ison de 1 degré 

par  mjnute. Le déb i t  de l ' a z o t e  vecteur R e s t  de 7,5 d / m .  

La f igureT16présente  l e s  diagrammes témoins des oses. 

Les concentrations en oses sont  calculées par raqport  au mésoinositol qui s e r t  

de témoin in te rne .  
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