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



Le choix et la sélection des gamètes susceptibles de réaliser 

la fécondation sont des avantages acquis et perfectionnés par les 

vegetaux au cours de l'évolution. Cette capacité de reconnaissance et 

de rejet assure le maintien de la stabilité de l'espèce, en défavorisant 

les croisements trop éloignés,et l'installation d'un degré raisonnable 

de variabilité génétique au sein de l'espèce en empêchant les croisements 

trop proches. 

Comme la plupart des plantes (95%) sont hermaphrodites et pro- 

duisent simultanément des gamètes males et femelles, le succès de la 

reproduction sexuée et le maintien d'un certain degré dVhét6rozygotie 

au sein de lSesp&ce reposent essentiellement sur l'installation de 

mécanismes permettant la sélection des gametes. Les systèmes de repro- 

duction chez les végétaux sont donc programmés pour conférer, apr&ç 

sélection, aux gamètes non génétiquement identiques un avantage dans 

le processus de fertilisation. C'est le phénomène "d'auto-rejet" qui 

module la fécondation intraspécifique et qui se superpose au système 

plus large défavorisant la fécondation interspécifique. 

Jusqu'à ce jour, le processus de sélection des gamètes compatibles 

est na1 défini ; il repose sur une discrimination soi - non soi (self - 
non self des anglo-saxons). Cette distinction fait partie d'un processus 

plus vaste : celui de la reconnaissance biologique qui permet l'inte- 

raction entre les organismes et entre leurs composants tissulaires ou 

cellulaires. 

Les modalités de reconnaissance et de rejet des gamètes impropres 

à la fertilisation varient selon les plantes et leur degré d'évolution. 



FIGURE 1 

PROCESSUS NORMAL DE FERTl LlSATION 

p o f b  0 ""'NI"""" 

PHASE PROGAMlOUE 

1 d œ p t i i n  du poilen air la papille srigmrtrgue 

2 hydratation du pollen 

3 amivation & synthCitr dans k poilan 

4 germination 

5 pénémth 6nr k ppilk stigmatique 

6 aorrantr du tub pdtiniqw dwn la tissus rtykkes 



A i n s i  c h e z  l e s  c r y p t o g a m e s ,  e t  en  p a r t i c u l i e r  c h e z  l e s  chlamy-  

domonas,  l e s  g a m è t e s  m â l e s  s o n t  l i b é r é s  d i r e c t e m e n t  d a n s  l e  m i l i e u  

aqueux  e t  o n t  d i r e c t e m e n t  a c c è s  a u x  g a m è t e s  f e m e l l e s .  La r e c o n n a i s s a n c e  

e t  l e  r e j e t  du p a r t e n a i r e  m â l e  e s t  à l a  c o m p l è t e  d i s c r é t i o n  du gamete  

f e m e l l e  ; a u c u n e  a u t r e  c e l l u l e  n i  aucun  t i s s u  n ' i n t e r v i e n t  d a n s  

c e  p r o c e s s u s .  La p r e m i è r e  é t a p e  d e  l a  f e r t i l i s a t i o n  c h e z  chlamydomonas 

d é b u t e  p a r  un c o n t a c t  d i r e c t  e n t r e  l e s  d e u x  g a m è t e s  au  n i v e a u  de  l e u r s  

membranes.  L ' i d e n t i f i c a t i o n  d e s  g a m è t e s  c o m p a t i b l e s  s e  f a i t  apparemment  

p a r  u n e  r é a c t i o n  i d e n t i q u e  à c e l l e  q u e  l ' o n  r e n c o n t r e  a u  c o u r s  d e s  

p r o c e s s u s  d e  r e c o n n a i s s a n c e  e n t r e  c e l l u l e s  a n i m a l e s .  

Chez l e s  gymnospermes,  l e  g a m é t o p h y t e  f e m e l l e  e s t  e n f e r m é  à l ' i n -  

t é r i e u r  d ' u n  t i s s u  s p o r o p h y t i q u e  ( l e  n u c e l l e ) .  Le g r a i n  d e  p o l l e n  d o i t  

é m e t t r e  un t u b e  p o l l i n i q u e  a f i n  d e  l i b é r e r  l e s  g a m è t e s  m à l e s  non l o i n  

d e  l ' o e u f .  Une i n t e r a c t i o n  e n t r e  l e  t u b e  p o l l i n i q u e  h a p l o ï d e  e t  l e  

t i s s u  s p o r o p h y t i q u e  d i p l o i d e  ( b i e n  q u e  r e s t r e i n t  à q u e l q u e s  c o u c h e s  

c e l l u l a i r e s  e s t  o b l i g a t o i r e .  

Les  é v è n e ~ e n t s  c o n d u i s a n t  à l a  f e r t i l i s a t i o n  c h e z  l e s  p l a n t e s  

s u p é r i e u r e s  s o n t  t r è s  complexes .  Au c o u r s  d e  l ' é v o l u t i o n ,  l ' o v u l e  s ' e s t  

e n f e r m é  d a n s  l e  p i s t i l ,  l ' o e u f  h a p l o i d e  s e  t r o u v e  à l ' i n t é r i e u r  du s a c  

e m b r y o n n a i r e  e t  r e p o s e  d a n s  l e  t i s s u  s p o r o p h y t i q u e  ( d i p l o ï d e )  du p i s t i l .  

Le g r a i n  de  p o l l e n  ( g a m é t o p h y t e  m a l e )  c o n t e n a n t  l e s  g a m è t e s  m â l e s  d o i t  

donc g e r m e r  e n  un t u b e  p o l l i n i q u e  q u i  a s s u r e r a  l e  t r a n s p o r t  d e s  deux 

g a m è t e s  j u s q u v i ï  l ' o v u l e .  Dans l a  p l u p a r t  d e s  c a s ,  l e  t u b e  p o l l i n i q u e  

d o i t  t r a v e r s e r  l a  c u t i c u l e  de l a  p a p i l l e  s t i g m a t i q u e  p u i s  l e  t i s s u  

c o n d u c t e u r  s t y l a i r e  a v a n t  d ' e n t r e r  d a n s  l e  s a c  e m b r y o n n a i r e  où s ' e f -  

f e c t u e  l a  d o u b l e  f e r t i l i s a t i o n  c a r a c t é r i s t i q u e  d e s  p l a n t e s  à f l e u r s  

( F i g u r e  n o  1 ) .  



Le contrdle de la reproduction s'effectue par une régulation de la 

croissance du tube pollinique ; en effet la réaction d'auto-rejet se 

traduit par l'inhibition de la germination et/ou de la progression du 

tube pollinique dans le pistil. 

La conséquence directe de l'évolution de la structure florale 

est l'élaboration d'une serie d'interactions entre le gamétophyte mOle 

et le sporophyte femelle, ainsi que le transfert de la fonction de 

reconnaissance et d'auto-rejet de l'oeuf aux tissus sporaphytiques du 

pistil. Ce dernier a donc dû développer des nicanismes pour sélec- 

tionner et permettre aux gametes appropriés d'entrer dans le sac 

embryonnaire. L'installation d'un systeme d'autoincompatibilité et 

le transfert de la fonction de reconnaissance et d'auto-rejet du gamète 

femelle aux tissus sporophytiques du pistil est probablement la cause 

la plus importante de l'incomparable développement des angiospermes 

au cours de l'évolution. 

L'autoincompatibilité est tres répandue chez les angiospermes 

puisqu'on la retrouve dans plus de 3000 especes, appartenant h 350 

genres distribues dans 70 familles ( G A G N I E U  -84-, BREWBAKER -30-, 

LINSKENS et KROH -179-, LINSKENS -183-1. 11 n'est donc pas surprenact 

de rencoctrer divers systèmes de reconnaissance et diverses manifes- 

tations de l'autoincompatibilité. Cependant tous les systèmes autoin- 

compatibles sont basés sur le fait que l'idectite entre le génotype du 

pollen et celui du pistil pour le (ou les) caractGre(s) qui contrÔle(nt) 

la réaction d'incompatibilité, conduit à l'impossibilité #le sroduire 

un zygote : ceeY implique la participation du pollen et des consti- 

tuants du pistil ians la r4action de rejet de ce qui est reconnu comme 

semblable à soi. 



Les  i n t e r a c t i o n s  p o l l e n  - p i s t i l  s o n t  d o n c  d ' u n e  i m p o r t a n c e  

c a p i t a l e  d a n s  l a  b i o l o g i e  de  l a  r e p r o d u c t i o n .  E l l e s  i m p l i q u e n t  u n e  

é t a p e  d e  r e c o n n a i s s a n c e  e t  l ' i n s t a l l a t i o n  de  c o o p é r a t i o n s  m é t a b o l i q u e s  

q u i  s o n t  s o u m i s e s  è d e s  mécan i smes  r i g o u r e u x  d e  c o n t r d l e  g é n é t i q u e  

s t r i c t e m e n t  d é f i n i s .  La p a r t i c i p a t i o n  d e  m o l é c u l e s  t r a n s m e t t a n t  ou 

d é c o d a n t  un m e s s a g e  e s t  i n d i s p e n s a b l e .  P o u r  a s s u r e r  c e s  deux f o n c t i o n s ,  

l e s  m a c r o m o l é c u l e s  d o i v e n t  non s e u l e m e n t  ê t r e  s i t u é e s  e n  s u r f a c e ,  m a i s  

é g a l e m e n t  p o s s é d e r  un  p o u v o i r  i n f o r m a t i f  q u i  s e  t r o u v e  g é n é r a l e m e n t  

l o c a l i s 6  d a n s  l a  s é q u e n c e  e n  a c i d e s  a m i n é s  d e s  p r o t é i n e s  e t / o u  d a n s  

l a  s é q u e n c e  o s i d i q u e  d e s  g l y c o c o n j u g u é s  ( g l y c o p r o t é i n e  - g l y c o l i p i d e ) .  

Dans c e r t a i n s  c a s ,  l a  s u r f a c e  c e l l u l a i r e ,  composée c h e z  l e s  v é g é t a u x  

cî 'une membrane p l a s m i q u e  e n t o u r é e  d ' u n e  p a r o i  é p a i s s e  d e  n a t u r e  p o l y -  

s a c c h a r i d i q u e ,  p o u r r a  s e r v i r  d e  b a r r i è r e  e t  empêcher  t o u t e s  communi- 

c a t i o n s  e n t r e  p o l l e n  e t  p i s t i l  ; d a n s  d ' a u t r e s  c a s  e l l e  s e r a  l e  s i è g e  

d e  r é a c t i o n s  d e  r e c o n n a i s s a n c e  p o s i t i v e s  i n d i s p e n s a b l e s  à l ' i n s t a l l a t i o n  

d e  c o o p é r a t i o n s  m é t a b o l i q u e s .  

L ' o b j e c t i f  d e  n o t r e  t r a v a i l  a é t é  d ' a n a l y s e r  d a n s  l e s  o r g a n e s  

f l o r a u x  l o r s  d e  l ' a u t o i n c o m p a t i b i l i t é  d e  f é c o n d a t i o n ,  l e s  p r o c e s s u s  

d é c l e n c h é s  a p r è s  l ' é t a p e  de  r e c o n n a i s s a n c e  e t  i n d u i s a n t  u n e  v a g u e  de  

p e r t u r b a t i o n s  m é t a b o l i q u e s  a b o u t i s s a n t  à l ' a r r ê t  d e  l a  c r o i s s a n c e  du 

t u b e  p o l l i n i q u e .  

Noue nous  sommes a t t a c h é  p l u s  p r é c i s é m e n t  à l ' é t u d e  d e  l a  s t r u c -  

t u r e  e t  Be l ' é v o l u t i o n  d e s  composan t s  m e m b r a n a i r e s  e t  t o u t  p a r t i c u l i è -  

r e m e n t  à l ' a n a l y s e  d e  l a  m a t r i c e  l i p i d i q u e  a f i n  de  r é p o n d r e  aux  q u e s t i o n s  

s u i v a n t e s  : 



1 )  l'autofécondation est-elle lide aux perturbations de diverses 

propriétés membranaires telles que réception, discrimination et trans- 

mission de signaux biologiques en relation avec les fonctions de per- 

mdabilitd et d'amplification qui leurs sont propres 3 

2) si un contrdle membranaire existe, quelles classes de lipides 

y jouent un r6le et lequel ? 

Afin de pr6ciser l'&volution de la perméabilite membranaire, nous 

avons également entrepris l'étude cies ATPases liées au transport des 

ions sodium et potassium. 

L'etude de ces divers points nous e conduit & utiliser un certain 

nombre de techniques qui sont reportées dans l'appendice technique. 

Avant C'exposer nos rCsultats sur l'autoincompatibilité de f e c o n -  

dation, il nous a sernbld important, aprgs un bref rappel sur les divers 

systemes d'incompatibilité, de ddfinir la reconnaissance cellulaire en 

Nous envisagerons donc dans un premier temps les modalités de la 

reconnaissance cellulaire dans les ce1 lules animales, puisque la majo- 

rité des travaux y ont trait, puis par extension nous définirons l'as- 

pect moléculaire de cette mgme reconnaissance cellulaire chez les 

plantes. Le parallale entre les modelit4s de l a  &iscrimination soi- 

non soi dans le regne animal et vegdtal nous a permis de définir u n e  

hy2othèse de travail impliquant un contrdle de l'autoincompatibilit~ 

par les glycolipides. Dans la seconde partie nous exposerons l a  r é s u l t e t  

de nos recherches qui ont dbbüté dans l e  laboratoire du Professeur 

COUSTAUT en octabre 1975. 



L'ensemble de nos travaux sur l'autoincompatibilité de fécondation 

a fait l'objet des publications suivantes : 

PUBLICATIONS 

1 - D. COUSTAUT, H.F. LINSKENS, Y. MOSCHETTO et C. DELBART. - 
Quelques aspects du métabolisme des glycosphingolipides des 

styles et du pollen chez Petunia hybhida,  espèce auto-incompatible. 

Soc.  b o t .  Fh. Actua&itEb  botanique^, 1978, ne 1 - 2 ,  p. 69-77. 

2 - B. BRIS et C. DELBART. - 
The glycosphingolipids of the pollen and the style in Oenotheha 

mibbouhien6ib Sims, autoincompatible species. I n c ~ m p a t i b i & i t y  

NewbLetten, 1978, no 9 ,  p. 74-77. 

3 - C. DELBART, B.F. LINSKENS, B. BRIS, Y. MOSCHETTO and D. COUSTAUT. - 
Analysis of glycosphingolipids of Petunia hqbhida, a self incom- 

patible species. 1 - Composition in fatty acids and in long chained 
bases of pollen and unpollinated style. Pnoc. Kon. Ned. Akad W e t .  

c, 1980, 83, p. 229-239. 

4 - C. DELBART, B. BRIS, R.F. LINSKENS, R. LINDER and D. COUSTAUT. - 
Analysis of glycosphingolipids of Petunia hqbhida, a self incom- 

patible species. II - Evolution of the fatty acids composition 
after cross - and self-poliination. Phoc. Kon. Ned. Akad Wet .  C, 

1980, 83, p. 241-254. 

5 - C. DELBART, B. BRIS, H.F. LINSKENS and D. COUSTAUT. - 
Anaiysis of glycosphingolipiàs of PetunLa hybhida, a self incom- 

patible species. III - Evolution of the long chaineë bases after 

self- and cross-poïïination. Phoc. KOM. Ned. Ahad Wet .  C, 19801 

8 3 ,  p. 255-269. - 



6 - B. BRIS, C. DELBART, D. COUSTAUT a n d R .  LINDER. - 
Changes in glycosphingolipids during pollination in Oenothcha 

rnihdou&iendid. Phytochernib-t&y, 1981, 20, n o  6, p. 1255-1258. 

7 - B. BRIS, C. DELBART and D. COUSTAUT. - 
Evolution des sulfolipides après pollinations compatibles et 

incomgatibles. 8 u l d .  Soc .  Bo t .  N. Fkance, 1981, 34, ne 1-2, p .  3 4 -  

4 0 .  

8 - C. DELaART, B. BRIS and D. COUSTAUT. - 
Glycolipid metabolism : its characteristics in incompatibility 

reaction. Incompa- t ib i l i t y  Newble t t eh ,  1982, no 14, p. 29-35. 

9 - B. BRIS, C. DELBART and D. COUSTAUT. - 
L'autoincompatibilité de fécondation cnez les Angiospermes. AnnEc 

b i o t o g i q u e ,  1982, n o  22, p. 322-358. 

10 - C. DELBART, B. BRIS, H.F. LINSKENS and D. COUSTAUT. - 
Ce11 surface components and the incompatibility reaction. Second 

international pollen symposium lake garda, June 1982. 

i l  - C. DELBART, B. B R I S ,  A. NOUVELOT and D. COUSTAUT. - 
Sulf atides and pollination in Oenothcha middouhiendid .  Phytochem., 

19821 22, p.  869-874. 

12 - C. DELBART, a. EOFLACKI H.F. LINSKENS and D. COUSTAUT. - 
( N ~ + + K + )  - ATPase in OenoXheha m i 4 6 0 ~ i e n b i 6  : possible 

connection with self incompatibility. Soumis pour publication 

à Phytochemistry 1983. 

COMMUNICATIONS 

5&me Collogue international de C y t o ~ i o l o g i e  de Ta reproduction s e x u é *  

des plantes ovul6as. 



Communicat ion p r é s e n t é e  : 1 9 7 6 .  

" Q u e l q u e s  a s p e c t s  du m é t a b o l i s m e  d e s  g l y c o s p h i n g o l i p i d e s  d e s  s t y l e s  

e t  du p o l l e n  c h e z  Pe tun ia  h y b k i d a ,  e s p è c e  a u t o - i n c o m p a t i b l e " .  

D. COUSTAUT, B .F .  LINSKENS, Y .  MOSCBETTO e t  C .  DELBART. - 

Second  i n t e r n a t i o n a l  p o l l e n  Symposium. L a c  d e  G a r d e .  I t a l i e .  

Communicat ion p r é s e n t é e  : 1982.  

" C e l l  s u r f a c e  componen t s  and  t h e  i n c o m p a t i b i l i t y  r e a c t i o n " .  

C .  DELBART, B. B R I S  e t  D. COUSTAUT. - 

l e r  C o n g r è s  e u r o p é e n  de B i o l o g i e  c e l l u l a i r e ,  18-23 J u i l l e t  1982 .  

P a r i s .  

Communicat ion p r é s e n t é e  : 

" G l y c o l i p i d e s  e t  r é g u l a t i o n  de  c r o i s s a n c e " .  

C .  DELBART, B. BRIS, H . F .  LINSKENS e t  D.  COUSTAUT. - 



G E N E R A L I T E S  



CHAPITRE 1 

LES SYSTEMES D' AUTOI NCOMPATIB I LI TE DE FECONDATION 

1 - INTRODUCTION 

11 e x i s t e  deux g r a n d s  s y s t è m e s  de  c o n t r ô l e  d e  l a  r e p r o d u c t i o n  

chez  l e s  p l a n t e s ,  d e s t i n é s  : l e  p r e m i e r  à i n h i b e r  l e  s u c c è s  d ' u n e  

p o l l i n i s a t i o n  e n t r e  e s p è c e s  v é g é t a l e s  t r o p  é l o k ~ a & e s  ( c ' e s t  l ' i n c o m -  

p a t i b i l i t é  i n t e r s p é c i f i q u e )  ; l e  s e c o n d  à a s s u r e r  un c e r t a i n  d e g r é  

d ' h é t é r o z y g o t i e .  

La r e p r o d u c t i o n  s e x u é e  c h e z  l e s  p l a n t e s  à P l e u r s  f a v o r i s e  une 

p o l l i n i s a t i o n  s é l e c t i v e  s u i v i e  d ' u n e  f e r t i l i s a t i o n  s é l e c t i v e  (LEWIS 

- 173 -1 .  

La p o l l i n i s a t i o n  s é l e c t i v e  d o i t  a s s u r e r  un t r a n s p o r t  s u f f i s a n t  

du p o l l e n  p r o v e n a n t  d e  l a  "bonne' '  e s p è c e  p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  de  

d i v e r s  a g e n t s  ( v e n t  ou e a u ,  i n s e c t e s  ou a n i m a u x ) .  La p o l l i n i s a t i o n  

s é l e c t i v e  r e p o s e  l e  p l u s  s o u v e n t  s u r  l a  f o r m e ,  l a  t a i l l e ,  l e s  c a r a c -  

t è r e s  d e  s u r f a c e  e t  l ' i n s e r t i o n  d e s  o r g a n e s  m a l e s  e t  f e m e l l e s  s u r  

l e s  p i è c e s  f l o r a l e s  ou s u r  l e  r é c e p t a c l e .  

La f e r t i l i s a t i o n  s é l e c t i v e  d o i t  p o u r  s a  p a r t  a s s u r e r  l e  m a i n t i e n  

d ' u n  d e g r é  i m p o r t a n t  d ' h é t é r o z y g o t i e  e n  r é d u i s a n t  l e  s u c c è s  d e  l ' a u -  

t o p o l l i n i s a t i o n .  E l l e  s u p p o s e  l a  m i s e  e n  p l a c e  d ' u n  s y s t è m e  c o n t r a -  

c e p t i f  n ' e n t r a î n a n t  a u c u n e  p e r t e  d e  f e r t i l i t é  n i  p o u r  l e  p o l l e n  n i  

pour  l ' o v u l e .  C ' e s t  l ' a u t o i n c o m p a t i b i l i t é  de  f é c o n d a t i o n .  Ce t e r m e  

a  é t é  p r o p o s é  p a r  STOUT -289- e t  d é f i n i  p a r  MATHER -196- comme 

" l ' i n c a p a c i t é  p o u r  d e s  g a m è t e s  m â l e s  e t  f e m e l l e s  à r é a l i s e r  l a  f é -  

c o n d a t i o n  a p r è s  p o l l i n i s a t i o n ,  a l o r s  q u e  chacun  d ' e u x  e s t  c a p a b l e  

de  l ' a c c o m p l i r  a p r è s  u n i o n  a v e c  d ' a u t r e s  g a m è t e s  i s s u s  d e  p l a n t e s  

d e  l a  même e s p è c e ,  s u i v a n t  un c r o i s e m e n t  ou une  p o l l i n i s a t i o n  s e  

r é a l i s a n t  d a n s  l e s  mêmes c o n d i t i o n s " .  



Les s y s t e m e s  d ' a u t o i n c o m p a t i b i l i t é  ou d ' i n c o m p a t i b i l i t é  i n t r a -  

s p i c i f i q u e  p r i v i l é g i e n t  l e s  c r o i s e m e n t s  i m p l i q u a n t  d e s  gamè tes  pro-  

v e n a n t  de  l a  méme e s p e c e ,  ma i s  d ' i n d i v i d u s  d i f f é r e n t s .  

L ' i n c o m p a t i b i l i t C  de f é c o n d a t i o n  i n t r a s p é c i f i q u e  a  é t é  s u b d i v i s é e ,  

géné ra l emen t  s e l o n  d e s  c r i t e r e s  morpho log iques  e t  g e n é t i q u e s ,  en  un 

sys t ème  he t é romorph ique  e t  un sys t eme  hornomorphique. Comme son nom 

l ' i n d i q u e  l ' i n c o m p a t i b i l i t é  h é t b r o m o r p h i q u e  r e p o s e  s u r  d e s  d i f f é r e n c e s  

s t r u c t u r a l e s  i m p o r t a n t e s  au n i v e a u  du p i s t i l  e t  du p o l l e n  d e s  e s p è c e s  

i n f e r t i l e s .  P a r  c o n t r e ,  l e s  p l a n t e s  B i n c o m p a t i b i l i t é  homomorphique 

ne r e p r é s e n t e n t  aucune  d i f f é r e n c e  d a n s  l e u r  morpho log ie  f l o r a l e  e t  

a s s u r e n t  l e  m a i n t i e n  de l ' h é t é r o z y g o t i e  uniquement  p a r  l a  m i s e  en  

j e u  d ' u n  c o n t r o l e  g b n é t i q u e  au n i v e a u  m a c r o m o l é c u l a i r e  (HESLOP- 

HARRISON -113-1. 

II - INCOMPATIBILITE DE FECONDATION HETEROMORPHIQUE 

L ' i n c o m p a t i b i l i t é  de  f é c o n d a t i o n  hé t é romorph ique  a  é t é  e n r e -  

g i s t r é e  dans 23 f a m i l l e s  d e  131 g e n r e s  (LEWIS -173-1. Ces f a m i l l e s  

s e  r é p a r t i s s e n t  B t r a v e r s  t o u t  l e  r è g n e  v é g i t a l .  

Les  c a r a c t e r e t s  morpho log iques  c o n t r ô l a n t  ce  t y p e  d ' i n c o m p a t i -  

b i l i t é  o n t  C t 4  r é p e r t o r i é s  (De NETTANCOURT -225-1 . Pour  l e  p o l l e n ,  

c e  s o n t  l e  p l u s  s o u v e n t  : l a  forme,  l a  t a i l l e ,  l e s  s c u l p t u r e s  e t  l a  

compos i t i on  de  l a  p a r o i ,  m a i s  é g a l e m e n t  l a  p o s i t i o n  du p o l l e n  p a r  

r a p p o r t  a u  s t i g m a t e .  C e l l e - c i  e s t  d & t e r n i n i e  p a r  l a  l o n g u e u r  ou p a r  

l e  p o i n t  d ' i n s e r t i o n  de l ' a n t h è r e  d a n s  l a  c o r o l l e .  La f o r m e ,  l e s  

s c u l p t u r e s  d e  l a  s u r f a c e  d e  l a  p a p i l l e  s t i g m a t i q u e  p e u v e n t  éga l emen t  

i n t e r v e n i r  a i n s i  que l a  l o n g u e u r  du s t y l e .  

Les d i v e r s e s  e s p è c e s  h4 t6 romorphes  ne p o s s è d e n t  p a s  t o u j o u r s  

l ' e n s e m b l e  de c e s  ca rac t6 re . s  3. l ' e x c e p t i o n  d e  L&oc& rneyeni où 



tous ces divers facteurs se combinent afin de réaliser un grand 

nombre de types intercompatibles (LEWIS -173-1. 

III - INCOMPATIBILITE DE FECONDATION HOMOMORPHIQUE 
L'incompatibilité homomorphique est nettement plus répandue 

que l'hétéromorphie et se rencontre dans à peu près la moiti6 des 

familles de plantes à fleurs. 11 semble que ce soit le mode le plus 

efficace de reproduction croisée. 

Comme son nom l'indique, aucune différence morphologique ne 

permet la distinction entre les différentes plantes. Cette incom- 

patibilité est basée uniquement sur le multiallelisme d'un gène 

contrglant l'incompatibilité de fécondation. En effet, depuis les 

travaux de CORRENS -51-, EAST -69-70-, EAST et al. -68-, on sait 

que le contrôle de la fecondation est due à la présence d'un gène 

d'incompatibilitd S dont la transmission hgréditaire s'effectue 

selon un mécanisme mendelien. Deux systèmes homomorphiques ont et6 

identifiés : l'un à détermination gamétophytique (AIG), l'autre 

détermination sporophytique (AIS). Ce sont ces deux systèmes que 

nous présentons ci-après. 

A - DETERMINISME GENETIQUE DES SYSTEMES D'INCOMPATIBILITE ..................................................... 
a) Autoincompatibilit4 gamétophytique de fécondation 

-5-P-=-=-P-*-2-=-%-ffZ-=-I-t-=-=-rr~-=-- -i=-=-=-- -- 
Dans le cas de l'autoincompatibilité gam6tophytique de fécon- 

dation (AIG) c'est le génotype du pollen (gamétophyte issu de la méiose) 

qui détermine à lui seul la compatibilité ou l'incompatibilité de 

fécondation (LINDER -175-, De NETTANCOURT -225-, LUNDQUIST -189-1. 

Une plante de génotype SI s3 par exemple donnera, après 

méiose, une population àe microspores composée par moitié d'individus 



S I  et d'individus S3. Le tube pollinique S1 ne pourra traverser le 

style d'une plante de génotype SI SI ni mCme de génotype s1 s2 . 
Par contre une plante Sl S2 ne r e f u ~ e r a  pas le passage du tube 

pollinique S j .  

b) Autoincompatibilité sporophytique de fécondation (AIS) 
- r -* -P-P-%-*-5-1-D- I -P-31-O-*-P-=-31-PPP-t-~-* -~-= 

Le second cas d'autoincompatibilité homomorphique est dit 

sporophytique car c'est le génotype du sporophyte inscrit globalement 

dans le cytoplasme et la paroi de chaque grain de pollen qui contrdle 

son comportement (son phénotype incompatible). 

La distinction AIS-ASG est facilitée par le fait qu'il existe une 

correspondance remarquable antre l'autoincompatibilité et certaines 

caractéristiques telles que : cytologie du pollen ou du stigmate, 

localisation de la réaction de rejet du gamète incompatible, stade 

de dgtermination et enfin nombre de loci et de séries polyalléliques 

pour le ou les gents contralant la réaction d'incompatibilité. 

B - RAPPEL SUCCINCT DES PRINCZPALES CARACTERISTIQUES DE CES ....................................................... 
DEUX SYSTEMES D ' INCOMPATIBILITE ............................... 

a) Cytologie du pollen et incompatibilité 
- 3 - I - 0 - P - P - ~ - I - P - % - O - P - o - L : - L - I - t - ~ - P - ~  

BREWBAKER -29- a montre qu'il existe un certain nombre de cor- 

rélations entre le type gamétophytique ou sporophytique d'autoincompa- 

tibilité et les caractéristiques cytologiques du grain de pollen. Deux 

types de pollen sont connus : binuclée et trinucléé en fonction du 

moment de la seconde mitose pollinique : 

- le pollen binucléé possède un noyau vigétatif et un noyau 
reproducteur. Celui-ci en se divisant au cours de la croissance du 

tube pollinique donne deux gametes males. 



- Dans l e  c a s  d ' u n  p o l l e n  t r i n u c l é é ,  l a  d i v i s i o n  du noyau 

r e p r o d u c t e u r  a  d é j à  e u  l i e u  d a n s  l ' a n t h è r e  ; il p o s s è d e  d o n c  un 

noyau v é g é t a t i f  e t  deux  g a m è t e s  m â l e s .  

Les  s y s t è m e s  AIS a p p a r t i e n n e n t  e x c l u s i v e m e n t  aux p l a n t e s  à 

p o l l e n  t r i n u c l é é  t a n d i s  q u e  l e s  s y s t è m e s  A I G  n e  f a i s a n t  i n t e r v e n i r  

q u ' u n  s e u l  g è n e  d ' i n c o m p a t i b i l i t é  s o n t  r e n c o n t r é s  e x c l u s i v e m e n t  d a n s  

l e s  f a m i l l e s  p o s s é d a n t  d e s  g r a i n s  d e  p o l l e n  b i n u c l é é .  I l  f a u t  r e m a r q u e r  

q u e  c e r t a i n s  s y s t è m e s  A I G  f a i s a n t  i n t e r v e n i r  p l u s i e u r s  g è n e s  d ' i n -  

c o m p a t i b i l i t é  p e u v e n t  c o r r e s p o n d r e  a v e c  l a  p r é s e n c e  de p o l l e n  

t r i n u c l é é .  

b )  S u r f a c e  s t i g m a t i q u e  e t  i n c o m p a t i b i l i t é  
-t-t-0-*-P-0-l-=iE-=-=-I-P-P-I-I-0-I-=-=-=-=-=-=-= 

De nombreux a u t e u r s  o n t  a n a l y s é  l a  c o r r é l a t i o n  q u i  e x i s t e  

e n t r e  l ' a s p e c t  d e  l a  s u r f a c e  s t i g m a t i q u e  e t  l e s  d i v e r s  s y s t è m e s  

d ' a u t o i n c o m p a t i b i l i t é  (KONAR-LINSKENS -151- ,  DICKINSON-LAWSON -64- ,  

HESLOP HARRISON e t  c o l l .  - 1 1 2 - ) .  La c l a s s i f i c a t i o n  d e s  s t i g m a t e s  

s ' a p p u i e  s u r  l ' e x i s t e n c e  e t  l a  n a t u r e  d ' u n e  s é c r é t i o n  q u i  r e c o u v r e  

l e s  p a p i l l e s .  En e f f e t ,  s c h é m a t i q u e m e n t  o n  d i s t i n g u e  d e s  s t i g m a t e s  

s é c r é t e u r s  e t  d e s  s t i g m a t e s  non s é c r é t e u r s  (HESLOP HARRISON e t  c o l l .  

-114 - ) .  

Les  p a p i l l e s  d e s  s t i g m a t e s  s é c r é t e u r s  d e s  p l a n t e s  à A I G  s o n t  

r e c o u v e r t e s  d ' u n e  s é c r é t i o n  a b o n d a n t e  d e  n a t u r e  e s s e n t i e l l e m e n t  

l i p i d i q u e  (LABARCA e t  c o l l .  -157-1.  E l l e  c o n s t i t u e  un m i l i e u  f a v o r a b l e  

à l a  c a p t u r e  e t  à l a  g e r m i n a t i o n  du p o l l e n .  P a r  c o n t r e ,  l e s  s t i g m a t e s  

d e s  e s p è c e s  à AIS s o n t  non s é c r 6 t e u r s  ; l e u r s  p a p i l l e s  ne  s o n t  

p l u s  r e c o u v e r t e s  d ' u n e  s e c r é t i o n  l i q u i d e  m a i s  p a r  u n e  p e l l i c u l e  n y d r a -  

t é e  IMATTSON e t  c o i l .  -197-1 q u i ,  s e l o n  ROBERTS e t  c o l l .  - 2 5 3 - ,  d o i t  

ë t r e  c o n s i d é r 8 e  comme u n e  c o u c h e  v i s q u e u s e  ou e n c o r e  comme u n e  

" m o s a i q u e  f l u i d e  de  n a t u r e  p r o t é i q u e  " .  



c )  L o c a l i s a t i o n  d e  l a  r é a c t i o n  de r e j e t  e t  d ' i n c o m p a t i b i l i t é  
- P - = - = - = - P - I - I - I - P - ~ - I L - = - = - * - = - = - = - ~ - = - = - = - = - = - = - = - = - X - = -  

La l o c a l i s a t i o n  d e  l a  r e a c t i o n  d ' a u t o - r e j e t ,  c ' e s t - & - d i r e  

d ' i n h i b i t i o n  d e  l a  c r o i s s a n c e  du t u b e  p o l l i n i q u e  p e u t  a v o i r  l i e u  d a n s  

d i f f a r e n t e s  p a r t i e s  du p i s t i l  e t  B des moments v a r i a b l e s  de  l a  p h a s e  

progamique.  Une c l a s s i f i c a t i o n  a  é t 6  p r o p o s e e  p a r  LINSKENS -181- e t  

PANDEY -239- ; e l l e  r e n d  compte d e  l a  p o s i t i o n  de  c e s  b a r r i è r e s  à 

l a  g e r m i n a t i o n  e t  & l a  c r o i s s a n c e  du t u b e  p o l l i n i q u e .  

L ' i n h i b i t i o n  s t i g m a t i q u e  c a r a c t é r i s e  l e s  p l a n t e s  8 AIS. En 

e f f e t ,  l a  r é a c t i o n  d ' a u t o - r e j e t  y e s t  e x c l u s i v e m e n t  l o c a l i s é e  au 

n i v e a u  de l a  p a p i l l e  s t i g m a t i q u e  : 95% d e s  g r a i n s  de  p o l l e n  incom- 

p a t i b l e s  ne ge rmen t  p a s  ; l e s  r a r e s  t u b e s  p o . l l i n i q u e s  émis s o n t  

t o u j o u r s  t r & s  c o u r t s ,  d é f o r m é s ,  r e c r o q u e v i l l é s .  I l s  ne  p é n è t r e n t  

j a m a i s  dans l a  p a r o i  de l a  c e l l u l e  s t i g m a t i q u e  ( R O G G E N  - 2 5 4 - ,  

OCKENDON -236-1,  e t  l e u r  p a r t i e  a p i c a l e  e s t  o b s t r u é e  p a r  un bouchon 

d e  c a l l o s e .  

L ' i n h i b i t i o n  s t y l a i r e  c a r a c t é r i s e  l e s  p l a n t e s  à AIG. Le t u b e  

p o l l i n i q u e  i s s u  d e  l a  g e r m i n a t i o n  du  p o l l e n  i n c o m p a t i b l e  t r a v e r s e  

l e  s t i g m a t e  e t  p é n è t r e  d a n s  l e  s t y l e .  Le b l o c a g e  d e  l a  c r o i s s a n c e  du 

t u b e  peu t  s e  r é a l i s e r  d e s  l ' e n t r g e  dans  l e  s t y l e  ( e x .  Oenothena) ou 

p l u s  b a s  ( ex .  Petunia) . Le t u b e  p o l l i n i q u e  Lncompe t ib l e  p r é s e n t e  

d e s  p a r o i s  e p a i s s i e s  e t  l ' a r r g t  d e  sa c r o i s s a n c e  c o l n c i d e  a v e c  l a  

f o r m a t i o n  d son e x t r é m i t é  d ' u n  d é p b t  de c a l l o s e  e t  l ' i n h i b i t i o n  de  

l a  m i t o s e  ( G A G N I E U  - 2 5 - 1 .  

11 e x i s t e  e n f i n  un  t r o i s i è m e  s i t e  d ' i n h i b i t i o n  : l ' o v a i r e .  Le 

tube p o l l i n i q u e  i n c o m p a t i b l e  a t t e i n t  l e  s a c  embryonna i r e  ma i s  l a  

l i b e r a t i o n  d e s  gamètes  n  ' e s t  p a s  s u i v i e  2e  syngamie .  La d é t e r m i n a t i o n  

à e  c e  type  d ' i n c o m p a t i b i l i t é  s e r a i t  8 l a  f o i s  gamé tophy t ique  e t  

s a o r o p h y t i q u e  (COPE - 5 0 - 1 .  



d )  S t a d e s  de  d é t e r m i n a t i o n  e t  i n c o m p a t i b i l i t e  
-P-P-=-P-E-t-=-=-P-=-I-P-- --=-e-e-=-e-=-*-t 

La d é t e r m i n a t i o n  du p h é n o t y p e  i n c o m p a t i b l e  du p i s t i l  c o ï n c i d e  

a v e c  l ' o u v e r t u r e  d e  l a  f l e u r .  Avan t  e t  a p r è s  c e  s t a d e  l e s  p i s t i l s  

d e s  p l a n t e s  i n c o m p a t i b l e s  p e u v e n t  q u e l q u e  f o i s  a c c e p t e r  l ' a u t o - p o l l e n .  

Le moment où l e  g a m é t o p h y t e  m â l e  r e ç o i t  l ' i n f o r m a t i o n  n é c e s s a i r e  

à l a  d é t e r m i n a t i o n  d e  s o n  p h é n o t y p e  i n c o m p a t i b l e  v a r i e ,  il e s t  en  

r e l a t i o n  a v e c  l e  d t5 te rmin i sme  d e  l ' a u t o i n c o m p a t i b i l i t é  : BREWBAKER 

-29-30- e s t i m e  q u e  l e  s t a d e  de  d é t e r m i n a t i o n  du p h e n o t y p e  i n c o m p a t i b l e  

du g r a i n  d e  p o l l e n  s e  s i t u e  à l a  deuxiCrne m i t o s e  p o l l i n i q u e  e t  i n t e r -  

v i e n t  d a n s  l e s  m i c r o s p o r e s  p o u r  l e s  e s p è c e s  à p o l l e n  t r i n u c l é é  e t  

d a n s  l e  t u b e  p o l l i n i q u e  p o u r  l e s  e s p è c e s  è p o l l e n  b i n u c l é é .  

e )  R é c a p i t u l a t i o n  de  l a  c l a s s i f i c a t i o n  d e s  s y s t è m e s  
-E-P-r-=-P-=-P-=-P-I-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-5-=-=-= 

d ' a u t o i n c o m p a t i b i l i t t 5  
-=- t -* -O-L-=-%- t -0 -=-  

De NETTANCOURT -225- a  r é s u m e  d e  m a n i è r e  t r è s  s y n o p t i q u e  ( f i g u r e  

n o  2 )  l e s  p r i n c i p a l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  d e s  s y s t è m e s  a u t o i n c o m p a t i b l e s .  

Ce schéma f a i t  a p p a r a î t r e  l ' e x i s t e n c e  d ' u n  o u  deux l o c i ,  l a  

l o c a l i s a t i o n  de  l a  r é a c t i o n  d e  r e j e t ,  l a  c y t o l o g i e  du p o l l e n ,  son  

s t a d e  de  d é t e r m i n a t i o n ,  l a  p r é s e n c e  ou l ' a b s e n c e  d e  s é r i e s  p o l y a l -  

l é l i q u e s ,  l ' a s s o c i a t i o n  a v e c  d e s  c a r a c t è r e s  m o r p h o l o g i q u e s .  

Une c o r r é l a t i o n  t r è s  i m p o r t a n t e ,  non i n d i q u é e  p a r  c e  schéma, e s t  

l ' é t a t  du s t i g m a t e  s é c r e t e u r  ( o u  n o n )  e n  a s s o c i a t i o n  a v e c  l a  d é t e r -  

m i n a t i o n  d e  l ' a u t o i n c o m p a t i b i l i t é .  

11 e x i s t e  un t r è s  g r a n d  nombre de  r e v u e s  g é n é r a l e s  p r é c i s a n t  

l e  c o n t r d l e  g é n é t i q u e ,  l ' u l t r a s t r u c t u r e  e t  l a  p h y s i o l o g i e  d e s  s y s -  

t è m e s  a u t o i n c o m p a t i b l e s  (SEARS -271- ,  LEWIS -171- ,  A R A S U  -9- ,  ROSEN 

-260-1 LUNDQUIST -189- ,  TOWRSEND - 2 9 4 - ,  De NETTANCOURT -223-225- ,  

VASIL -304- ,  BREWBAKER -29-, HESLOP HARRISON -113- ,  LINSKENS -183-1 

BRIS e t  ~011. -35-1.  



FIGURE 2 

CLASSIFICATION DES SYSTEMES D'AUTO-INCOMPATIBI LITE 

SELON DE NETTANCOURT (1972) 



NOUS ne rentrerons guère plus dans les détails de la définition 

des systèmes autoincompatibles pour envisager plus précisément la 

nature des intéractions pollen/pistil dont l'importance est capi- 

tale dans la biologie de la reproduction. 

C - NATURE DES INTERACTIONS DANS LES SYSTEMES AUTOINCOMPATIBLES ........................................................... 
Nous limiterons notre étude aux systèmes homomorphiques d'in- 

compatiblité de fécondation. Comme nous l'avons vu, l'autoincompa- 

tibilité n'est pas liée à une incapacité des gambtes à accomplir la 

fécondation mais à des mécanismes physiologiques strictement con- 

trblés par des gènes d'incompatibilité bien déterminés. 

Selon HESLOP HARRISON -113-, la définition des barrigres qui 

limitent la fertilisation s'effectue au cours des phases progamique 

et syngamique. Les divers niveaux d'interaction pollen - pistil sont 
résumés tableau no 1 . Ainsi au cours de la phase progamique (stades 1 
?i 5 )  des interactions se réalisent entre le gametophyte male et le 

sporophyte femelle, il faut attendre la phase syngamique pour que se 

manifeste une interaction directe entre les deux gamétophytes. 

Du côté femelle, le contrele de l'autoincompatibilité dépendra 

en partie du sporophyte puis du gamétophyte. Par contre, c6té male, 

ce méme contrôle sera uniquement soumis au gamétophyte haploïde. 

Ainsi les materiaux transportés par le grain de pollen assurent le 

contrôle parental en AIS. 

Longtemps considérée comme un phénomène unique, deux phases 

ont été distinguées dans la réaction d'incompatibilité après la 

présentation du modèle de LEWIS -172- : 

- une premiiire phase de reconnaissance contrôlée par le gène 
d'incompatibilité, 



TABLEAU 1 

DEFlNlTlON DES INTERACTJONS DANS LES SYSTEMES AUTOINCOMPATIBLES (HESLOP-IiARRISON. 1976) 

PHASES 

t 
PHASE l 
pollinisalion 

PHASE II 
pragamirlua 

PliASE III 
syng~mique 

. 
PfifNCtPALES ETAPES SYSTEME 

. 
BARRIERE NIVEAU D'INTERACTIONS 

1) capture 
2) hydratation 
3) garminatlon 
4) phdtrstion du t u b  

pollinique -.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.- 
6) croirsrtlce du tube 

poltinique 

6)  pbndtration dens k 
piun4 t ltyte femelle 
n tuTon 

NATURE DES INTERACTIONS 

sudece st~matique 

1 surface stigmatique et 
papilles mus-jecentes 

(USW mnducîeur stylaln 

sac emtnyormoire 

interaction mec Is sporopliyle 
fenwfle diploids 

interaction wat la gsn&top#iyte 
feriielle 

x 
x 
x 
n 

-.-.-.-.-.--.-.-._._. 
x 

x 

I - 1 110  

AIS + 
AIQ 



- s u i v i e  p a r  l ' i n s t a l l a t i o n  d e  l a  r é a c t i o n  d e  r e j e t .  

Un g r a n d  p a s  a  é t é  f r a n c h i  p a r  BURNET -36- q u i ,  c o m p a r a n t  l a  

r é a c t i o n  d ' a u t o i n c o m p a t i b i l i t é  à u n e  r é a c t i o n  immunolog ique ,  a imposé  

c e t t e  c o n c e p t i o n  e n  l ' a f f i n a n t  e t  e n  d i s t i n g u a n t  : 

- un s t a d e  de  r e c o n n a i s s a n c e  s o i  - non s o i  m e t t a n t  e n  jeu 

d e s  m o l é c u l e s  p o r t e u s e s  d ' u n e  i n f o r m a t i o n  d é t e r m i n é e  p a r  l e  g è n e  

d ' i n c o m p a t i b i l i t é ,  

- l ' i n d u c t i o n  d ' u n e  r é p o n s e  r e j e t - a d m i s s i o n ,  

- l ' e x p r e s s i o n  d e  c e t t e  r é p o n s e  c o r r e s p o n d a n t  à l a  m i s e  e n  

r o u t e  de  d i v e r s e s  v o i e s  m é t a b o l i q u e s  a d é q u a t e s .  

L ' é t a p e  p r i m o r d i a l e  d e  l ' a u t o i n c o m p a t i b i l i t é  d e  f é c o n d a t i o n ,  

q u e l l e  q u e  s o i t  s a  n a t u r e  ( s p o r o p h y t i q u e  o u  g a m é t o p h y t i q u e ) ,  e s t  

c e l l e  d e  l a  r e c o n n a i s s a n c e  q u i  a p p a r t i e n t  à l a  p h a s e  progarnique 

d a n s  l a  p l u p a r t  d e s  c a s  (HESLOP HARRISON -113-). C e p e n d a n t ,  b i e n  q u e  

r e c o n n a i s s a n c e  e t  r e j e t  s o i e n t  c o n f o n d u s  a u  n i v e a u  du s t i g m a t e  c h e z  

l e s  p l a n t e s  B AIS ( B  i n h i b i t i o n  s t i g m a t i q u e ) ,  il s e m b l e  p l u s  d é l i c a t  

d e  d i f i n i r  a v e c  p r é c i s i o n  l e  s i t e  d e  r e c o n n a i s s a n c e  d e s  p l a n t e s  à 

A I G  ( à  i n h i b i t i o n  i n t r a - s t y l a i r e  d e s  t u b e s  p o l l i n i q u e s  i n c o m p a t i b l e s )  

A i n s i  il s e m b l e r a i t  q u e  c h e z  Petunia hybhida (VANDERDONK -300-301- ,  

LINSKENS - 1 8 4 - )  e t  Phunub avium (RAFF-KNOX -245-)  q u i  s o n t  d e u x  

p l a n t e s  à s y s t è m e  A I G ,  l a  r e c o n n a i s s a n c e  a i t  l i e u  a p r è s  p o l l i n i s a t i o n  

au  n i v e a u  d e  l a  p a p i l l e  s t i g m a t i q u e ,  s u i v i e  d ' u n e  i n h i b i t i o n  s a n s  

l e  s t y l e  24 h e u r e s  p l u s  t a r d .  P a r  c o n t r e  c h e z  Li&ium l e  s t i g m a t e  

n e  p a r t i c i p e  p a s  à l a  r e c o n n a i s s a n c e  du p o l l e n ,  a i n s i  q u e  l e  s u g g è r e  

c e r t a i n e s  e x p é r i e n c e s  de  g r e f f e s  (LAWSON-DICKINSON -166-,  FETT e t  

c o l l .  -76-). S e u l  l e  s t y l e  s e r a i t  i m p l i q u é  d a n s  l ' é t a p e  de  r e c o n -  

n a i s s a n c e  e t  l a  r é a c t i o n  d ' a u t o - r e j e t .  L e s  i n f o r m a t i o n s  s o n t  d o n c  

c o n t r a c 5 i c t o i r e s  e t  l e s  r é s u l t a t s  e x p G r i m e n t a u x  non u n i v o q u e s .  



Quelle que soit sa localisation, (stigaate ou style), l'étape 

de reconnaissance se déroule soit entre le grain oe pollen et les 

cellules stigmatiques, soit entre le tube pollinique et les cellules 

stylaires. Du contact entre ces deux surfaces tres différentes naft 

une information précise qui conditionnera le succes de la fdcondation 

ou l'installation des barrières d'incompatibilité. Tout repose sur 

la mise en jeu de réactions Sien définies au niveau moléculaire. 

Un grand nombre d'hypotheses concernant les mécanismes de 

contrdle de 1'autoincompatFbilité de fécondation ont &té avancées 

(LEWIS -168-172-, NASRALLAH -220-, PANDEY -239-, ASCHER -IO-, KROES 

-155-, VANbERDONK -301-, LINSKENS - 1 7 8 - ,  FERRARI-WALLACE -75-, 

CLARKE-GLFESON - 4 8 - 1 .  Cependant si aucun de ces modeles hypoth6tiques 

n'a été accepte totalement, tous postulent l'existence d'une recon- 

naissance dont ils difinissent plus ou moins les éventuelles modalités 

Les bases m o l ~ c u l a i r e s  de la reconnaissance cellulaire ont 

été définies par B U R N E T  -36- qui conclut que "toutes les reconnais- 

sances positives entre cellules peuvent être interprétées comme 

provenant de l'union specifique, réversible ou non, entre des grou- 

pements chimiques appartenant aux surfaces cellulaires en contact". 

Ainsi la reconnaissance cellulaire est liée à l'identification 

d'une molécule-vecteur d'information (ligand) par une molécule- 

récepteur capable de décoder le message du ligand. Un signal infor- 

matif est engendre puis transmis à l'intérieur de la cellule après 

passage au travers de la membrane. Il en découle une transcription 

de genes spécifiques suivie de l'installation d'une coopdratioa 

adaptant les activites méteboliques vers la réponse B produira. 



Cette analyse est schématisée figure n o  3. 

Dans tous les cas étudiés et en particulier chez les animaux, 

la discrimination soi - non soi s'est révéiee être un phénomene 

de surface. La réception et la transmission d'informations, telles 

que celles qui conduisent 8 l'auto-rejet semblent 6tre issues et 

dépendre d'interactions entre surfaces cellulaires par l'intermédiaire 

de molécules spécifiques complémentaires dont la combinaison est 

d'importance capitale pour le succès de la croissance du tube 

pollinique dans le pistil. 

Nous allons donc, dans les chapitres suivants, essayer de 

définir les bases moléculaires de la reconnaissance, tout d'abord 

dans le règne animal où elle a été très étudiée, pour ensuite 

dégager les modalités d'une reconnaissance cellulaire chez les 

végétaux. 
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CHAPITRE I I  

BASES MOLECULAIRES ET STRUCTURALES DE LA 

RECONNAISSANCE CELLULAIRE CHEZ LES ANIMAUX 

1 - INTRODUCTION : MODELISATION DE RECONNAISSANCE CELLULAIRE 

La r é c e p t i o n  e t  l a  t r a d u c t i o n  d e s  s i g n a u x  d e  r e c o n n a i s s a n c e  

r e g u l a n t  l e  compor tement  s o c i a l  e t  p h y s i o l o g i q u e  d e s  c e l l u l e s  s o n t  

d e s  ph inomènes  i m p l i q u a n t  l e s  s u r f a c e s  c e l l u l a i r e s  e t  d é p e n d a n t  de  

l a  p r é s e n c e ,  s u r  c e s  s u r f a c e s ,  d ' i l é m e n t s  c o g n i t i f s  ou r é c e p t e u r s .  

C e t t e  s u r f a c e  c e l l u l a i r e  p e u t  é t r e  c o n s i d e r é e  comme une i n t e r f a c e  

t r i d i m e n s i o n n e l l e  e n t r e  l e  c y t o p l a s m e  e t  s o n  e n v i r o n n e m e n t  e x t r a -  

c e l l u l a i r e  ; e l l e  r e p r é s e n t e  l e  s i è g e  i d é a l  p o u r  l e s  p r o c e s s u s  

c e l l u l a i r e s  d e  communica t ion  e t  d e  r e c o n n a i s s a n c e .  A i n s i  l a  mem- 

b r a n e  c e l l u l a i r e  p e u t  ê t r e  a s s i m i l é e  a un t e r r i t o i r e  " s e n s o r i e l "  

s u s c e p t i b l e  d e  d e t e c t e r  l e s  s i g n a u x  e n v i r o n n a n t s  ( r e c o n n a i s s a n c e )  

e t  d ' e n  a s s u r e r  l e  t r a n s f e r t  e t  l ' a m p l i f i c a t i o n  p u i s  l a  t r a d u c t i o n  

e n  u n e  r é p o n s e  i n t r a c e l l u l a i r e .  C e p e n d a n t ,  p o u r  e x e r c e r  u n  e f f e t  

p h y s i o l o g i q u e ,  t o u s  l e s  s t i m u l i  e x t e r n e s  d o i v e n t  t r a v e r s e r  l a  s u r f a c e  

c e l l u l a i r e  e t  a t t e i n d r e  l e s  r é g i o n s  f o n c t i o n n e l l e s  du c y t o p l a s m e .  

Les  m e c a n i s m e s  p a r  l e s q u e l s  l a  membrane c e l l u l a i r e  r é a l i s e  

c e t t e  f o n c t i o n  d e  t r a n s f e r t  d ' i n f o r m a t i o n  s o n t  p e u  c o n n u s .  S e u l s ,  

commencent à O t r e  d t u d i é s  l e s  s i g n a u x  e x t r a c e l l u l a i r e s  e t  i n t e r c e l -  

l u l a i r e s  q u i  p r o v o q u e n t  une r é p o n s e  m é t a b o l i q u e  i n t r a c e l l u l a i r e  

(AULT-BRAUN -16-,  BRADY-FISHMAN -25-1. 

C o n c e p t u e l l e m e n t  c e s  p r o c e s s u s  p e u v e n t  s e  s c i n d e r  e n  t r o i s  

p h a s e s  b i e n  d i s t i n c t e s  : 

a )  r e c o n n a i s s a n c e  e t  l i a i s o n  d ' u n e  s u b s t a n c e  e f f e c t r i c e  ( l i g a n d )  

à l a  s u r f a c e  c e l l u l a i r e .  



FIGURE 4 

MODELE HYQOTHETIQUE D'UN RECEPTEUR MEMBRANAIRE 

d i s c r i m i n a n t ,  
r é c e p t e u r  

r e l a i s  
transmembran.a 

i n d u c t e u r  
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b) transmission de 1' information au travers de la membrane 

cellulaire, 

C) activation &es voies mt%taboliques intra-cytoplasmiques 

appropr i&e S. 

GREAVES et CUATRECASAS -97- ont propose un modale simple 

permettant de décrire la plupart des facettes des phenomBnes de 

communications intercellulaires, et, en particulier la perception de 

l'information à la surface externe de la membrane puis son transfert 

de la membrane dans le compartiment intra-cytoplasmique (Figure n o  4). 

Un tel modale de reconnaissance et de communication implique 

l'intervention be paramiktres multiples ainsi qu'un changement fré- 

quent de langage. Ainsi, selon GREAVES -97- les diverses étapes du 

processus de communication impliquent (Figure no 4 )  : 

- un Wdiscriminator" ou récepteur, 
- un "tranoducer" ou r e i a i s  transmembranaire, 

Nous allons donc essayer de definir les exigences fonctionnelles 

de chacun de ces trois paramétres. 

* 
A - DEFINITION FONCTIONNELLE DU RECEPTEUR 

Le premier élément impliqué est l'élément de discrimination 

ou d'ibentification, c'est-à-dire le récepteur dont la fonction 

principale est d'gtre sensible à un signal particulier spécifique, 

que celui-ci soit une mol4cule soluble, ou faisant partit d'une 

autre cellule. Cc recepteur est caracterise par deux propriités 

fondamentales : sa localisation à le surface cellulaire et sa spbci- 

ficité de combicaison. Il possede Bgalement la double fonction de 

ddcoder un signal externe et d'initier la réponse intracellulaire. 



En e f f e t ,  l e  r é c e p t e u r  d o i t  B t r e  capaSle  de coniniuniquer l ' i n t é r i e u r  

8. l a  c e l l u t e  l e  f a i t  q u ' i l  a i n r e r a g i  avec  un l i g a n d  p o r t e u r  d ' u n e  

i n f o r m a t i o n .  C e l a  n e c e s s i t e  en gOndral  l a  o r e s e n c e  d ' u n  r e l a i s  

t r ansmembrana i re .  

B - D E F I N I T I O N  PONCTXONNELLE DU RELAIS TRANSMEMBRANAIRE 
- I - - - - - - - -L - - -L- - - - - - - - - * - - - - - - - - - - - - * - - - - - - - - - - - - -  

GREAVES -97- a  p roposé  l ' e x i s t e n c e  d 'un  * t r a n s d u c e r *  ou 

t r a n s d u c t e u r  q u f ,  b i e n  que p e u t - é t r e  h y p o t h d t i q u a ,  d o i t  a s s u r e r  

l e  t r a n s i t  de  l ' i n f o r m a t i o n  r e ç u e  l a  s u r f a c e  c s l l u L a i r e  v e r s  l a  

face  i n t e r n e  d e  l a  membrane. I l  c o r r e s p a n d  q u e l l a  que  s o i t  sa n a t u r e ,  

a un r e l a i s  t ransmembranai re .  

C - D E F I N I  T I O N  FONCTIONNELLE DE L 'INDUCTEUR-EMETTEUR 
--------c--------------------------------------- 

Le d ~ r n i e r  i l C n e n t  v i t a l  d a n s  l e  t r a n s f e r t  de  l ' i n f o r m a t i o n  

e s t  l ' t f f e c t e u r  qui conu~unique l l i n t O r i c u r  de l a  c * l l u l e ,  au 

moyen de l a  p r o d u c t i o n  d 'un  second messager ou second s i g n a l ,  l e s  

p e r t u r b a t i o n s  e n r e g i s t z é e s  à l a  s u r f a c e  c % l l u l a i x e  l o r s  d e  l a  

r e c e p t f o n  du message p a r  l e  r b c e p t e u r .  

La r e c o n n a i s s a n c e  c e l l u l a i r e  dépend é t r o i t e m e n t  de. : 

a )  l a  s p é c i f i c i t 6  du r g c e p t e u r  e t  de  son g r f e n t a t i o n  v e r s  l a  

m i l i e u  e x t d r i e u r ,  

b )  l ' e x i s t e n c e  d ' a n  r e l a i s  t r ansmembrana i re  e t  de  s e s  r e l a t i o n s  

a v e c  deux p r o g r i é t i s  membranaires q u i  s o n t  a s m i t r i e  e t  m p i i f i c a t i o n .  

Ces p a r m a t r a s  s o n t  c o n d i t i o n n d s  p a r  l a  s t r u c t u r e  même de  l a  

membrane. L ' o r i e n t a t i o n  du r d c a p t e a r  semble ê t r e  s o u s  l a  d4pendance 

d t r o i t e  de  cemposantes thermodynamiques an a s s o c i a t i o n  avec  l e s  

p h a s e s  p o l a i r e s  ( h y d r o g b i l e o )  et a g o l a i r a s  (Rydropnobes) de  La mem- 

brane. S a  spBcf f i c i t 4  dCpenGrait  d e  composants b ioch imiques  p a r t i  - 
c u l i e r s .  Puant  au r e l a i s  t r a n s n e m b r a n a i r e ,  son  e f f i c a c i t é  e s t  d i r e c -  

t ement  en r e l a t i o n  avec l a  s t r u c z u r i t  membranaira. 11 nous seable donc 



i m p o r t a n t  de r a p p e l e r  t r è s  br ièvement  l a  s t r u c t u r e  fondamen ta l e  de 

c e t t e  f r o n t i è r e  que  r e p r é s e n t e  l a  membrane p lasmique  elle-même. 

II - LA MEMBRANE : SA XODEtISATION 

Bien que d i v e r s  modeles  a i e n t  & t é  p r o p o s é s  pour  d é c r i r e  l a  

s t r u c t u r e  de  l a  membrane ( F i g u r e  5a)  c ' e s t  c e l u i  d e  SZNGER e t  

NICOLSON -281- q u i  e s t  l e  p l u s  frhquemment admis (CHAPMAN - 4 3 - ,  

CHAPMAN e t  c o l l .  - 44 - ,  BRETSCHER -28- ) .  11 r e p o s e  comme t o u s  les 

modèles  i s s u s  d e s  t r a v a u x  d e  PAPART e t  BALLENTINE, LUCY e t  coi.1. 

-187-,  de WALLACH e t  GORDON -310-, s u r  : 

a )  l ' i n s e r t i o n  des  p r o t é i n e s  e t  g l y c o p r o t é i n e s  dans  une 

m a t r i c e  l i p i d i q u e ,  

b) l ' a s y m é t r i e  de l a  membrane, 

c )  l a  f l u i d i t é  membranaire.  La m a t r i c e  l i p i d i q u e  r e p r é s e n -  

t e r a i t  un m i l i e u  v i squeux  p e r m e t t a n t  l a  m o b i l i t é  e t  l a  d i f f u s i o n  

Be c e r t a i n e s  m o l é c u l e s  y compr is  d e s  r e c e p t e u r s  membranaires  en 

f o n c t i o n  de s a  r é sonance  de phase  e n t r e  deux d t a t s  ( c r i s t a l - s o l i d e ,  

c r i s t a l - l i q u i d e ) .  

A - INSERTION DE PROTEINES DANS UNE MATRfCE L I P I D I Q U E  ............................... ------------------ 
Malgr i  l e u r  g rande  homogenéi te  s t r u c t u r a l e ,  l e s  p r o t é i n e s  s e  

s u b d i v i s e n t  e n  deux c l a s s e s  en  f o n c t i o n  de l e u r  s o l u b i l i t é  dans  l a  

phase  aqueuse  ou l i p i d i q u e  e t  donc de  l e u r  a s s o c i a t i o n  p l u s  ou moins 

B t r o i t e  avec  l a  . m a t r i c e  l i p i d i q u e  c o n s t i t u é s  p a r  une b i couche  de  

composés hydrophobes de  n a t u r e  v a r i a b l e  ( F i g .  Sb ) .  Ce s o n t  l e s  

protéines p é r i p h é r i q u e s  s u p e r f i c i e l L e s  e t  l e s  p r o t e i n e s  i n t i g r 6 e s .  

Les p r e m i è r e s  ne s o n t  que t r i s  f a i b l e m e n t  l i e e s  à l a  membrane 

e t  p a r  consequen t  avec  l a  m a t r i c e  l i p i d i q u e .  

Les p r o t é i n e s  i n t é g r é e s  s o n t  p a r  c o n t r e ,  t r&s  é t r o i t e m e n t  



a s s o c i é e s  a u x  l i p i d e s  m e m b r a n a i r e s  e t  p a r t i c i p e n t  à l a  s t r u c t u r a t i o n  

d e  l a  m a t r i c e  membrana i re .  E l l e s  r e p r é s e n t e n t  70 à 80% d e s  p r o -  

- t Q i n e s .  Y s o n t  i n c l u s  d e s  enzymes a s s o c i d s  aux  membranes,  d e s  

a n t i g e n e s ,  d e s  p r o t é i n e s  t r a n s p o r t e u s e s  a i n s i  q u e  l e s  d i v e r s  

r é c e p t e u r s  b i o l o g i q u e s  (SINGER -282-1 . De p l u s  c e s  p r o t é i n e s  i n t é -  

g r é e s  r e q u i e r e n t  l a  p r é s e n c e  d e  l i p i d e s  s o u v e n t  s p é c i f i q u e s  p o u r  

B t r e  a c t i v b e s .  

B - ASYMETRIE DE LA MEMBRANE ---- --------c-- -..------- 
C e r t e s ,  l ' a s y m é t r i e  de  l a  membrane e x i s t e  a u  n i v e a u  d e  l a  

r e p a r t i t i o n  d e s  p r o t é i n e s  m a i s  e l l e  e s t  p a r t i c u l i e r m e n t  p l u s  n e t t e  

e n c o r e  au n i v e a u  d e s  g l y c o c o n j u g u Q s .  En e f f e t ,  l e s  g l y c a n n e s  ne  s o n t  

d é t e c t a b l e s  q u ' a  l a  f a c e  e x t e r n e  d e  l a  membrane ( ~ i ~ ~ ~ ~  n o  5b . L e s  

p r e u v e s  c y t o l o g i q u e s  s o n t  n o m b r e u s e s .  D i v e r s e s  m é t h o d e s  u t i l i s a n t  

d i f f é r e n t s  m a r q u e u r s  t e l s  que  d e s  l e c t i n e s  c o u p l é e s  & l a  f e r r i t i n e  

(NICOLSON-SINGER -226-228-1 e t  h t o u t  a u t r e  compoçé g l y c o s y l  é ( K I E D A  

e t  c o l l .  - 1 4 3 - )  ou e n c o r e  d e s  enzymes n e  p d n é t r a n t  p a s  d a n s  l a  

c e l l u l e  t e l l e  l a  g a l a c t o s e - o x y d a s e  (PARSONS-SUBJKCK -240-,  GABMBERG- 

HAKOMORI -87- ,  STECK-DAWSON -287-) o n t  p e r m i s  l a  n v i s u a l i s a t i o n "  d e  

l ' a s y m é t r i e  d e  l a  membrane l i é e  à l ' o r i e n t a t i o n  v e r s  l e  m i l i e u  

e x t r a c a l l u l a i r e ,  d e s  g l y c a n n e s  d e s  g l y c o c o n j u g u é s .  

C - FLUIDITE MEMBRANAIRE 
--------*----------- 

Le c o n c e p t  d ' u n e  membrane f o n c ' t i o n n e l l e  s o u s  f o r m e  d ' u n e  

masaïgue f l u i d e  (SINGER e t  c o l l .  - 2 8 1 - )  e s t  m a i n t e n a n t  g é n é r a l e m e n t  

admis .  

La f l u i d i t é  membrana i re  e s t  e s s e n t i e l l e  & l ' é t a b l i s s e m e n t  

de l a  s t r u c t u r e  mame de l a  membrane en  p e r m e t t a n t  d e s  i n t e r a c t i o n s  
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FIGURE 6 

A DlVERS MODELES MEMBRANAIRES 

a) GOLDUP, OHKl et DAAilELLt ; b) SINGER et NtCOLSON , 
d) LUCY ; el U E U T Z  , 
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d e  t y p e  hydrophobe -hydroph i l e .  Les  l i p i d e s  d e  l a  m a t r i c e  f o r c e n t  

l e s  p r o t é i n e s  membrana i r e s  à p r e n d r e  d e s  o r i e n t a t i o n s  c o r r e s p o n d a n t  

un e t a t  d ' é n e r g i e  l i b r e  l e  p l u s  b a s .  C e t t e  f l u i d i t d  e s t  e s s e n t i e l l e  

a l a  m o b i l i t é  d e s  c o n s t i t u a n t s  membrana i r e s  e t  d e s  r é c e p t e u r s .  

La f l u i d i t e  membranaire  depend d e  l ' é t a t  de  r a s o n a n c e  d e  l a .  

m a t r i c e  q u i  o s c i l l e  e n t r e  deux d t a t s  c r i s t a l - l i q u i d e  e t  c r i s t a l -  

s o l i d e .  L e  p a s s a g e  d ' u n  é t a t  à l ' a u t r e  ou t r a n s i t i o n  d e  p h a s e r  e s t  

s o u s  l a  dependance  de l a  c o m p o s i t i o n  l i p i d i q u e  de  l a  m a t r i c e .  A i n s i  

d e s  é t u d e s  p h y s i q u e s  (CALHOUN SEXPLEY -37 -1  o n t  d0montrd que l e  d e g r é  

d ' i n s a t u r a t i o n  e t  l a  l o n g u e u r  d e s  c h a i n e s  a l i p h a t i q u e s  d e s  a c i d e s  

g r a s r  t o u t  comme l a  t e m p e r a t u r e ,  r é g u l a i e n t  l e s  t r a n s i t i o n s  d e  

p h a r e .  Turn-over  l i p i d i q u e  e t  r é g u l a t i o n  d e s  p r o p r i g t é s  membrana i r e s  

a p p a r a i s s e n t  comme deux p r o c e s s u s  é t r o i t e m e n t  a s s o c i é s  (FRIEDMAN 

-83-, R A I N E S  -99-1. A i n s i  il a  e t 6  c l a i r e m e n t  dgmontré  que l a  

l i a i s o n  l i g a n d - r e c e p t e u r  à l a  s u r f a c e  d e  c e r t a i n e s  c e l l u l e s  d e  

mammif6res e t a i t  s u i v i e  d ' u n e  a u g m e n t a t i o n  d e  l a  f l u i d i t é  membra- 

n a i r e  p a r a l l B l e m e n t  a l ' a u g m e n t a t i o n  du t u r n - o v e r  d e s  p h o s p h o l i p i d e s  

e t  a l a  d i m i n u t i o n  du t a u x  d e  s a t u r a t i o n  d e s  a c i d e s  g r a s  (GREAVES 

- 9 7 - ,  L A U f  - 1 6 4 - ) .  

D - MOBXLITE DES COMPOSANTS MEMBRANAIRES ------------------------------------ 
Comme n o u s  venons  d e  l e  v o i r ,  l a  n a t u r e  mérne d e  l a  membrane 

( f l u i d e )  pe rme t  l a  m o b i l i t é  d e s  mac romolécu le s ;  nous  e n  donne rons  

deux  exemples.  

a)  M o b i l i t B  des  p r o t é i n e s  
- I - m - I - D - P - P - t - P - * - 0 - I  

11 e s t  m a i n t e n a n t  b i e n  6 t a h l i  que l e s  a n t i g 4 n a t  de  s u r f a c e  

s o n t  r é p a r t i s  a l a  s u r f a c e  c e l l u l a i r e  e t  d i f f u s e n t  s u r  t o u t e  l a  



s u r f a c e  c e l l u l a i r e .  L e  p r o c e s s u s  d e  " p a t c h i n g "  q u i  p r e s i d e  a c e t t e  

r e c ï i s t r i b u t i o n  d e s  p r o t é i n e s  d e  s u r f a c e ,  s e m b l e  & t r e  u n e  d i f f u s i o n  

l a t é r a l e ,  d é p e n d a n t e  d e  l a  t e m p e r a t u r e  e t  d e  l a  p r é s e n c e  TE AT P. 

Le p r o c e s s u s  p l u s  ample  d e  " c a p p i n g "  n e  d é p e n d  p l u s  u n i q u e m e n t  d e  

l a  membrane, il i m p l i q u e  é g a l e m e n t  l a  p r é s e n c e  d e  s t r u c t u r e s  c y t o -  

p l a s m i q u e s  c o n t r a c t i l e s  (AULT-BRAUN -16-) . 

b ]  M o b i l i t é  d e s  l i p i d e s  e t  g l y c o l i p i d e s  
- ~ - ~ - t - ~ i ~ - ~ - ~ - ~ - x - ~ - o - r - ~ - ~ ~ - a - ~ - ~ - f  

L e s  l i p i d e s  e t  g l y c o l i p i d e s  s o n t  é g a l e m e n t  m o b i l e s  au s e i n  

d e  l a  m a t r i c e .  

11 s e m b l e  que les  l i p i d e s  d e  l a  m a t r i c e  m e m b r a n a i r e ,  a p r è s  

l e s  i n t e r a c t i o n s  d e  s u r f a c e  l i g a n d - r é c e p t e u r ,  s u b i s s e n t  u n e  r e d i s -  

t r i b u t i o n  l a t e r a l e  (MAGGIO e t  ~011. -192- ,  SHAROM-GRANT -277-270-1,  

q u i  e s t  m e s u r a b l e  e n  f l u o r e s o a n c e  o u  e n c o r e  a p r è s  a v o i r  i n c o r p o r é  

un marqueur  de s p i n  ( l e  S ~ d o x y l s t ~ a r a t e )  ( S H A P I R O  -275-  ) . 
C e p e n d a n t ,  b i e n  que  l a  f l u i d i t 6  d e  l a  membrane e t  par  c o n s é -  

q u e n t  l a - m o b i l i t é  d e s  p r o t é i n e s  e t  l i p i d e s  d a n s  l e  p l a n  m e m b r a n a i r e  

s o i e n t  d ' i m p o r t a n c e  c a p i t a l e ,  il s e m b l e r a i t  q u e  l e s  v a r i a t i o n s  d e  

c e t t e  f l u i d i t é  e t  m o b i l i t é  s o i e n t  r e s t r e i n t e s  à c e r t a i n e s  membranes 

ou  z o n e s  m e m b r a n a i r e s  e t  s e l o n  des c o n d i t i o n s  p a r t i c u l i g r e s  que  l e s  

6 t u d e s  e n c o r e  t r o p  p a r c e l l a i r e s  n e  p e r m e t t e n t  p a s  d e  d é f i n i r  p l u s  

p r é c i s 4 m a n t  (GREAVES -97-1 . E n  p a r t i c u l i e r  l e  c a l c i u m  est c a p a b l e  

d ' i n d u i r e  l a  f o r m a t i o n  d e  n i c r o d o m a i n e s  c r i s t a l l i n s  d a n s  les phos-  

p h o l i p i d e s  a c i d e s  ( S H A P I R O  -275-1. 

I I I  - GLYCQCONJUGUES : BASE MOLECULAIRE DU RECEPTEUR 

Le s u c ç & s  d e s  p r o c e s s u s  d e  r c c o n u a i s s o n c e  e t  d e  d i s c r i m i n a t i o n  

r e p o s e  s u r  l ' i n t e r a c t i o n  s p é c i f i q u e  e n t r e  u n e  m o l e c u l e  (chargee d ' u n e  

i n f o r m a t i o n )  e t  s o n  r l c e p t e u r ,  a u s s i  a l l o n s - n o u s  e n v i s a g e r  l e s  



FIGURE 6 

MODELES MOLECULAIRES D'INTERACTIONS STEREOSPECI FIOUES 

ENTRE UN LIGAND ET SON RECEPTEUR 

1 MODELE TYPE <CLEF-SERRURE, DE FISCHER 

2 MODELE ADAPTATIF DE KOSHUND 

3 MODELE ADAPTATIF DE 0URGEN 



e x i g e n c e s  d e s  l i a i s o n s  l i g a n d - r é c e p t e u r  e t  d é f i n i r  l e u r  b a s e  

m o l é c u l a i r e .  

A - EXIGENCE DE LA LIAISON LIGAND-RECEPTEUR -------- ............................... 
L ' e f f i c a c i t é  b i o l o g i q u e  d e s  r é c e p t e u r s  membranaires  dépend 

de l e u r  c a p a c i t é  de l i a i s o n  e t  d e  t r a n s m i s s i o n .  L ' i n t e r a c t i o n  l i g a n d -  

r é c e p t e u r  d o i t  ê t r e  s p é c i f i q u e ,  s i l e c t i v e  e t  r é v e r s i b l e .  Complé- 

m e n t a r i t é  de  c o n f i g u r a t i o n  e t  s t é r é o s p é c i f i c i t é  s o n t  n é c e s s a i r e s  

pour  o b t e n i r  une s p é c i f i c i t e  a u s s i  é l e v é e .  T r o i s  modèles d ' i n t é -  

r a c t i o n  l i g a n d - r é c e p t e u r  Ont é t é  r a p p o r t é s  p a r  CUATRECASAS e t  

c o l l .  -56-. 

Le p remie r  modgle p roposé  p a r  FISCHER e s t  d e  t y p e  " c l e f -  

s e r r u r e n  ( F i g u r e  no  6 ) .  La l i a i s o n  l i g a n d - r é c e p t e u r  ne p e u t  s e  

f a i r e  que s i  l e s  m o l é c u l e s  p o s s é d e n t  l a  con fo rma t ion  v o u l u e ,  l ' é t a -  

b l i s s e m e n t  d e s  p o i n t s  d e  c o n t a c t  s e  f a i s a n t  d l embl&e .  

Le second modele d e  BURGEN ( F i g u r e  no  6 )  co r r e spond  au  

modhle du " z i p p e r "  ou f e r m e t u r e  à g l i s s i e r e .  La l i a i s o n  du l i g a n d  

en  un p o i n t  de s a  m o l é c u l e  s u r  l e  r é c e p t e u r ,  i n d u i t  une s é r . i e  de 

changement dans  l a  con fo rma t ion  de c e  l i g a n d .  Les i n t e r a c t i o n s  

l i g a n d - r é c e p t e u r  s o n t  a d a p t a t i v e s  e t  s 6 q u e n t i e l l e s .  

C ' e s t  éga l emen t  l e  c a s  du modèle de  KOSHLAND ( F i g u r e  n e 6 ) ,  

m a i s  c ' e s t  l e  r é c e p t e u r  q u i  c e t t e  f o i s  s e r a  a d a p t a t i f .  

Les g l y c o c o n j u g u é s  t e l s  l e s  g l y c o l i p i d e s  e t  l e s  g l y c o p r o t é i n e s  

s o n t  d e s  m o l é c u l e s  d o n t  l e  p o t e n t i e l  i n f o r m a t i f  n ' e s t  p l u s  

d i m o n t r e r .  I l s  s o n t  p r é s e n t s  à l a  s u r f a c e  de  l a  c e l l u l e  e t  l e u r s  

p a r t i e s  a s i d i q u e s  s o n t  en  c o n t a c t  d i r e c t  avec  l e  m i l i e u  e x t é r i e u r .  

I l s  peuvent  àonc j o u e r  l e s  r b l e s  d d c i s i f s  de r é c e p t e u r  ou d e  l i g a n d .  

Nous a l l o n s  t r&s brievernent  r a p p e l e r  l a  s t r u c t u r e  de  c e s  g l y c o c o n j u g u é s .  



B - STRUCTURE DES GLYCOCONJUGUES 
" ----------- *--------------- 

a )  Les  g l y c o l i p i d e s  membranai res  
-D-*-P-t-=-s-P-D-P-D-P-t-*-P- 

La s t r u c t u r e  d e s  g l y c o l i p i d e s  e s t  r e l a t i v e m e n t  s i m p l e  6 

é t a b l i r .  En e f f e t ,  l e s  g l y c o l i p i d e s  8 s p h i n g o s i n e  ou g l y c o s p h i n -  

g o l i p i d e s  (GSL) ne p o s s e d e n t  q u ' u n  s e u l  g l y c a n n e  par  m o l 6 c u l e ,  c e  

q u i  e n  s i m p l i f i e  l ' b t u d e .  D ' a u t r e  p a r t ,  8 0  90% d ' e n t r e  eux s o n t  

l o c a l i s é s  dans l a  membrane p l a s m i q u e  (KLENK-CHOPPIN -145-,  GAHMBERG 

-86- e t  KEENAN e t  c o l l .  -141-1, c e  q u i  pe rme t  d e  l e s  é t u d i e r  à p a r t i r  

d ' e x t r a i t s  c e l l u l a i r e s  s a n s  u t i l i s e r  de  p r é p a r a t i o n s  membranai res .  

De nombreuses  r e v u e s  g é n é r a l e s  (en  p a r t i c u l i e r  W I E G A N D T  -316- ,  

MORELL-BRAUN -207-,  HAKOMORI -103-1 s e  r a p p o r t e n t  à l ' é t u d e  de  l a  

s t r u c t u r e  e t  à l a  c l a s s f f  i c a t i o n  d e s  GSL. 

La s t r u c t u r e  l i p i d i q u e  d e s  GSL e s t  r e m a r q u a b l e  p a r  l ' o m n i -  

p r e s a n c e  d ' u n e  base  à l o n g u e  c h a r n e  de t y p e  s p h i n g o s i n e  combinee 

h un  a c i d e  gras p a r  une  l i a i s o n  amide e t  q u i  c o n s t i t u e  un cé ramide .  

I l  p o r t e ,  g r e f f e  pa r  u n e  l i a i s o n  o s i d i q u e ,  un g l y c a n n e  p l u s  ou moins 

complexe. Las  G S L  p r i s e n t e n t  donc  une t r e s  g r a n d e  h 6 f é r o g 6 n 6 i t 6  

s t r u c t u r a l e  d o n t  l a  d i v e r s i t é  r k s u l t e  de  l a  v a r i a b i l i t é  de  l e u r s  

t r o i s  composants  (KARLSSON -131 -132-1 33-134-,  HITCSCOCK -1 17-) . 

Globalement  l e s  g l y c o l i p i d e s  s o n t  c o n s t i t u é s  d ' u n e  m a t r i c e  

l i p o p h i l e  ( s p h i n g o s i n e  e t  a c i d e  g r a s )  e t  d ' u n e  c a p s u l e  o s i d i q u e  

hyc l rophi le .  C '  e s t  l a  v a r i a b i l i t é  d e  c e t t e  s é q u e n c e  o s i d i q u e  q u i  

p e r m e t  l a  c l a s s i f i c a t i o n  d e s  GSL. Nous d i s t i n g u e r o n s  l e s  GSL a c i d e s  

e t  l es  GSL n e u t r e s .  

a l )  Les  g l y c o l i p i d e s  n e u t r e s  
~ = = ~ ~ ~ ~ = O P P I X P E ~ P P I % ~ J P L ~  

Les g l y c o l ï p i d e s  l e s  p l u s  p e t i t s  s o n t  l e s  m o n o g l y c o s y l c é r a -  

mides  ( ~ G c e r )  ou c é r é b r o s i d e s .  Ce s o n t  & e s  c é r a m i d e s  ne  compor t an t  

q u ' u n  seul r é s i d u  o s i d i q u c .  Les b 4 r i v 8 s  s u b s t i t u é s  p a r  un nombre d e  



r é s i d u s  o s i d i q u e s  d e  p l u s  en  p l u s  g r a n d  c o r r e s p o n d e n t  au  d i ,  t r i ,  

t e t r a ,  e t c . .  . g l y c o s y l c 6 r a m i d e s  ou GSL complexes don t  l e s  f o r m u l e s  

s o n t  résumées  t a b l e a u  no 2 .  . 
I l s  s o n t  c a r a c t é r i s é s ,  chez  l e s  mammifgreç, p a r  l a  p r é s e n c e  

de  N-acBtylosamine (HAKOMORI -101-,  SIDDIQUI-HAKOMORI -280- ,  AND0 

e t  c o l l .  -8-,  N A I K I  e t  c o l l .  -215-1. 

L e  f u c o s e  y e s t  p a r f o i s  d i c e l é ,  par exemple chez l e s  g l y c o -  

l i p i d e s  q u i  s 8 a c c u m u l e n t  d a n s  l e s  tumeur s  du c o l o n  (WATANABE e t  

c o l l .  -31 1 - )  ou q u i  p o s s è d e n t  une a c t i v i t e  de g roupe  s a n g u i n  ( v o i r  

l a  r e v u e  d8HAKOMORI -103-1. 

A c b t é  de c e s  g l y c o l i p i d e s  s i m p l e s  (moins d e  5 r é s i d u s  o s i -  

d i q u e s  d a n s  l e u r s  m o l é c u l e s ) ,  il e x i s t e  d e s  cé ramides  h e p t a s a c c h a -  

r i d e s  (SLOMIANY e t  c o l l .  -284-) p o s s é d a n t  d e s  g l y c a n n e s  b r a n c h é s  

e t  méme d e s  m é g a l c g l y c o l i p i d e s  composés de  2 2  r é s i d u s  o s i d i q u e s  

(GARDAS -89-1. 

a 2 )  Les g l y c o l i p i d e s  a c i d e s  
D=PtE= I IEDPIPPt=PPDPLID  

Le c a r a c t è r e  a c i d e  d e s  s u l f o l i p i d e s  e s t  dû l a  p r k s e n c e  

dans  l e u r  m o l é c u l e  de  r é s i d u  o s i d i q u e  s u l f a t é .  

P a r  c o n t r e ,  l e s  g a n g l i o s i d e s  s e  d i f f g r e n c i e n t  de s  a u t r e s  

GSL p a r  l a  p r é s e n c e  dans  l e u r  g l y c a n n e  d e  r e s i d u s  d ' a c i d e  s i a l i q u e .  

Les gang l i o s i d e s  s o n t  désignés, s e l o n  l a  nomenc la tu re  de  SVENNENWOLM, 

p a r  l e  nombre de r é s i d u s  s i a l y l  p r é s e n t s  dans  l e u r  rnol6cule  

(Tableau  no 2 ) .  

b )  Les g l y c o p r o t é i n e s  membrana i res  
- t - = - L i S - I - ~ - e - I - P - a - I P - ~ - f f P - P -  

La d é f i n i t i o n  Be l a  s t r u c t u r e  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  mernbranaires 

e s t  p l u s  d i f f i c i l e .  C e s  r ao l écu l e s  p o r t e n t  en g é n é r a l  p l u s i e u r s  

g l y c a n n e s ,  e t  l e u r  e x t r a c t i o n  e s t  m a l a i s é e o  



-.A - 

TABLEAU 2 

CLASSIFlCATlON DES GLYCOSPHlNGOLlPiDES NEUTRES 

H n 
' 1  I 

CUI - (CHJ.. - CU = CH - C - C - CM, - O - 
I I 

O HM \" 
tiaiion 
olidiquc 

liaison Acide 
amid. g18S 

b 

kur chsifiartion sst fonaa wr la mucnire de la c b h e  d-que 
et i'on distique psr hxmpls : 

Afrinr.bnrrrvtr,.rurzr,drs 
GIIKOI) k3r"mde Cl< B ( 1 -  1 )  C u  
C~l.-ct~*iylciramiAe Ca1 P t 1  - 1) Ccr 

DiBrxe>i\ k ,:r.,rri:des 

l.*cian} lcira~ntdc Cal p (1 - 4 )  Clc - 1) Ccr 
'Ti~ht a,r.~.ja ~ . , Y I , I I ~ C J  - T r ~ l w a ~ s d e  . C i l  a I t - 4 ) ~ r l ~ t 1 - 4 ) ~ 1 ~ ~ ( 1 ~  1 ) c c r  

Cl~cnlip8rk G A t  C ~ I N A C  P O  - 4) Ca1 P (1 - 4) C k  B I I  - 1 )  Cer 
r;rPUbrl,rV> 11 r : i u r i i d P ~  - Ckr&>.de - C*~..'*C (1  - 3) Ca1 O i l  + 4)CaI p ( 1  -. 4) Glc ( 1  -. l}Ccr 

C l j c ~ s l ~ r d e  C A ,  CA f i  II -. 3)  ~ a 1 S A c  f i  II - 4) Gr1 P (1 -. 4) Clc f i  ( 1  -. 1 )  Ccr 
Clyc-llrdz C , . , . C ~ V ~  C;.ID~I -. 4) C I C N A C ~ ~ I  -. 3)  G ~ I  - 4) ck p ( ~  -. I )  cc, 

CLASSIFICATION DES GLYCOSQHINGOLIPIDES ACIDES 

SULFATlDES : œ sont daa atan ruifwkps de ~~~ 

@ LILLE 



Ces composés ,  c o n t r a i r e m e n t  aux g l y c o l i p i d e s ,  ne f a i s a n t  

p a s  l ' o b j e t  de n o t r e  mémoi re ,  n o u s  s e r o n s  r e l a t i v e m e n t  b r e f s  s u r  

l e u r  d é f i n i t i o n .  

te t a b l e a u  n o  3 p e r m e t  d e  d i s t i n g u e r  deux  t y p e s  d e  g l y c o -  

p r o t é i n e s ,  e n  f o n c t i o n  du mode d e  l i a i s o n  ( N  ou O - g l y c o s i d i q u e )  

p e r m e t t a n t  l e  r a t t a c h e m e n t  du g l y c a n n e  sur l a  p r o t é i n e .  

Un g r a n d  nombre d e  g l y c o p r o t 6 i n e s  s o n t  d e  t y p e  N - g l y c o s i -  

d i q u e ,  p o s s é d a n t  un g l y c a n n e  b r a n c h é  e t  un noyau p e n t a s a c c h a r i d i q u e  

commun ( T a b l e a u  n o  3 ) s u r  l e q u e l  v i e n n e n t  s e  g r e f f e r  d e s  r é s i d u s  

f u c o s y l ,  n e u r a m i n y l ,  mannosy l  ou N - a c e t y l - l a c t o s a m i n y l  ( r e v u e  

MONTREUIL -201-202- ) .  

C )  S i g n i f i c a t i o n  d e  l ' i d e n t i t é  s t r u c t u r a l e  d e s  g l y c o c o n j u g u ~ s  
- ~ - P - P - ~ - L - P - P - L - Z ~ ~ ~ ~ - P - ~ - ~ - ~ ~ - P ~ P ~ ~ - P - O - ~ - = - ~ - = - ~ - ~ - ~ - ~ - =  

Les  g l y c o p r o t é i n e s  e t  l e s  g l y c o l i p i d e s  s o n t  s o u v e n t  c o n s i d é r é s  

comme a p p a r t e n a n t  a d e u x  c l a s s e s  b i e n  d i s t i n c t e s  d e  compos&s. C e p e n d a n t  

récemment  d e s  r é s u l t a t s  o n t  r é v é l é  l e s  é t o n n a n t e s  s i m i l i t u d e s  d e  

l a  p a r t i e  t e r m i n a l e  d e  l e u r s  charries o s i d i q u e s  (RAUVALA - F I N N E  

-247- ,  JARNEFELT e t  c o l l .  - 1 2 7 - ) .  Ces  s t r u c t u r e s  s o n t  c o n s i g n é e s  

d a n s  l e  t a b l e a u  n.4 p r é s e n t é  p a g e  s u i v a n t e  

P a r  c o n t r e ,  c e s  composés  d i f f e r e n t  p a r  l e s  s é q u e n c e s  p r o c h e s  

d e s  p o i n t s  d ' a t t a c h e  s u r  l a  p a r t i e  p e p t i d i q u e  ou l i p i d i q u e  c e  q u i  

s u g g e r e  q u e  l e s  s é q u e n c e s  o s i d f q u e s  t e r m i n a l e s  s o n t  s y n t h é t i s é e s  

p a r  d e s  g l y c o s y l t r a n s f ~ r a s e s  communes (RAUVALA FINNE -247 - 1 .  

I l  est p o s s i b l e  q u e  l e s  s i m i l i t u d e s  s t r u c t u r a l e s  m i s e s  e n  

é v i d e n c e  d a n s  l e  t a b l e a u  4  r e f l è t e n t  l es  p r o p r i é t é s  f o n c t i o n n e l l e s  

s i m i L e i r e s  c o r r e s p o n d a n t  p a r  e x e m p l e  B l a  s t é r e o s p é c i f i c i t é  d o s  

r é c e p t e u r ç .  EAKOMORI -103- d o n n e  une s i g n i f i c a t i o n  b i o l o g i q u e  p a r -  

t i c u l i è r e  à l a  p r é s e n c e  de  c h a i n e s  o l i s a c c h a r i d i q u e s  communes aux 



TABLEAU 3 

STRUCTURE DES DIFFERENTS TYPES DE GLYCANNES LIES 

AUX GLYCOPROTEINES MEMBRANAIRES 

R U S  
LILLE O 

J 

LIAISON O-GLYCOSIDIQUE 

LIAISON N-CLYCOSIDIQUE 

TYPE N-ACETY LLACTOSAMINIQUE 

fiL4GlcNAc)n ~j IManaZCà ICNAC '%ICNAC ~ N - A s ~  

(Fuel3 Man & 

FUC 

TYPE OLIGOMANNOSIDIQUE 

(Man), - 



TABLEAU 4 

SEQUENCES OSlDtQUES TERMINALES COMMUNES AUX GLYCOPROTEtNES 

ET AUX GLYCOLtPlDES 

1 A - FAMILLE Gd@14)GIcNAc 

1 C - FAMILLE Gat(/31-3)GalNac I 

5 - FAMILLE analogue des globosides 



g l y c o l i p i d e s  e t  aux  g l y c o p r o t é i n e s .  S e l o n  l u i ,  l a  r é c e p t i o n  d ' u n  

l i g a n d  p o u r r a i t  s ' e f f e c t u e r  e n  deux  t e m p s  i n c l u a n t  l e s  g l y c o p r o t é i n e s  

d ' a b o r d ,  p u i s  l e s  g l y c o l i p i d e s .  

De t o u t e s  f a ç o n s ,  g l y c o l i p i d e s  e t  g l y c o p r o t é i n e s  p o s s è d e n t  

l a  même a p t i t u d e  p o u r  r e m p l i r  l a  f o n c t i o n  d e  d i s c r i m i n a t i o n  p a r  

r a p p o r t  aux s i g n a u x  e x t r a c e l l u l a i r e s .  La c o m p l e x i t é  d e  l e u r  s t r u c -  

t u r e  e t  l e u r  u b i q u i t é  r e n f o r c e n t  l o é v e n t u a l i t 6  d e  l e u r  p a r t i c i p a t i o n  

comme m a r q u e u r s  ou r é c e p t e u r s  d ' i n f o r m a t i o n s .  

C - GLYCOCONJUGUES ET SIGNAUX DE RECONNAISSANCE ........................................... 
I l  s e r a i t  b e a u c o u p  t r o p  l o n g  d ' e n v i s a g e r  t o u s  l e s  c a s  q u i  

i l l u s t r e n t  l a  p a r t i c i p a t i o n  d e s  s é q u e n c e s  o l i g o s a c c h a r i d i q u e s  d e s  

g l y c o c o n j u g u é s  d a n s  l e  codage  d e s  m e s s a g e s .  11 s u f f i t  de  r a p p e l e r  

que l e  compor tement  s o c i a l  c e l l u l a i r e  e s t  r é g u l é  p a r  un  nombre 

c o n s i d é r a b l e  d e  s i g n a u x  é m i s  p a r  1 9 i n t e r m 6 d i a i r e  d e s  g l y c o c o n j u g u 6 s  

v i a  l e u r s  c h a r n e s  o s i d i q u e s  (HUGHES -125- ,  BAKOMORI -103-1.  

Q u e l q u e s  c a s  t y p i q u e s  d e  p a r t i c i p a t i o n  d e s  g l y c o c o n j u g u i s  

à l ' é m i s s i o n  de s i g n a u x  s p é c i f i q u e s  s o n t  r e p o r t é s  d a n s  l e  t a b l e a u  

5 .  Dans c e t  e x p o s é ,  n o u s  n ' e n v i s a g e r o n s  q u e  deux c a s  t r e s  p r é c i s  

où l e s  g l y c o c o n j u g u é s ,  m a r q u e u r s  a n t i g é n i q u e s  d e s  h é m a t i e s  o u  d e  

d i f f e r e n c i a t i o n ,  s e r o n t  d e s  " v e c t e u r s "  d ' i n f o r m a t i o n .  

a )  M a r q u e u r s  a n t i g é n i q u e s  d e s  h é m a t i e s  
-*-=-P-=-I-D-5-P-LrrrP-*-~-=-t-=-5- 

A l ' h e u r e  a c t u e l l e  l a  s t r u c t u r e  d e s  d é t e r m i n a n t s  a n t i g é n i q u e s  

d e s  g r o u p e s  s a n g u i n s  A , B  e t  O ( T a b l e a u  n e 5 ) . e s t  p a r f a i t e m e n t  

connue.  11s c o r r e s p o n d e n t  à d e s  g l y c o s p h i n g o l i p i d e s  e t  c ' e s t  u n i -  

quement l e s  s u c r e s  t e r m i n a u x  d e  l e u r s  g l y c a n n e s  q u i  l e u r  c o n f è r e n t  

l e u r s  p r o p r i é t e s  a n t i g é n i q u e s  (KOSCIELAK e t  c o l l .  -1 5 2 - ,  HANFLAND 

-104- ,  WATIINS - 3 1 2 - ) .  



TABLEAU 5 

LES PR fNCIPAUX DETERMI NANTS ANTIGENIQUES PûRTES PAR LES 
GLYCOPROTElNES MEMBRANAIRES DE CELLULES DE MAMMIFERES 

û i 1 P L h A c - R  
la12 
Fuc 

t' 

ACTIVITE CHAINE DE TYPE I 

o i l f i l c 3 G l c ~ A c ~  

CHAINE DE TYPE II 

G d A l r 4 0 1 e ~ ~ e ~  



D e  m e m e  l e s  a n t i g è n e s  d e s  s y s t è m e s  LEWIS (Le a ,  Le b) s o n t  d e s  

g  l y c o l i p i d e s  (HAKOMORI-STRYCHARD -100-) . 
Par  c o n t r e ,  l a  g l y c o p h o r i n e ,  g l y c o p r o t é i n e  m a j e u r e  d e  l ' h é m a t i e  

humaine ,  p o r t e  l e s  d é t e r m i n a n t s  M e t  N c o r r e s p o n d a n t  a u  s e c o n d  s y s t è m e  

d e  g roupe  s a n g u i n ,  d a n s  s a  s d q u e n c e  o s i d i q u e  ( t a b l e a u  n 0 5 )  

(RAKOMORI - 1 0 3  - )  . 
Le f a i t  que l e s  g l y c o c o n j u g u d s  l o c a l i s d s  B l a  s u r f a c e  c e l l u -  

l a i r e  p u i s s e n t  é t r e  r e c o n n u s  p a r  d ' a u t r e s  s t r u c t u r e s  e s t  d ' i m p o r t a n c e  

c a p i t a l e  d a n s  l e s  p r o c e s s u s  d e  r e c o n n a i s s a n c e .  

b) Marqueur  d e  d i f f é r e n c i a t i o n  
- t - r -P-D-E-P-0- I - I -J -=-PIPI=-  

La d i f f é r e n c i a t i o n  d e s  t i s s u s  e m b r y o n n a i r e s  s ' e s t  a v é r é e  é t r e  

un  p r o c e s s u s  o r d o n n é ,  g o u v e r n é  p a r  d e s  i n t e r a c t i o n s  c e l l u l a i r e s ,  

e l l e s - m é m e s  s o u s  l a  d é p e n d a n c e  d e  m a c r o m o l é c u l e s  e n  p e r p e t u e l l e  

é v o l u t i o n  s e l o n  un programme g é n é t i q u e  p r é - é t a b l i .  

Au c o u r s  d e  1 ' e r n b r y o g é n ~ 5 s e ~  l e s  g l y c o l i p i d e s  s u b i s s e n t  u n e  

t e l  l e  m a t u r a t i o n  qu ' i l s  s o n t  m a i n t e n a n t  c o n s i d é r d s  comme d e s  

H m o l é c u l e s - c o d e n  t a r e a - c o d e - m o l e c u l e s )  (HAKOMORI -103- ,  BOOD e t  

c o l l .  -120- ,  KEENAM-MORRE -142-1,  En e f f e t  l e  m a r q u e u r  d e  s t a d e  

e m b r y o n n a i r e  ( l ' a n t i g e n e  F 9) e s t  un fucosyl-lacto-N-glycosylceramide 

b r a n c h é  (NUDELMAN e t  c o l l .  - 235 -1  . 
P a r  c o n t r e ,  l a  r é g r e s s i o n  d ' u n  t i s s u  m a t u r e  v e r s  un s t a d e  

e m S r y o n n a i r e  p a r  c a n c k r i s a t i o n ,  co1nci.de a v e c  l a  r é a p p a r i t i o n  d e  

g l y c o l i p i d e s  i m m a t u r e s .  P a r  exemple  l e  m a r q u e u r  d e s  t é r a t o c a r c i n o m e s  

( a n t i g e n e  T e r  C) e s t  é g a l e m e n t  un G S L  d e  t y p e  e m b r y o n n a i r e .  

Mous v e n o n s  de  d é m o n t r e r  l e  r 6 l e  d e  l i g a n d  que j o u e n t  les 

g l y c ~ c ~ n j ~ g u é ~  dans  l a  n a t u r e .  Nous en p x é s e n t o n s  Tableau n e 6  une  

l i s t e  r e c a g i t u l a t i v e  a v a n t  d ' e n v i s a g e r  l a  p a r t i c i p a t i o n  d e  c e s  

composCs à a n s  l a  r é c e p t i o n  de  1' i n f o r m a t i o n .  



D - GLYCOCONJUGUES ET RECEPTION DES SIGNAUX ....................................... 
De meme q u ' i l s  p e u v e n t  d t r e  r e c o n n u s ,  l e s  g l y c o c o n j u g u é s  

p e u v e n t  p a r t i c i p e r  B l a  r é c e p t i o n  d e s  s i g n a u x  e x t r a c e l l u l a i r e s .  

I ls  s e m b l e n t  é t r e  l a  b a s e  m o l é c u l a i r e  meme d e s  r é c e p t e u r s  b i o l o g i q u e s .  

Nous a l l o n s  d é c r i r e  c e t t e  f o n c t i o n  d e  r é c e p t i o n - d i s c r i m i n a t i o n  

t r a v e r s  d e u x  e x e m p l e s  t y p i q u e s  : l e s  r é c e p t e u r s  d e s  v i r u s  e t  l e s  

r é c e p t e u r s  de f a c t e u r s  b i o l o g i q u e s .  

a )  R é c e p t e u r s  d e  v i r u s  
- I-P-=-=-e-=^P-E-P- 

L' a d s o r p t i o n  d ' u n  v i r u s  s u r  u n e  membrane p l a s m i q u e  c o n s t i t u e  

u n e  é t a p e  i m p o r t a n t e  de  l a  r e n c o n t r e  v i r i o n - c e l l u l e  h o t e .  E l l e  

s u p p o s e  l a  p r é s e n c e  d e  r e c e p t e u r s  s p e c i f i q u e s .  

Ces  r é c e p t e u r s  s o n t  b i e n  sQr d e s  g l y c o c o n j u g u é s .  A i n s i ,  l a  

g l y c o p h o r i n e  c o n s t i t u e  un  r 6 c e p t e u r  p o u r  l e  v i r u s  d e  l ' e n c é p h a l o -  

m y o c a r d i t e  (ENEGREN-BURNESS -72-1.  De méme l e  r é c e p t e u r  du v i r u s  

g r i p p a l  chez l 'homme e s t  un a n t i g e n e  d e  g r o u p e  s a n g u i n  ( t y p e  M N )  

(GIRARD-HIRTH -93-). P a r  c o n t r e ,  l e  r é c e p t e u r  du v i r u s  S e n d a i  e s t  

un g a n g l i o s i d e  (HAYWOOD -109-1 IO-) . 

b )  R é c e p t e u r s  d e  m o l é c u l e s  s o l u b l e s  
- I - f - t - * - D - P - P - 0 - = - P P ~ - i C - P - ~ - t t O  

L e s  g l y c o c o n j u g u é s  p e u v e n t  i n t e r a g i r  a v e c  d i v e r s e s  m o l é c u l e s  

d o u é e s  d ' a c t i v i t é  b i o l o g i q u e  [ T a b l e a u  no 6 ) .  De n o m b r e u s e s  r e v u e s  

o n t  t r a i t é  d e  c e  s u j e t  (CRITCHLEY e t  c o i l .  -53- ,  FISHMAN-BRADY -78- ,  

BRADY-FISHMAN - 2 5 - ,  FISHMAN - 7 9 - 1 .  

Le r é c e p t e u r  d e  l a  t o x i n e  du c h o l e r a  e s t  un g a n g l i o s i d e  (GMI) 

(VANHEYNINGEN -303- ,  FISHMAN- BRADY -78-1;  c e l u i  d e  l a  t o x i n e  

t é t e n i q u e  e s t  a s s o c i é  à un g a n g l i o s i d e  (GDlb) ( V A N H E Y N I N G E N  -303-.  

De méme c e r t a i n s  r é c e p t e u r s  d e s  o p i a c é s  s o n t  a s s o c i é s  à un s u l f o -  

g a ~ a c t o s y l c é r a m i d e  (ZALC e t  ~011. - 3 1 9 - ) .   interaction e n t r e  hormones 



TABLEAU 6 

KINCTION DES GLYCQCOKKK>UES 

1)  DETERMINANI3 ET ANïtGENES DE SURFACE 

2) INTERACTIONS INTERCELLULALRES ET REGONNAISSANCE 
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p e p t i d i q u e s  (comme l a  TSH) e t  c e l l u l e - c i b l e  e s t  é g a l e m e n t  modulee  p a r  

des g a n g l i o s i d e s  (MULLIN e t  ~011. -214-1. 11 e n  v a  d e  meme p o u r  

c e r t a i n s - t y p e s  d ' i n t e r f é r o n  ( BOMGREN e t  c o l 1 . - 1 1 9 - ) .  

P a r  c o n t r e ,  l e s  r é c e p t e u r s  d e  l ' i n s u l i n e  a u  n i v e a u  d e  l ' h é -  

p a t o c y t e  e t  d e  l ' a d i p o c y t e  s o n t  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  (CUATRECASAS - 5 4 - ) .  

Nous l i m i t e r o n s  B ces q u e l q u e s  e x e m p l e s  l a  l i s t e  d e s  t r a v a u x  

d é m o n t r a n t  l e  r 6 l e  d e  r é c e p t e u r  d e s  g l y c o c o n j u g u 6 s .  Un f a i t  s e m b l e  

m a i n t e n a n t  a c q u i s  : t o u s  l e s  g l y c o c o n j u g u é s  j o u e n t  un r ô l e  d o u b l e  

d a n s  l ' é m i s s i o n  e t  l a  r é c e p t i o n  d e  s i g n a u x  e x t r a c e l l u l a i r e s .  Nous 

a l l o n s  m a i n t e n a n t  d é f i n i r  l e s  m o d a l i t é s  d e  l ' i n d u c t i o n  d ' u n e  r é p o n s e  

i n t r a c e l l u l a i r e .  

I V  - INITIATION DE LA REPONSE INTRACELLULAIRE : LE SECOND MESSAGER 

L ' é t a p e  l a  p l u s  d é l i c a t e  d a n s  l e  f o n c t i o n n e m e n t  du r é c e p t e u r  

r é s i d e  d a n s  l e  c o u p l a g e  r e c o n n a i s s a n c e - r é p o n s e .  Ce mecanisme de  

c o u p l a g e ,  c ' e s t - & - d i r e  l e  r e l a i s  t r a n s m e m b r a n a i r e  es t  e n c o r e  t r e s  -- - 

mal connu. Nous n o u s  p r o p o s o n s  d ' a n a l y s e r  d a n s  un  p r e m i e r  t e m p s ,  

l e s  m o d a l i t é s  d ' $ m i s s i o n  d ' u n  m e s s a g e r  i n t r a c e l l u l a i r e  a f i n  de  mieux  

d é f i n i r  e n s u i t e  c e  r e l a i s  t r a n s m e m b r a n a i r e .  

 émission d ' u n  s i g n a l  i n t r a c e l l u l a i r e  f a i t  a p p e l  à t r o i s  

t y p e s  d e  p e r t u r b a t i o n s  ( F i g u r e  n o  7 )  : 

a )  m o d i f i c a t i o n  d e  l ' a c t i v i t é  d e s  enzymes l i é s  aux membranes 

du c ô t é  c y t o p l a s m i q u e ,  

b) m o d i f i c a t i o n  d e  l a  p e r m é a b i l i t é  a u x  i o n s ,  

c )  i n t e r n a l i s a t i o n  du r é c e p t e u r  ou du l i g a n d  que  n o u s  a l l o n s  

d e c r i r e  s u c c e s s i v e m e n t .  
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A - ACTIVATION DES ENZYMES PERIPBERIQUES ET PRODUCTION DE ---------_------------------------------------------- 
NUCLEOTIDES CYCLIQUES ------"-------------- 

. a )  N u c l é o t i d e s  c y c l i q u e s  é v e n t u e l  s e c o n d  m e s s a g e r  
- ~ - = - ~ - P - P - P - I - ~ - P - ~ - O I - I - ~ - ~ - ~ P O - P - ~ C ~ P - ~ - ~ - ~ - ~  

Les n u c l é o t i d e s  c y c l i q u e s  e t  e n  p a r t i c u l i e r  l e  CAMP ( a d é n o s i n e  

monophospha te  c y c l i q u e )  p o s s e d e n t  un r 6 1 e  r i g u l a t e u r  s u r  un nombre 

i m p o r t a n t  de  s y s t è m e s  ( T a b l e a u  n o  7) e t  e x i s t e n t  a u s s i  b i e n  d a n s  

l e  r e g n e  v é g é t a l  q u ' a n i m a l .  

L e s  m o d a l i t é s  du c o n t r ô l e  q u ' i l s  e x e r c e n t  d a n s  d i v e r s  p r o c e s s u s  

b i o l o g i q u e s  s o n t  m a i n t e n a n t  é t a b l i e s .  La f o n c t i o n  p r i n c i p a l e  du CAMP, 

en t a n t  que s e c o n d  m e s s a g e r ,  c o n s i s t e  e n  l a  r é g u l a t i o n  d ' u n e - p r o t é i n e -  

k i n a s e  ( F i g u r e  n o  8 ) r e s p o n s a b l e  à s o n  t o u r  d e  l a  p h o s p h o r é g u l a t i o n  

d e  d i f f é r e n t e s  p r o t b i n e s  t e l l e s  l e s  enzymes d e s  d i v e r s  m é t a b o l i s m e s  

( l i p i d i q u e ,  g l u c i d i q u e ) ,  l e s  p r o t é i n e s  c o n t r a c t i l e s  d e  l ' a c t i n e  ou  

e n c o r e  l e s  enzymes i n t e r v e n a n t  d a n s  l e  t r a n s p o r t  a c t i f  du c a l c i u m .  

La p r o d u c t i o n  d e  n u c l é o t i d e s  c y c l i q u e s  m e t  en  j e u  d e s  enzymes 

( a d e n y l  e t  g u a n y l  c y c l a s e s )  à l o c a l i s a t i o n  m e m b r a n a i r e  e t  d o n t  l ' u n i t é  

c a t a l y t i q u e  es t  o r i e n t G e  v e r s  l e  c y t o p l a s m e .  Nous a l l o n s  e n v i s a g e r  

q u e l q u e s  exemples  d e  c o u p l a g e s  f o n c t i o n n e l s  r é c e p t e u r - c y c l a s e  . 

b )  Couplage  f o n c t i o n n e l  : r é c e p t e u r - a d é n y l c y c l a s e  
-P-=-~-I-P-L-=-~-=-~-I-=-=-I-I-=-=-I-=-I-=-=- 

Le c o u p l a g e  f o n c t i o n n e l  r é c e p t e u r - a d e n y l c y c l a s e  t r o u v e  deux 

i l l u s t r a t i o n s  au n i v e a u  d e s  r é c e p t e u r s  d e  t o x i n e s  e t  au n i v e a u  des 

r é c e p t e u r s  d 'hormones .  

bl) R e c e p t i o n  d e  t o x i n e s  
P S X P I = I I D t S P D P I S P I C D P  

Comme n o u s  l ' a v o n s  v u  prdc&demment ,  l e s  g a n g l i o s i d e s  p o s s e d e n t  

l a  c a p a c i t é  de  f i x e r  l e s  t o x i n e s  & m i s e s  p a r  V i b n i o  cko leaac .  La , ' 

i . '  





r e c e p t i o n  de  l a  t o x i n e  c h o l é r i q u e  s u r  s o n  r é c e p t e u r  m e m b r a n a i r e  

s p é c i f i q u e  (GM1)  c o n d u i t  B 1 ' a c t i v a t i o n  d e  l f a d e n y l c y c l a s e  e t  B 

l a  p r o d u c t i o n  d e  cAMP (FIELD -77-,  FRANKS - 8 1 - ) .  De meme l a  f i x a t i o n  

d e  l a  t o x i n e  t é t a n i q u e  s u r  son r é c e p t e u r  (Gblb)  p r o v o q u e  l a  l i b é -  

r a t i o n  de  CAMP. 

bZf R e c e p t i o n  d e s  hormones  
= P E I P L I D P P D P P P e = l E I = I P  

L e s  hormones  p o l y p e p t i d i q u e s  n e  p é n è t r e n t  p a s  d a n s  l a  c e l l u l e -  

c i b l e  e t  s e  f i x e n t  s u r  l e u r s  r é c e p t e u r s  m e m b r a n a i r e s  ( g l y c o p r o t é i n e s $  

l e u r  m e s s a g e  e s t  t r a n s m i s  li l a  m a c h i n e r i e  b i o s y n t h é t i q u e  c e l l u l a i r e  

p a r  1 ' i n t e r m é d i a i r e  de  l a  p r o d u c t i o n  de cAMP (CUATRECASAS - 5 4 - )  . 
Un moclèle de  c o u p l a g e  f o n c t i o n n e l  e s t  p r 6 s e n t é  f i g u r e  n o  9. 

c )  C o u p l a g e  f o n c t i o n n e l  : r é c e p t e u r - g u a n y l c y c l a s e  
i ~ - * r = - t - ~ - ~ - ~ - ~ - ~ - ~ - ~ ~ ~ - = - ~ - e - ~ - ~ - ~ ~ ~ - ~ - ~ - = - ~  

11 s e m b l e  q u e  l e  cGMP f g u a n o s i n e  3 ' ,  5 '  p h o s p h a t e  c y c l i q u e )  

p u i s s e  p r e n d r e  l e  r e l a i s  d u  CAMP. 

La f o r m a t i o n  du cGMP e s t  c a t a l y s é e  & p a r t i r  du GTP p a r  l a  

g u a n y l c y c l a s e .  

Dans  d e  nombreux s y s t B m e s  d e  r e c o n n a i s s a n c e  c ' e s t  l e  r a p p o r t  

cAMP/cGMP, c ' e s t - à - d i r e  l e  r a p p o r t  d e  deux p a r a m è t r e s  p a r t i e l l e m e n t  

a n t a g o n i s t e s  q u i  s e r a i t  e f f i c a c e  e t  d é t e r m i n e r a i t  l a  r 6 p o n s e  i n t r a -  

c y t o p l a s m i q u e  (GREAVES -97-1 .  

B - ACTIVATION D'ENZYMES PERIPHERIQUES ET MODIFICATION DE LA ........................................................ 
PERMEABILITE AUX IONS ----------------..- --- 

Dans c e r t a i n s  c a s ,  l a  f i x a t i o n  d ' u n  l i g a n d  s u r  s o n  r é c e p t e u r  

s p e c i f i q u e  i n d u i t  l a  p é n é t r a t i o n  d ' i o n s  d a n s  l a  c e l l u l e  r é c e p t r i c e  

e t  il e s t  m a i n t e n a n t  b i e n  é t a b l i  que l e s  r é a c t i o n s  de  r e c o n n a i s s a n c e  
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p e r t u r b e n t  l a  p e r m é a b i l i t é  f a i b l e  d e s  membranes pour  l e s  c a t i o n s  

(LAZO e t  c o l l .  -166-1 .  En e f f e t  d e s  changements i m p o r t a n t s  de  psrméabi-  

lit& e t  d ' a c t i v i t e  d e s  ATPases ~ a +  + K+ dépendan te s  s o n t  e n r e g i s t r é s  

a p r è s  f i x a t i o n  s u r  d e s  lymphocytes  de  deux l e c t i n e s  phy tohémagg lu t in ine  

ou c o n c a n a v a l i n e  A. C e t t e  p e r m é a b i l i t é  e s t  f o n c t i o n  d e  l a  s t r u c t u r e  

membranaire  e t  depend du métabol i sme c e l l u l a i s e  ( F i g u r e  no 1 0 a ) .  La 

m o d i f i c a t i o n  de  l a  p e r m é a b i l i t i  aux i o n s  p e u t  s e  f a i r e  de  d i v e r s e s  

f a ç o n s  : a c t i v a t i o n  ou i n a c t i v a t i o n  d e s  t r a n s p o r t e u r s  (ATPases) , chan- 

gements d a n s  l e s  p a r a m è t r e s  c i n é t i q u e s .  

+ + 
a )  P e r m é a b i l i t é  aux i o n s  Na e t  K 

-L-=-=-P-e-E- I -P-t - t -PPX-=-=-- -  

La l i a i s o n  "acétylcholine-glycoprotiinew au n iveau  d e  l a  jonc- 

t i o n  neu romuscu la i r e  déc l enche  d e s  m o d i f i c a t i o n s  membranai res  c o n d u i s a n t  

à l a  d é f o r m a t i o n  d ' une  p r o t é i n e  ionophore  r e s p o n s a b l e  du p a s s a g e  d e s  

c a t i o n s  (GRUBAGEN-CHANGEUX -98-1. 11 s ' e n s u i t  une e n t r é e  r a p i d e  d ' i o n s  

sodium e t  une s o r t i e  l e n t e  d ' i o n s  po ta s s ium.  Ce f l u x  de c h a r g e s  p o s i -  

t i v e s  d e p o l a r i s e  l a  membrane de  l a  c e l l u l e  m u s c u l a i r e  e t  d é c l e n c h e  l e  

p o t e n t i e l  d ' a c t i o n  q u i  s e  propage  t o u t  au  long d e  l a  f i b r e .  Le modèle 

de  De ROBERTIS -250- ( F i g u r e  l o b  ) r e p r é s e n t e  une o r g a n i s a t i o n  f o n c t i o n -  

n e l l e  p o s s i b l e  du r é c e p t e u r  c h o l i n e r g i q u e  au n i v e a u  d e  l a  membrane 

p o s t - s y n a p t i q u e .  

b )  P e r m é a b i l i t é  aux i o n s  ca lc ium ca2+ 
- = - = - S - P ~ D - ~ - = - ~ - P - P P C C > P - ~ ~ ~ ~ = - C C P P P  

Un nombre de p l u s  e n  p l u s  g r a n d  de  t r a v a u x  démontre  que l e s  i o n s  

Ca2+ j o u e n t  un r 6 l e  c r u c i a l  d a n s  l a  r e p o n s e  c e l l u l a i r e  à l a  l i a i s o n  de  

l i g a n d s  message r s  e n  s u r f a c e  (GUMPERTS -96-1. 

Le r 6 1 e  de second messager  du c a 2 +  n ' e s t  p l u s  à démont re r .  Nous 

n ' e n  donnerons  que deux exemples.  Des v a r i a t i o n s  dans  l e s  c o n c e n t r a t . i b n s  
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i n t r a c e l l u l a i r e s  d e  c a 2 +  p e u v e n t  p r o v o q u e r  1' a c t i v a t i o n  d e  l a  p r o l i -  

f é r a t i o n  d e s  l y m p h o c y t e s  ( M A I N O  e t  ~ 0 1 1 .  -193-1 o u  e n c o r e  c e l l e  d ' o e u f s  

d ' o u r s i n  non f e r t i l i s é s  (STELNHARDT e t  c o l l .  - 2 8 8 - ) .  

P a r m i  l e s  nombreux r b l e s  d e  r é g u l a t e u r  du c a 2 + ,  il f a u t  s i g n a l e r  

l ' i m p o r t a n c e  d e s  i n t e r a c t i o n s  e n t r e  l e  c a l c i u m  e t  l e s  m i c r o t u b u l e s  e t  

m i c r o f i b r i l l e s  ou e n c o r e  l e  c o n t r o l e  q u ' i l  e x e r c e  s u r  l e  m é t a b o l i s m e  

d e s  n u c l é o t i d e s  c y c l i q u e s  : i n h i b i t e u r  ( a d e n y l c y c l a s e )  e t  a c t i v a t e u r  

( g u a n y l c y c l a s e ) .  Mais  l e  f a i t  q u e  l e s  n u c l e o t i d e s  c y c l i q u e s  p e u v e n t ,  

à l e u r  t o u r ,  i n f l u e n c e r  l a  l i b e r a t i o n  du c a 2 +  d a n s  l e  c o m p a r t i m e n t  

i n t r a c e l l u l a i r e ,  r e n d  peu  c l a i r e  l à  n o t i o n  d ' u n  s e c o n d  m e s s a g e r  u n i q u e .  

C - MIGRATION DU LIGAND EXTRACELLULAIRE VERS LE COMPARTIMENT ........................................................ 
INTRACELLULAI RE -------..------- 

Une t r o i s i è m e  p o s s i b i l i t é  d e  p r o d u c t i o n  d ' u n  m e s s a g e r  i n t r a c e l -  

l u l a i r e  e s t  r e p r é s e n t é e  par l a  m i g r a t i o n  v e r s  l e  c o m p a r t i m e n t  i n t r a c e l -  

l a i r e  du l i g a n d  ou d ' u n e  p a r t i e  du l i g a n d  a p r è s  s a  f i x a t i o n  s u r  l e  

r é c e p t e u r  s p é c i f i q u e  p é r i p h é r i q u e .  L ' i n t e r v e n t i o n  d e  p r o c e s s u s  (phago-  

c y t o s e  ou e n d o c y t o s e )  e s t  i n d i s p e n s a b l e .  

Nous p r é s e n t o n s  f i g u r e  n o  i l a  un modè le  p o s s i b l e  d e  m i g r a t i o n  

d ' u n  p e p t i d e  a u  t r a v e r s  de l a  membrane (GILL - 9 2 - ,  CRITCBLEY-VICKER -53-). 

C e t t e  p o s s i b i l i t d  d ' u n  l i g a n d - m e s s a g e r  i n t r a c e l l u l a i r e  a p r è s  

m i g r a t i o n  t r a n s m e m b r a n a i r e  n ' e s t  p a s  h y p o t h é t i q u e .  E l l e  e s t  i l l u s t r é e  

p a r  l a  m i g r â t i o n  de  l a  t o x i n e  du choiera au t r a v e r s  d e  l a  membrane 

( F i g u r e  n o  l l b ) .  La t o x i n e  e s t  un polyrnLre d o n t  l a  p a r t i e  c e n t r a l e ,  

p o u r r a  t r a v e r s e r  l a  membrane e t  m i g r e r  v e r s  l e  c o m p a r t i m e n t  

i n t r a c e l l u l a i r e .  

Un a u t r e  e x e m p l e  e s t  c e l u i  d e s  enzymes l y s o s o r n i a u x .  Ces  enzymes 

s é c r é t é s  p a r  c e r t a i n e s  c e l l u l e s  s o n t  r e c o n n u s  p a r  o ' a u t r e s .  L e u r  
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r e c o n n a i s s a n c e  par un r é c e p t e u r  a p p r o p r i é  d é c l e n c h e  un phénomène d e  

p h a g o c y t o s e  c o n d u i s a n t  l ' i n t e r n a l i s a t i o n  d e  c e s  enzymes d a n s  l e s  

l y s o s o m e s  (HICKMAN-NEUFELD -115-1.  C ' e s t  é g a l e m e n t  l e  c a s  d e s  a s i a -  

l o p r o t é i n e s  q u i  a p r è s  r e c o n n a i s s a n c e  a u  n i v e a u  d e s  r é c e p t e u r s  d i A s h w e l l ,  

s o n t  é l i m i n é e s  d e  l a  c i r c u l a t i o n  p a r  un  p r o c e s s u s  i d e n t i q u e  d ' i n t e r n a l i -  

s a t i o n  (NORELL e t  c o l l .  -206-1. 

Ces  phenomènes  d ' e n d o c y t o s e  ou d e  p h a g o c y t o s e  s o n t  e n  é t r o i t e  

r e l a t i o n  a v e c  l ' i n f r a s t r u c t u r e  c e l l u l a i r e  : m i c r o f i l a m e n t s  e t  m i c r o -  

t u b u l e s  eux memes r é g u l e s  p a r  l e  c a 2 +  e t  d e  f a ç o n  i n d i r e c t e  p a r  l es  

CAMP - cGMP. 

De l a  d é f i n i t i o n  du ( o u  d e s )  s e c o n d ( s )  m e s s a g e r  ( s )  il r e s s o r t  

q u e  l a  membrane d o i t  p o s s é d e r  c e r t a i n e s  p r o p r i é t é s  d e  f l u i d i t é  p o u r  que  

l ' é m i s s i o n  de c e  s e c o n d  m e s s a g e r  s o i t  p o s s i b l e .  

A i n s i ,  a c t i v a t i o n  d ' enzymes ,  p e r t u r b a t i o n s  d e  l a  p e r m é a b i l i t é  

m e m b r a n a i r e  e t  m i g r a t i o n  du l i g a n d  s o n t  t r o i s  p r o c e s s u s  q u i  i m p l i q u e n t  

u n e  c e r t a i n e  f l u i d i t é  m e m b r a n a i r e  c o r r e p o n d a n t  & l ' é t a p e  d e  r e l a i s .  

C ' e s t  ce r e l a i s  q u e  n o u s  a l l o n s  d é c r i r e .  

V - EXIGENCE DU RELAIS TRANSMEMBRANAIRE 

L e  r e l a i s  t r a n s m e m b r a n a i r e  r e p r é s e n t e  l e  m a i l l o n  l e  p l u s  m a l  

d é f i n i  d a n s  l e  c o u p l a g e  r e c o n n a i s s a n c e - r é p o n s e  n é c e s s a i r e  au d e r o u l e m e n t  

d e s  p r o c e s s u s  d e  c o m m u n i c a t i o n .  C e p e n d a n t  l ' a n a l y s e  d e  l a  s t r u c t u r e  du 

r é c e s t e u r  e t  d e  l a  p r o d u c t i o n  d ' u n  s e c o n d  m e s s a g e r  p e r m e t  d ' e n v i s a g e r  

c e  r e l a i s  e t  d ' e n  d é f i n i r  l e s  e x i g e n c e s .  

A - EVIDENCE D ' U N  CONTROLE TRAMSMEMBRANAIRE 
- - - - -+-*-- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

La m o b i l i t e  des récepteurs p é r i p h é r i q u e s  e t  l a  c o o r d i n a t i o n  

r e c o n n a i s s a n c e - r é p o n s e  s o n t  l a  p r e u v e  f o r m e l l e  d ' u n  c o n t r ô l e  

t r a n s n e m b r a n a i r e .  
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a) Contrale de la mobilité des récepteurs 
-P-=-E-E-D-P-e-I-=-EI=-r-r-=-=-=-3C-pP= 

Le contrale transmembranaire du récepteur se situe selon EDELMAN 

- 1 6 6 ~  à différents niveaux qui sont : 

- celui de la modulation de la surface cellulaire, 
- celui de l'amplification de l'information, 
- celui de l'ancrage de cette information. 
La modulation de la surface réceptrice se traduit par des chan- 

gements dans la structure, l'ordonnancement et l'état dynamique des 

r4 cepteurs. 

La reconnaissance et l'association combinatoire des molécules 

de surface en un s~pra-~omplexe conduisent à un phénomène d'amplification 

qui se propage ensuite à d'autres unités de reconnaissance (HOOD et coll. 

al) Modulation et amplification de l'information 
P e I D P I e t * 3 P D L = P E P I D = ~ O = P ~ r ~ 5 3 P ~ a P O ~ ~ ~ I P t ~ = = = =  

Si on considère un récepteur (glycoconjugué) capable de diffuser 

latéralement dans le plan de-la membrane, diverses forces vont s'exercer 

sur celui-ci perturbant ainsi sa mobilité, sa distribution périphérique, 

son comportement molbculaire. Nous avons représenté dans la figure n012, 

un récepteur hypothitique dont le glycanne recouvre la surface externe 

de la membrane. Un tel recepteur, traversant de part en part la membrane, 

est en relation avec des zones hydrophobes et hydrophiles et peut par 

conséquent icteragir avec des ligands extra et intracellulaires. Il 

est soumis à un nombre incalculable be forces qui viennent le contraindre 

mais actuellement il n'existe que peu de données sur l'estimetion des 

contributions relatives des forces agissant sur un tel récepteur 

( S A N D E R M A N N  -266-). Cependant il est hautement probable que les forces 

entrainées par la liaison avec certains ligands et par les interactions 
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MOBILITE DES RECEPTEURS MEMBRANAIRES, FORMATION DE uPATCHP ET DE #CAP, 
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avec les structures çubmembranaires soient très importantes. De meme, 

les interactions contractées dans la matrice lipidique doivent jouer 

un r61e négligeable dans la mobilité d'un tel récepteur. 

La meilleur preuve de la mobilité des récepteurs est donnée par 

la formation de "patches*' puis de "capsH à la suite d'interactions 

entre surfaces cellulaires (récepteurs) et anticorps divalents dirigés 

contre les récepteurs de ces surfaces. En quelques minutes tous les 

recepteurs ont migré en un point de la surface cellulaire. (Figure no 13). 

C e s  deux phénomènes de "patching" et de "capping" témoignent de la 

mobilité latdrale des récepteurs enlisés dans la matrice lipidique. 

Le processus de patching correspond à une modulation locale, le 

processus de capping à une amplification du phénomène de mobilisation 

des récepteurs. Toutefois, on ne connaît pas encore la signification 

biologique de ces deux processus. 

Les details moléculaires et cinétiques de ces évènements modu- 

latoires ne sont en général pas connus, car la surface cellulaire 

subit des cycles complexes de synthèses, de redistribution et de 

turn-over. Toutefois, il a été démontré que le turn-over lipidique 

conditionnait la mobilité des récepteurs et l'agglutinabilité des 

cellules par les lectines (HORWITZ et coll. -121-). 

Une classification des phénomènes en relation avec le processus 

de modulation de surface a été donnée par EDELMAN -71- et est présentée 

tableau 8. 

a21 Ancrage de l'information 
~ P P = E = = P = = = s ~ P ~ E I S C ~ ~ = = ~  

Nous venons d'évoquer la réalité de la modulation de surface 

qu'elle soit restreinte ou amplifiée. Cette modulation de la surface 



e s t  sous  l a  dépendance  G t r o i t e  d ' u n  c o n t r ô l e  membranai re .  

De méme l e  m a i n t i e n  d ' u n  r é c e p t e u r  d a n s  une p o s i t i o n  donnée 

i m p l i q u e  éga lemen t  un c o n t r d l e  t r z n s m e m b r a n a i r e .  Ce t  a n c r a g e  de  l ' i n -  

f o r m a t i o n  e s t  é g a l e m e n t  un phénomgne modu lab le  (YAHARA-EDELMAN -3 17-)  . 
En e f f e t ,  l ' a p p l i c a t i o n  l o c a l e  de c o n c a n a v a l i n e  A i n h i b e  l e  mouvement 

d e s  r e c e a t e u r s  s u r  l e  r e s t e  de  l a  membrane (EDELMAN -71 - ) .  

A i n s i  l a  m o d u l a t i o n  e t  l ' a n c r a g e  de  l ' i n f o r m a t i o n  r e p o s e n t  s u r  un 

c o n t r a l e  t r ansmembrana i r e  e t  n é c e s s i t e n t ,  en  p l u s  de l a  p a r t i c i p a t i o n  d e s  

s t r u c t u r e s  m i c r o f i l a m e n t e u s e s ,  l a  c o o p é r a t i o n  de  l a  f l u i d i t é  de l a  

m a t r i c e  l i p i d i q u e  (YAHARA-EDELMAN -317-, B E R L I N  e t  c o l l .  -20  - )  . Un 

modele s i m p l e  a  &té proposé  (Figure no 1 3 )  p o u r  d é c r i r e  m o d u l a t i o n  

e t  a n c r a g e  d ' i n f o r m a t i o n s .  11 r e p o s e  s u r  t r o i s  n o t i o n s  c l e f s :  

- p & n & t r a t i o n  du r é c e p t e u r  d a n s  l a  membrane, 

- a s s o c i a t i o n  a d e s  m i c r o f i l a m e n t s  d e  t y p e  a c t i n e  q u i  p e r m e t t e n t  

l a  coo rc l ina t ion  d e s  mouvements, 

- a s s o c i a t i o n  a d e s  m i c r o t u b u l e s  ; 

l e s  deux d e r n i e r s  p o i n t s  p e r m e t t a n t  l ' a n c r a g e  du r é c e p t e u r  e t  l a  p r o -  

p a g a t i o n  du s i g n a l  d e  l ' e x t é r i e u r  v e r s  l t i n t 6 r i e u r .  Ce modele  i m p l i q u e  

que  l e  r é c e p t e u r  e x i s t e  s o u s  deux fo rmes  f o n d a m e n t a l e s . :  l i b r e  e t  

b )  C o n t r a l e  d e  l a  c o o r d i n a t i o n  r e c o n n a i s s a n c e - r é p o n s e  
- 0 - l - P - ~ - ~ - = - I - I - I - ~ - ~ - i T i T P P P - i L - t t O O ~ - ~ - ~ - ~ - * - ~ - ~ - =  

Le c o n t r d l e  t r ansmembrana i r e  de  l a  c o o r d i n a t i o n  r é c e p t i o n  d ' u n e  

i n f o r m a t i o n - @ m i s s i o n  d ' u n e  r e p o n s e  e s t  & v i d e n t  . Nous a l l o n s  l e  d i c r i r e  

au  n i v e a u  d e s  r é c e p t e u r s  c o u p l é s  : b l a  p r o d u c t i o n  de  CAMP - cGMP, aux 

i o n s  ou e n c o r e  aux phbnomenes 8 ' i n t e r n a l i s a t i o n .  



bl) R é c e p t e u r s  c o u p l é s  au  CAMP - cGMP 
L ~ ~ E L P P O D I O I P O ~ P I O P P P O P O ~ ~ ~ ~ ~ ~ P ~ P  

La f a ç o n  d o n t  un r é c e p t e u r  i n f l u e n c e  1 1 a c t i v i t 6  de  l ' a d é n y l -  

c y c i a s e  n ' e s t  pas e n c o r e  c l a i r e m e n t  d é f i n i e .  

Une d e s  p o s s i b i l i t é s  q u i  v i e n t  d i r e c t e m e n t  à l ' e s p r i t  e s t  q u e  

l ' a d é n y l c y c l a s e  e s t  un enzyme a l l o s t é r i q u e  d o n t  l a  c o n f o r m a t i o n  e s t  

s t a b i l i s é e  p a r  l ' a c t i v i t é  du r é c e p t e u r .  Dans c e  c a s ,  l e  r e c e p t e u r  

s e r a i t  é g a l e m e n t  t r a n s d u c t e u r  e t  s a  m o b i l i t é  b a s é e  s u r  l a  f l u i d i t é  

m e m b r a n a i r e  s e r a i t  c r u c i a l e .  

Une a u t r e  p o s s i b i l i t e  e s t  q u e  l ' a s s o c i a t i o n  e n t r e  r é c e p t e u r  

e t  a d é n y l c y c l a s e  e s t  i n d i r e c t e .  La r é p o n s e  i n t r a - c y t o p l a s m i q u e  ( p r o -  

d u c t i o n  d e  CAMP) d é p e n d r a i t  d e  changements  d a n s  i e s  p r o p r i é t é s  g e n é r a l e s  

d e  l a  membrane ( f l u i d i t é ,  p e r m é a b i l i t é  aux i o n s )  e t / o u  d e s  e f f e t s  

p a r t i c u l i e r s  d ' u n e  molGcule  t r a n s d u c t r i c e  p o s s é d a n t  c e r t a i n e  a f f i n i t é  

p o u r  l a  c y c l a s e .  

La r é g u l a t i o n  d e s  enzymes a l l o s t é r i q u e s  m e m b r a n a i r e s  p a r  l a  

m a t r i c e  l i p i d i q u e  n ' e s t  p a s  u n i q u e m e n t  s p é c u l a t i v e  comme l e  p r o u v e n t  

l e s  t r a v a u x  d e  FARIAS e t  c o l l .  -73- .  

b 2 )  R é c e p t e u r s  c o u p l é s  aux  i o n s  
P I = = = D B = P P I P P = P D ~ P I P ~ = = = = ~ ~  

La f a ç o n  d o n t  l e  c o u p l a g e  r é c e p t i o n - r é p o n s e  s e  f a i t  p o u r  c e s  

r é c e p t e u r s  n ' e s t  p a s  non p l u s  connue .  C e p e n d a n t ,  il est r a i s o n n a b l e  d e  

p e n s e r  q u e  l a  f e r m e t u r e  ou l ' o u v e r t u r e  d e s  canaux  i o n o p h o r e s  r e l è v e n t  

d ' i n t é r a c t i o n s  e n t r e  l e s  u n i t é s  monomériques  de  b a s e  d e s  i û n o p h o r e s  e t  

s e r a i e n t  f a v o r i s é e s  p a r  d e s  i n t é r a c t i o n s  à l ' i n t é r i e u r  de  l a  m a t r i c e  

l i p i d i q u e  e t  p a r  l ' é t a t  p l u s  o u  moins  f l u i d e  de  l a  membrane ( ~ i g u r e  141 .  

I l  e s t  é g a l e m e n t  d i f f i c i l e  d ' e x p l i q u e r  l a  d o u b l e  r e l a t i o n  

récepteur-ATPase-transport a c t i f  d e s  i o n s .  On n e  p e u t  i n v o q u e r  d a n s  

l e  c o u p l a g e  " i n f o r m a t i o n / r é p o n s e "  l ' i n t e r v e n t i o n  d e  r é s i d u s  o l i g o s a c  

r i d i q u e s .  En e f f e t ,  l e s  monomères ,  c o n s t i t u t i f s  d e s  ATPases ~ a +  +K+ 



FIGURE 14 

SCHEMA DE L'OUVERTURE ET DE LA FERMETURE DES CANAUX IONOPHORES 



d é p e n d a n t e s ,  n e  s o n t  p a s  d e s  g l y c o p r o t é i n e s .  S e u l e  u n e  r é g u l a t i o n  

a l l o s t é r i q u e  de  l ' e n z y m e  p a r  l e s  l i p i d e s  e s t  e n v i s a g e a b l e  (LAUF - 1 6 4 - 1 .  

- L e s  t r a v a u x  d e  FARIAS e t  c o l l .  -73- o n t  p e r m i s  d e  d i m o n t r e r  l a  

r é g u l a t i o n  " c r y p t i q u e "  d e  l ' a c t i v i t é  d e s  ATPases p a r  l e s  a c i d e s  g r a s  

d e s  l i p i d e s  m e m b r a n a i r e s .  

b 3 )  R é c e p t e u r s  c o u p l é s  aux  phénomènes  de p h a g o c y t o s e  
P ~ e I = = L I P = P P P ~ P e = l P ~ P = L P P = s O ~ P = P ~ ~ X : . i i t . i i P ~ ~ x ~ ~ * = ~ %  

Dans l e  c a s  d e  c e  c o u p l a g e  f o n c t i o n n e l ,  l a  p a r t i c i p a t i o n  d e  l a  

membrane e t  de  l a  m a t r i c e  f l u i d e  e s t  i n d e n i a b l e .  Le mouvement de  macro- 

m o l é c u l e s  a u  t r a v e r s  d e  l a  membrane n e  p e u t  s ' e n v i s a g e r  q u ' a v e c  l e  

s e c o u r s  d e  l a  " m a l l é a b i l i t é  " d e  l a  membrane. 

b4  1 C o n c l u s i o n  
ICPP=P===aCo 

En c o n c l u s i o n  n o u s  p r é s e n t e r o n s  l e  modèle  p r o p o s é  p a r  CUATRECASAS 

e t  HOLLENBERG - 5 5 -  d a n s  l ' e x e m p l e  d e  l a  r e c e p t i o n  d e  l a  t o x i n e  c h o l 6 -  

r i q u e  p a r  l e s  membranes c e l l u l a i r e s  ( F i g u r e  n o  1 5 ) .   émission d e  

l a  r é p o n s e  d a n s  c e  m o d è l e  met  e n  o e u v r e  : 

- l a  m i g r a t i o n  d ' u n e  m o l é c u l e  a c t i v e  se  d é t a c h a n t  du complexe 

e t  t r a v e r s a n t  l a  membrane,  
* 

- l ' a c t i v a t i o n  d e  l ' a d e n y l c y c l a s e  p a r  l e  monomère a c t i f .  

I l  e n  r e s s o r t  q u e  l e  c o u p l a g e  d ' u n  r é c e p t e u r  a v e c  l a  p r o d u c t i o n  

d e  n u c l é o t i â e s  ou a v e c  l a  l i b é r a t i o n  d ' i o n s  au  e n c o r e  m e t t a n t  e n  j e u  

d e s  phénomènes  a n a l o g u e s  à l ' e n d o c y t o s e  ou p h a g o c y t o s e  e s t  s c h é m a t i q u e .  

De n o m b r e u s e s  i n t e r a c t i o n s  p e u v e n t  s e  p r o d u i r e  a u  n i v e a u  d e  c e s  t r o i s  

p r o c e s s u s  e n g e n d r a n t  une  r é p o n s e  i n t r a c e l l u l a i r e .  De p l u s  c e  modè le  

met  e n  G v i d e n c e  l ' i m s a r t a n c e  du c a r a c t è r e  f l u i d e  e t  c o o p é r a t i f  d e  l a  

membrane e t  p l u s  p a r t i c u l i è r e m e n t  de  l a  m a t r i c e  l i p i d i q u e .  



FIGURE 15 

SCHEMA OU MECANISME D'ACTION DE LA TOXINE DU CHOLERA 
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Nous a l l o n s  d o n c  e n v i s a g e r  l e s  m o d a l i t e s  du c o n t r ô l e  de  l a  

f l u i d i t é  membrana i re .  

B - CONTROLE DE LA FLUIDITE MEMBRANAIRE ----------------- ------------------ 
La m a t r i c e  l i p i d i q u e  e s t  compos6e d e  p h o s p h o l i p i d e s ,  d e  l i p i d e s  

n e u t r e s ,  d e  g l y c o l i p i d e s  e t  de  s t é r o l .  E l l e  o s c i l l e  e n t r e  deux é t a t s  : 

un é t a t  c r i s t a l l i s é  ( o u  s o l i d e )  e t  un B t a t  l i q u i d e  très f l u i d e ,  s o n s  

j a m a i s  l e s  a t t e i n d r e .  Le p a s s a g e  d ' u n  é t a t  v e r s  un a u t r e ,  ou t r a n s i t i o n  

de  p h a s e  e s t  s c h é m a t i s é  f i g u r e  n o  16a . La t r a n s i t i o n  d e  p h a s e  s o l i d e -  

l i q u i d e  p e u t  6 t r e  a r t i f i c i e l l e m e n t  o b t e n u e  e n  a u g m e n t a n t  l a  t e m p e r a t u r e  

ou l a  t e n e u r  e n  e a u .  

De n o m b r e u s e s  é t u d e s  p h y s i q u e s ,  d o n t  nous  n e  d o n n e r o n s  p a s  d e  

d é t a i l s ,  o n t  p e r m i s  d e  d e f i n i r  l e s  p a r a m s t r e s  r e s p o n s a b l e s  d e  c e s  

t r a n s i t i o n s  d e  p h a s e .  

S i  o n  c o n s i d è r e  l a  m a t r i c e  l i p i d i q u e  d e  l a  f i g u r e  n 0 1 6 b ,  deux 

p o s s i b i l i t é s  s ' o f f r e n t  aux membranes p o u r  r é g u l e r  l e u r  f l u i d i t i  : 

- ou o p t i m i s e r  l a  f l u i d i t é  d e  s a s  c h a h e s  h y d r o c a r b o n e e s  a l i p h a -  

t i q u e s  : c '  e s t  l a  r é g u l a t i o n  v i s c o t r o p i q u e ,  

- o u  r é g u l e r  l e  c w p o r t e m e n t  d e s  g r o u p e m e n t s  p o l a i r e s  d a n s  l a  

z o n e  i n t e r m é d i a i r e  : c ' e s t  l a  r e g u l a t i o n  i n t e r f a c i a l e .  

a )  O p t i m i s a t i o n  d e  l a  f l u i d i t é  d e s  c h a î n e s  a l i p h a t i q u e s  
- = - I - P - E - * - = i e - X - = r = - = - i i * - = - = - I I = - t - 5 - E - = - = - = - ~ - = - =  

D i v e r s  f a c t e u r s  r é u n i s  f i g u r e  1 6 c r  v o n t  i n f l u e n c e r  l a  f l u i d i t é  

m e m b r a n a i r e .  P a r  exemple  l ' a u g m e n t a t i o n  d u  d e g r é  d ' i n s a t u r a t i o n  e t  du 

t a u x  d ' a c i d e s  g r a s  b r a n c h é s  a u g m e n t e n t  l a  f l u i d i t é  m e m b r a n a i r e  e t  s o n t  

c o n t r e b a l a n c 6 s  p a r  l ' a u g m e n t a t i o n  de  l a  l o n g u e u r  de l a  c h a î n e  h y d r o c a r -  

b o n é e ,  du nombre d e  g r o u p e m e n t s  hy'droxyl6.s  qui i n d u i s e n t  eux  un r e t o u r  

v e r s  l ' é t a t  c r i s t a l l i n  o r g a n i s é  e t  non f l u i d e .  



FIGURE 16 

A ILLUSTRATION SCHEMATIQUE DUNE TRANSITION DE PHASE PAR ADDITlON 

D'EAU A UN SYSTEME AQUEUX DE PSYCHOSINE OU DE CEREBROSIDE 

6 DIFFERENCE ENTRE SPHlNGOLIPiDES ET GLYCEROLIPIDES 

C CONTROLE DE LA FLUIDITE MEMBRANAIRE 



P a r  exemple  l e s  membranes r i c h e s  e n  a c i d e  p a l m i t i q u e  ( C 1 6 : O )  o u  

s t g a r i q u e  (C18:O) p r e s e n t e n t  u n e  t r a n s i t i o n  de  p h a s e  B r e l a t i v e m e n t  

h a u t e  t e m p é r a t u r e  (CALBOUN-SHIPLEY -37-) . 

b )  C o n t r d l e  d e s  p o n t s  h y d r o g è n e  d a n s  l a  z o n e  i n t e r m é d i a i r e  
- I - P - = - D - P - 0 - r - I - I - r - = - = - m - 3 : - = - = - 3 3 = - = - = - = - = - ~ - = - * - = - = - =  

Comme l e  m o n t r e  l a  f i g u r e  1 6 b ,  l es  g l y c o s p h i n g o l i p i d e s  d i f f è r e n t  

d e s  g l y c é r o l i p i d e s  p a r  l e u r  c a p a c i t é  à é t a b l i r  d e s  p o n t s  h y d r o g è n e .  

L e s  g l y c é r o l i p i d e s  n e  s o n t  que d e s  a c c e p t e u r s  d ' h y d r o g è n e .  L e s  G S L  

S o n t  d o n n e u r s  e t  a c c e p t e u r s  (PASCHER - 2 4 1 - ,  F R I E D M A N  -83-, ABRAHAMSON 

e t  c o l l .  -1-) . 

Comme l a  p r é s e n c e  d e  g r o u p e m e n t s  OH ou amide d a n s  un composé 

l i p o p h y l e  augmente  s a  p o l a r i t 6  e t  s e s  i n t é r a c t i o n s  a v e c  l ' e a u ,  c e l a  

c o n t r e b a l a n c e  d é f a v o r a b l e m e n t  1' e f f e t  h y d r o p h o b e  m a i n t e n u  d a n s  l a  

m a t r i c e  l i p i d i q u e .  

En e f f e t ,  l e s  c o n s t i t u a n t s  comme l e s  GSL f a v o r i s e n t  l a  f o r m a t i o n  

d e  p o n t s  h y d r o g è n e .  Deux p o s s i b i l i t t 5 s  s o n t  e n v i s a g e a b l e s  : 

a )  l e s  p o n t s  se f o n t  a v e c  u n e  m o l é c u l e  d ' e a u .  T o u t  g r o u p e m e n t  

h y d r o x y l  a d d i t i o n n e l  augmente  l e  c o n t a c t  l i p i d e - e a u  s o i t  en  p o u s s a n t  

l a  m o l e c u l e  e n  d e h o r s  d e  l a  d o u b l e  c o u c h e  l i p i d i q u e ,  s o i t  e n  a u g m e n t a n t  

s o n  " e s p a c e  v i t a l "  d a n s  l ' i n t e r f a c e  m e m b r a n a i r e .  C e l a  p r o v o q u e  une  

b a i s s e  de  s t a b i l i t é  m e m b r a n a i r e  e n  r é d u i s a n t  e t / o u  empéchan t  l ' e m p i -  

l e m e n t  s e r r é  d e s  c h a e n e s  a l i p h a t i q u e s .  

b) l e s  p o n t s  h y d r o g è n e  s e  f o n t  l a t é r a l e m e n t  à l ' i n t é r i e u r  même 

de  l a  m a t r i c e  l i p i d i q u e .  11 s ' e n  s u i t  u n e  a u g m e n t a t i o n  de  l a  s t a b i l i t é  

de l a  membrane e t  de  s o n  i m p e r m é a b i l i t t 5 .  L a  s t a b i l i t e  e t  l a  p e r m é a b i l i t é  

de l a  membrane a i n s i  q u e  s a  f l u i d i t é  p e u v e n t  donc  ê t r e  r é g u l é e s  au 

moyen du t u r n - o v e r  l i p i d i q u e  p o u r  s ' a d a p t e r  à d e s  b e s o i n s  p a r t i c u l i e r s .  

Ce c o n t r d l e  d e  l a  f l u i d i t é  m e m b r a n a i r e  e s t  o i r e c t e m e n t  e n  r e l a t i o n  



TABLEAU 9 

PERTURBATIONS MEMBRANAIRES SURVENANT APRES LA LIAISON 

- D'UN LIGAND SUR SON RECEPTEUR (GREAVES, 1975) 

1 

1) REDlSTRlBUTfON DES RECEPTEURS A LA SURFACE CELLULAIRE 

patching, clustering, capping 

2) CHANGEMENTS CONFORMATIONNE LS 

mesure de fluorescence 

3) ALTERATION DE LA FLUlDlTE MEMBRANAIRE 

mesure de spin 

4) AUGMENTATION DE L'ENTREE DES IONS ET DES METABOLtTES 

calcium, potassium, phosphore, etc ..... 
5) AUGMENTATION DU NRN-OVER DES PHOSPHOLIPIDES 

et en particulier du phosphatidylinositoi 

6) ACTIVATION DES ENZYMES LJEES AUX MEMBRANES 

ATPasai, adenylcyclsse 

i 



a v e c  l e  m é t a b o l i s m e  d e s  p h o s p h o l i p i d e s  e t  d e s  g l y c o l i p i d e s  (RESCH - 2 4 8 - 1 ,  

Nous v e n o n s  d ' e s s a y e r  d e  d é f i n i r  l es  m o d a l i t é s  de  l a  r e c o n n a i s s a n c e  

b i o l o g i q u e  e t  p a r  là méme d e  l a  d i s c r i m i n a t i o n  s o i - n o n  s o i -  

Ce phénomène e s t  r e s t r e i n t  aux  s u r f a c e s  c e l l u l a i r e s  e t  p l u s  p e r -  

t i c u l i è r e m e n t  aux membranes.  La r é c e p t i o n  d ' u n  l i g a n d  p o r t e u r  d ' u n e  

i n f o r m a t i o n  s u r  un  r é c e p t e u r  q u i  l a  d é c o d e  i n d u i t  d a n s  l a  membrane 

u n e  s u c c e s s i o n  de  p e r t u r b a t i o n s  d o n t  l e s  p l u s  i m p o r t a n t e s  s o n t  r é p e r -  

t o r i é e s  t a b l e a u  n o  9 .  

L a  d é f i n i t i o n  d e  l a  r e c o n n a i s s a n c e  e t  de  l a  d i s c r i m i n a t i o n  

r e l è v e  de  t r a v a u x  e t  d e  r é s u l t a t s  o b t e n u s  chez  l e s  animaux.  Nous 

a l l o n s  m a i n t e n a n t  e s s a y e r  d e  d é f i n i r  l e s  m o d a l i t é s  d e  l a  r e c o n n a i s s a n c e  

a u  n i v e a u  d e  l a  c e l l u l e  v é g é t a l e  q u i  p r 6 s e n t e  u n e  s u r f a c e  c e l l u l a i r e  

p l u s  complexe  q u e  l e s  c e l l u l e s  a n i m a l e s .  



CHAPITRE III 

ASPECT MOLECULAIRE DE L A  RECONNAISSANCE CELLULAIRE 

CHEZ LES PLANTES 

1 - INTRODUCTION 

L e s  p l a n t e s  n e  p o s s è d e n t  p a s  de  s y s t è m e s  immunolog iques  i m p l i q u é s  

d a n s  l a  p r o d u c t i o n  d ' a n t i c o r p s  ou d a n s  l e s  phenomènes de  r e j e t  d e  

g r e f f e  (MOORE - 1 8 4 - ) ,  n i  a u c u n  a u t r e  p a r a m è t r e  c a r a c t é r i s t i q u e  d e  l ' i m -  

m u n i t é  c e l l u l a i r e  q u e  l ' o n  r e n c o n t r e  c h e z  l e s  an jmaux .  En e f f e t ,  i l  

n ' a  pu e t r e  e n c o r e  m i s  e n  é v i d e n c e  a u c u n e  i m m u n o g l o b u l i n e ,  n i  a u c u n  

s y s t è m e  d ' h i s t o c o m p a t i b i l i t é .  Au l i e u  d e  p r o d u i r e  d e s  a n t i c o r p s ,  l es  

p l a n t e s  p e u v e n t  p r o d u i r e  d e s  composés d e  f a i b l e  p o i d s  m o l é c u l a i r e ,  

l e s  p h y t o a l e x i n e s ,  q u i  i n h i b e n t  l a  c r o i s s a n c e  d e s  m i c r o o r g a n i s m e s  

i n f e s t a n t s  ( v i r u s ,  b a c t é r i e s ,  mixomyc&tes )  e t  a s s u r e n t  a i n s i  l a  d é f e n s e  

du v g g 6 t a l .  

L e s  p l a n t e s  p o s s è d e n t  c e p e n d a n t  d e s  s y s t è m e s  d e  r e c o n n a i s s a n c e  

p r 6 c i s ,  c a r a c t e r i s t i q u e s  e t  d o n t  l a  f o n c t i o n  e s t  d ' a s s u r e r  l ' e f f i c a -  

c i t é  de  l a  r e p r o d u c t i o n  s e x u é e .  Les  é v è n e m e n t s  g o u v e r n a n t  l a  f e r t i l i -  

s a t i o n  s o n t  c o m p l e x e s  e t  r e p o s e n t ,  a u  n i v e a u  d u  p o l l e n  e t  d u  p i s t i l ,  

s u r  d e s  i n t e r a c t i o n s  e n t r e  c e l l u l e s  q u i  p o s s è d e n t  e n  p l u s  d e  l e u r  

membrane p l a s m i q u e  u n e  é p a i s s e  p a r o i .  

Nous a l l o n s  d a n s  un p r e m i e r  t emps  d 6 f i n i r  l a  n a t u r e  d e  l ' e n v e -  

l o p p e  c e l l u l a i r e  v é g é t a l e  p u i s ,  d a n s  un d e u x i è m e  temps  a b o r d e r  l e s  

modal i t s5s  e v e n t u e l l e s  d ' u n  mdcanisme d e  r e c o n n a i s s a n c e  c e l l u l a i r e .  

II - STRUCTURE DE L'ENVELOPPE CELLULAIRE VEGETALE 

La s u r f a c e  c e l l u l a i r e ,  chez  l e s  v é g é t a u x ,  d i f f è r e  d e  c e l l e  d e s  

animaux p a r  l e  f a i t  q u e  l a  membrane p l a s m i q u e  e s t  r e c o u v e r t e  d ' u n e  



é p a i s s e  p a r o i .  Ces deux enve loppes  s é p a r a b l e s  p a r  p lasmolyse ,  s o n t  

f o n c t i o n n e l l e m e n t  t r è s  c o n n e c t e e s .  

A - STRUCTURE DE LA PAROI CELLULAIRE 
-----------------*-------------- 

La p a r o i  r e p r é s e n t e  une s o r t e  de t a m i s  m o l é c u l a i r e  hautement 

s t r u c t u r é ,  cha rge  Q l e c t r i q u e m e n t ,  p r o t d g e a n t  l a  membrane c e l l u l a i r e  

e t  p e r m e t t a n t  d e s  Pchanges s é l e c t i f s  e n t r e  l e s  m i l i e u x  i n t r a  e t  

a x t r a c e l l u l a i r e s .  

Cependant il n ' e s t  a c t u e l l e m e n t  p l u s  p o s s i b l e  de  c o n s i d é r e r  

l a  p a r o i  Be l a  c e l l u l e  v é g Q t a l e  comme une s imple  enveloppe e x t e r n e  

ddnudée de t o u t e  a c t i v i t é .  Se lon  PRESTON -244-, e l l e  e s t  " l e  r é s u l t a t  

d ' u n  & q u i l i b r e  d € l i c a t n  doué d 'un  r d l e  p h y s i o l o g i q u e  q u i  l u i  e s t  

p r o p r e .  La p a r o i  d o i t  en e f f e t  s ' a d a p t e r  aux changements de t a i l l e  

e t  de f o n c t i o n  que s u b i t  une c e l l u l e  au c o u r s  de son développement ; 

s u r t o u t  l o r s q u e  ceux-c i  s o n t  en r e l a t i o n  avec  l e  r 6 l e  de  s q u e l e t t e ,  

da con6uc t ion  ou de  p r o t e c t i o n .  

L ' a n a l y s e  s t r u c t u r a l e  de l a  p a r o i  p r i m a i r e  e t  seconcia i re  d e s  

c e l l u l e s  v & g é t a l e s  a  € t e  f a c i l i t é e  p a r  l ' a m é l i o r a t i o n  d e s  t e c h n i c u e s  

de m é t h y l a t i o n  e t  de s p e c t r o m é t r i e  de masse. La s t r u c t u r e  d e s  composis 

de l a  p a r o i  e s t  ma in tenan t  connue a i n s i  que l ' a r c h i t e c t u r e  g é n é r a l e  

qu '  i l s  c o n s t i t u e n t  (PRESTON -244-1 . 
C e t t e  s t r u c t u r e  de l a  p a r o i ,  q u i  e s t  p a r  a i l l e u r s  in te r rompue  

pa r  de  nombreux p o r e s  (CARPITA -40- 1 ,  v a r i e  c o n s i d é r a b l e m e n t  en 

f o n c t i o n  de l t e s p & c e  v é g é t a l e ,  du t y p e  c e l l u l a i r e  e t  d e  son B t a t  de 

d i f f é r e n c i a t i o n .  En g6néra1 ,  e l l e  e s t  c o n s t i t u e e  de deux zones  d i s -  

t i n c t e s ,  àa n a t u r e  e s s e n t i e l l e m e n t  p o l y s a c c h a r i d i q u e ,  s o i t  : 

- une phase  d i s c o n t i n u e  m i c r o f i b r i l l a i r e  j o u a n t  l e  r o l e  d e  

s q u e l e t t e ,  



- e t  une m a t r i c e  amorphe r e s s e m b l a n t  un g e l  & p a i s .  Les é t u d e s  

en d i f f u s i o n  de  l u m i è r e  l a s e r  o n t  montre que l a  d e n s i t e  f l u c t u a i t  

énormément,  découvran t  a i n s i  d e  l a r g e s  e s p a c e s  i n t e r s t i t i e l s  e n t r e  

l e s  amas p o l y s a c c h a r i d i q u e s  (MACKIE e t  c o l l .  - 191- ) .  

Les mo lécu le s  c o n s t i t u t i v e s  de c e s  deux p h a s e s  i n t e r a g i s s e n t  

s imu l t anémen t  l o r s  d e s  changements  de t a i l l e  e t  d e  forme pour m a i n t e n i r  

l e s  p r o p r i 8 t é s  m&caniques  e t  p r o t e c t r i c e s  d e  l a  p a r o i .  

Les p o l y s a c c h a r i d e s  du s q u e l e t t e  c o r r e s p o n d e n t  à des  

P (1 - 4) g l u c a n e s  ou c e l l u l o s e  (TU -295-1, d e s  P (1 - 3 )  x y l a n e s  

e t  des  f i  ( 1  - 4)  mannanes. 

Les p o l y s a c c h a r i d e s  da l a  m a t r i c e  s o n t  l e  p l u s  souvent  d e s  

homopolymères de  t y p e  ,/3 (1  - 4)  mannanes ou ( 1  - 4) x y l a n e ,  

ou e n c o r e  d e s  polym6res b r a n c h é s  de t y p e  a c i d e  p e c t i q u e  (41 - 4 )  

rhamnogalac turonane  p a r  exemple (HAYASHI e t  c o l l .  -108-).  
-- - - -  - - . -  - -  -- - 

La conformation--cle c e s  pol ; sacchar ides  e s t  dé te rminée . 'par" le  

mode de l i a i s o n  e n t r e  les  u n i t é s  o s i d i q u e s ,  l a  p r é s e n c e  ou l ' a b s e n c e  

de r a m i f i c a t i o n s  l a t é r a l e s ,  l a  p r é s e n c e  d ' e a u  e t  p a r  l e s  c o n t r a i n t e s  

imposées  p a r  l e s  m o l é c u l e s  v o i s i n e s  (PRESTON -244-) .  Généralement  l e s  

po lymères  de  t y p e  /3 1 - 4  p r e n n e n t  une c o n f i g u r a t i o n  en r u b a n ,  

t a n d i s  que l e s  polymeres f i  1  - 3 a d o p t e n t  spontanément  une c o n f i -  

g u r a t i o n  h é l i c o ï d a l e .  

La s y n t h e s e  e t  l e  depo t  d e s  c o n s t i t u a n t s  p a r i é t a u x  o n t  é t 6  

é t u d i é s  (KAUSS -138-, VILLEMEZ -307-,  NORTHCOTE -234-,  LABAVITCH 

- 160 -1 .  Des p a r t i c u l e s  complexes a s s o c i é e s  aux membranes s e r a i e n t  

i m p l i q u é e s  d a n s  l a  f o r m a t i o n  de m i c r o f i b r i l l e s  de c e l l u l o s e  (SCHNEPF 

e t  ~011. -269- ,  MUELLER e t  ~011. -213- ,  GIDDINGS e t  ~011. -91-1. 

La m a t r i c e  c o n t i e n t  éga l emen t  des g l y c o p r o t é i n e s  i d e n t i f i a b l e s  
, 

p a r  l e u r  t a u x  r e s p e c t i f  en h y d r o x y p r o l i n e  ou en s é r i n e .  Dans c e s  





glycoprotéines, l'hydroxyproline est reliée a la partie glycannique, 

par l'intermédiaire d'un arabinose, tandis que la sérine est couplée 

à un résidu de galactose (LAMPORT -161-162-163-1. 

Ces prot6ines sont elles-mêmes rattachées B la trame polysaccha- 

ridique par des liaisons dont la nature et la distribution varient 

d'une plante à l'autre (PRESTON -244-1. Il semblerait toutefois que 

les glycoprotéines pauvres en hydroxyproline soient fixées aux 

hémicelluloses par l'intermédiaire de leur galactane (TALMADGE et 

coll. -292-, SELVENDRAN -273-1. Ces résultats sont cependant contro- 

versés (PRESTON -244-1. 

Quelques modQles de paroi ont été proposés (KEEGSTRA et coll. 

-139-, MORRIS et coll. -211-, ALBERSHEIM -2-, ROLAND et coll. -258-1. 

Nous avons reporté figure 17 le modèle d1ALBERSHEIM, qui bien qu'im- 

parfait rend compte des proportions relatives entre les divers corn- 

posants et des liaisons covalentes existantes. Toutefois, les liaisons 

entre polysaccherides et glycoproteines, ou encore entre ca2+ et 

polyuronides n'apparaissent pas. 

B - STRUCTURE DE LA MEMBRANE PLASMIQUE .................................. 
Il existe moins d'informations sur la nature chimique de la 

membrane plasmique végétale que sur celle des animaux. L'analyse de 

cette membzane est malaisée car il est difficile d'obtenir des pré- 

parations membranaires pures. En effet, le marqueur d'identification 

classique des membranes animales (la 5' nucleotidase) est totalement 

absent des végétaux. Cependant la membrane végétale est morphologi- 

quement similaire à celle des animaux. Elle est également constituée 

de lipides, de protéines et de carbohydrates. Les proportions exactes 

de ces composés varient en fonction Bu type de membrane et de son 

degré de spdcialisation (MORRE -209-, SITTE -283-1. 



Les l i p i d e s  membrana i r e s  s o n t  composés p r i n c i p a l e m e n t  a e  

g l y c é r o p h o s p h a t i d e s  combinés 3 d e s  s t e r o l s ,  d e s  g l y c é r i d e s  n e u t r e s ,  

d e s  s p h i n g o l i p i d e s  e t  des  g l y c o l i p i d e s .  Ces l i p i d e s  p o s s è d e n t  une 

c o m p o s i t i o n  en a c i d e s  g r a s  t r e s  h 6 t é r o g & n e ,  b i e n  que  c e t t e  d i s t r i -  

b u t i o n  s o i t  c o n t r o l é e  avec  une g r a n d e  p r é c i s i o n  (MORRE -209-)  . Les 

membranes v é g é t a l e s  d i f f è r e n t  d e s  membranes a n i m a l e s  p a r  l e u r  r e l a t i v e  

p a u v r e t é  e n  g l y c o s p h i n g o l i p i d e s ,  p a r  c o n t r e  e l l e s  p o s s e d e n t  l e s  mëmes 

c l a s s e s  d e  p h o s p h o l i p i d e s  (EITCHCOCX-NICEOLS -117- ,  GALLIARD-MEXCIER 

-88-,  MAZLIAK -198- ,  MOREAU -205-1. 

L e  s p e c t r e  des p r o t é i n e s  membrana i r e s  d é f i n i  a p r è s  é l e c t r o p h o r è s e  

en  g e l  d e  p o l y a c r y l a m i d c  e s t  é g a l e m e n t  t r è s  l a r g e  (MORRE -209-1. 

Cependant ,  l a  r n a j o r i t e  de ces p r o t é i n e s  s o n t  i ncomplè t emen t  i d e n t i f i e e s .  

Comme d a n s  l e  r è g n e  an imal  e l l e s  s o n t  c l a s s 6 e s  e n  f o n c t i o n  d e  l e u r  

a c t i v i t é  enzymat ique  ou de  l e u r  p o s i t i o n  dans  l a  membrane ( i n t r i n s g q u e ,  

t r ansmembrana i r e ,  e t c . . . ) .  La s t r u c t u r e  mdmc d e  c e s  p r o t d i n e s  (hydro -  

p h i l e s  ou  hydrophobes )  d é f i n i t  l e u r  d e g r é  d ' a s s o c i a t i o n  a v e c  l e s  

l i p i d e s  membrana i r e s .  L ' o r g a n i s a t i o n  p r e c i s e  l i p i d e - p r o t é i n e  e s t  

e n c o r e ,  comme pour  l e s  membranes a n i m a l e s ,  mal d é f i n i e .  Cependan t ,  

c ' e s t  l e  modele d e  SINGER e t  NICOLSON q u i  e s t  l e  p l u s  g g n é r a l e m e n t  

admis.  

De p l u s  r é c e n t e s  é t u d e s  (MORRE -209-  e t  DAUWXLDER - S B - ,  

M A Z L I A K  - 1 9 8 - )  o n t  pe rmis  de m o n t r e r  q u e  l a  s y n t h e s e  d e s  membranes 

a n i m a l e s  e t  v 6 g é t a l e s  m e t t a i e n t  en o e u v r e  l e s  mémes p r o c e s s u s  de 

f a b r i c a t i o n  e t  de  m a t u r a t i o n  d e  l e u r s  composants .  En e f f e t ,  l e s  

p r o t é i n e s  e t  l i p i d e s  d e s t i n é s  B é t r e  i n t 6 g r é s  d a n s  l e s  membranes 

p l a s m i q u e s  d o i v e n t  t r a v e r s e r  d i v e r s  c o m p a r t i m e n t s  c e l l u l a i r e s  a v a n t  

d ' a t t e i n d r e  l e u r  u l t i m e  d e s t i n a t i o n .  Les mécanismes r e s p o n s e S l e s  du 

mouvement des  composés membranai res  s o n t  d é f i n i s  s o u s  l e  t e r m e  z n g l o -  

saxon de  "membrane f low" ou e n c o r e  r e c y c l a g e  d e s  v é s i c u l e s .  



L e s  p r e m i g r e s  é t u d e s  au m i c r o s c o p e  d e  l ' i n t e r c o n v e r s i o n  d e s  membranes 

c e l l u l a i r e s  ( v o i r  l e s  r e v u e s  S e  MORRE e t  c o l l .  -210- ,  WAKSMAN e t  

c o l l .  -309-1 o n t  m o n t r é  que  : 

1 )  l e s  c o m p o s a n t s  d e s  membranes d é v i e n t  l e s  u n s  d e s  a u t r e s  d e  

l a  f a ç o n  s u i v a n t e  : e n v e l o p p e  n u c l é a i r e  ~ll, r é t i c u l u m  e n d o p l a s m i q u e  

r u g u e u x  I.Cc r é t i c u l u m  e n d o p l a s m i q u e  l i s s e  - a p p a r e i l  d e  G o l g i  II)- 

v é s i c u l e s  d e  s é c r é t i o n  - membrane p l a s m i q u e .  C e t t e  f i l i a t i o n  d e s  

membranes e s t  l a  p r e m i è r e  c a r a c t é r i s t i q u e  d u  "membrane f l o w " .  

2 )  il e x i s t e  u n e  c o n t i n u i t é  s p a t i a l e  e n t r e  l e s  d i f f é r e n t s  com- 

p a r t i m e n t s  c e l l u l a i r e s  q u i  e s t  s o i t  d i r e c t e  ( e x .  : membrane n u c l é a i r e -  

r é t i c u l u m  e n d o p l a s m i q u e ) ,  s o i t  r é a l i s é e  p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  d e  f i n s  

t u b u l e s  q u i  r e l i e n t  p a r  exemple  l ' a p p a r a i l  d e  G o l g i  aux membranes 

p l a s m i q u e s .  

3 )  quand  il n ' e x i s t e  p a s  d e  c o n t i n u i t é  d i r e c t e ,  d e s  v é s i c u l e s  

d e  t r a n s f e r t  a s s u r e n t  l e  r e l a i s .  

L e s  é t u d e s  b i o c h i m i q u e s  o n t  p e r m i s  d e  s o u l i g n e r  l e s  d i f f é r e n c e s  

d e  c o n s t i t u t i o n  e x i s t a n t  e n t r e  c e s  d i v e r s e s  membranes i n t r a c e l l u l a i r e s  

(MORRE e t  c o l l .  -210-1.  

La m i g r a t i o n  d e s  c o n s t i t u a n t s  m e m b r a n a i r e s  e n t r e  l e s  t e r r i t o i r e s  

c e l l u l a i r e s  a d j a c e n t s  s u p p o s e  un phenomène d e  d i f f u s i o n  l a t é r a l e  

d a n s  l a  b i c o u c h e  l i p i d i q u e  (WAKSMAN e t  c o l l .  -309-1.  C e p e n d a n t ,  c e  

c o n c e p t  p r i m o r d i a l  n e  p e u t  à l u i  s e u l  e x p l i q u e r  t o u t e s  l e s  f a c e t t e s  

d u  "membrane f l o w " .  Au phénomène de d i f f u s i o n  s e  s u p e r p o s e  un p r o c e s s u s  

d e  r e c y c l a g e  d e s  v é s i c u l e s .  Aux f r o n t i è r e s  e n t r e  l e s  d i f f é r e n t s  com- 

p a r t i m e n t s  c e l l u l a i r e s ,  d e s  v é s i c u l e s  t r a n s p o r t a n t  l e s  composés  mem- 

b r a n a i r e s  b o u r g e o n n e n t ; e t  v o n t  f u s i o n n e r  a v e c  l e s  membranes d ' u n  

a u t r e  c o m p a r t i m e n t  e t  y d é v e r s e r  l e u r  c o n t e n u  p o u r  f i n a l e m e n t  r e v e n i r  

v e r s  l e u r  c o m p a r t i m e n t  d ' o r i g i n e .  Ces mouvements r e p o s e n t  s u r  deux  

F r o c e s s u s  : 



MECANISMES DE RECONNAISSANCE CELLULAIRE CHEZ LES VEGETAUX 

(CLARKE ET GLEESON) 

I l  LA PAROI EST LE SITE DE RECONNAtSSANCE 

il) L4 MEMBRANE PLASMIOUE EST LE SITE DE RECONNAISSANCE 
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1 - llexocytose : transport et "d6ehargen de matériel intra- 
cellulaire dans l'espace extracellulaire par l'intermédiaire de 

vésicules, 

2 - l'endocytose : la membrane plasmique s'invagine en captant 

ou non Bu matériel. 

III - MODALITES D'UN EVENTUEL MECANISME DE RECONNAISSANCE CHEZ 
LES VEGETAUX 

C'est 8 CLARKE et coll. -46-48- que l'on doit l'analyse des 

modalités d'un éventuel mécanisme de reconnaissance chez les végetaux. 

Les diverses possibilités sont résumées figure no 18 , et reposent 

sur la présence de plasmodesmes et sur le r61e passif ou non de la 

par0 i. 

A - COMMUNICATIONS AU NIVEAU DES PLASMODESMES ......................................... 
Les communications intercellulaires et donc éventuellement la 

discrimination soi - non soi ' peuvent transiter par les plasmodesmes : 

structures provenant apparemment d'extensions des membranes plasmiques 

dans la paroi et rkalisant au travers de cette dernière, des connections 

entre les divers compartiments cytoplasmiques (ROBARDS -249-, CARPITA 

- 4 0 - 1 .  Ces plasmodesmes pourraient représenter des chemins possibles 

pour un échange d'informations via les membranes plasmiques. Cependant 

les mouvements à l'intérieur de ces canaux semblent restreints aux 

mol&cules de moins de 1000 doltons. Selon CLARKE -48-, les communi- 

cations transitant par les plasmodesmes seraient importantes dans 

les échanges d'informations intercellulairesr mais ne seraient en 

aucun cas impliquées dans les systèmes de reconnaissance extracel- 

lulaire, ni dans la discrimination. 



B - INTERACTIONS COMPLEMENTAIRES AU NIVEAU DE LA PAROI ------------- .................................. --- 
CLARKE -48- dmet l ' i d é e  que l o r s  du c o n t a c t  e n t r e  " g r a i n  de  

p o l l e n  e t  c e l l u l e  s t i g m a t i q u e "  ou e n t r e  " t u b e  p o l l i n i q u e  e t  c e l l u l e  

s t y l a i r e " ,  l ' a c c o l e m e n t  d e s  p a r o i s  c e l l u l a i r e s  e s t  à l ' o r i g i n e  d ' u n e  

s o r t e  de " r é o r g a n i s a t i o n  ou d é f o r m a t i o n "  d e s  composants  d e  l a  p a r o i  

q u i  t r a n s m e t t r a i t  un s i g n a l  à l a  membrane p l a s m i q u e ,  q u i  B son  t o u r ,  

l ' i n d u i r a i t  au compar t imen t  c y t o p l a s m i q u e  ( F i g u r e  n o  1 8 ) .  

S e u l s  l e s  composds de  t y p e  o l i g o s a c c h a r i d i q u e  p o u r r a i e n t  6 t r e  

i m p l i q u é s  d a n s  c e  t y p e  de r é a c t i o n  c a r  i l s  p o s s è d e n t  un p o u v o i r  d e  

d i s c r i m i n a t i o n .  

Une i n t e r a c t i o n  complémen ta i r e  e n t r e  l e s  p o l y s a c c h a r i d e s  

p a r i é t a u x  d e s  c e l l u l e s  i n d u i r a i t  d e s  p e r t u r b a t i o n s  du g e l  m a t r i c i e l .  

De t e l l e s  i n t e r a c t i o n s  a f f e c t a n t  a i n s i  l e s  p r o p r i é t é s  de  g e l  d e  l a  

p a r o i  o n t  é t é  r e p o r t é e s  (MORRIS e t  c o l l .  -2  11-1. Cependant ,  l e s  

c o n n a i s s a n c e s  e n c o r e  t r o p  f r a g m e n t a i r e s  s u r  l e s  a s s o c i a t i o n s  i n t e r -  

m o l é c u l a i r e s  e t  l ' o r g a n i s a t i o n  de  l a  p a r o i  n e  p e r m e t t e n t  p a s  de  

d é f i n i r  p l u s  a n  d é t a i l  l e  r b l e  des c o n s t i t u a n t s  parietaux. 

Une v a r i a n t e  à c e  mécanisme p e u t  S t r e  p r o p o s e e  (CLARKE - 4 8 - 1 .  

Un s i g n a l  e x t r a c e l l u l a i r e  e s t  r e ç u  B l a  s u r f a c e  de  l a  p a r o i ,  p u i s  

t r a n s m i s  a La membrane p l a smique  p a r  un mécanisme i m p l i q u a n t  p e r t u r -  

b a t i o n s  d e  l a  p a r o i  ou é m i s s i o n  d ' u n  second  message r .  

Ces modeles  r e p o s e n t  s u r  un r d l t  a c t i f  joué  p a r  l a  p a r o i .  

C - TRANSMISSION PASSIVE DU SIGNAL DE RECONNAISSANCE DE LA ...................................................... 
P A R O I  VERS LA MEMBRANE PLASMIQUE ................................ 

Un a u t r e  m6canisme p e u t  ê t r e  e n v i s a g é  dans  l e q u e l  l a  p a r o i  j oue  

un r 6 1 e  p a s s i f  d e  t a m i s .  Il s e  p e u t  en  e f f e t  que l e  s i g n a l  m o l é c u l a i r e  

i s s u  d ' une  c e l l u l e  donnée d i f f u s e  d i r e c t e m e n t  au  t r a v e r s  d e  l a  p a r o i  

e t  s e  f i x e  s u r  l e s  r é c e p t e u r s  membranai res  s p é c i f i q u e s .  En e f f e t ,  l e s  



m o l é c u l e s  d e  d i a m è t r e  i n f é r i e u r  B 5  nm ( é q u i v a l e n t  p o u r  u n e  p r o t é i n e  

g l o b u l a i r e  à un p m  d e  17000)  p e u v e n t  d i f f u s e r  l i b r e m e n t  a u  t r a v e r s  d e  

l a  P a r o i  (CARPITA e t  c o l l .  -40-1 d e  s o r t e  q u e  c e t t e  t r a n s m i s s i o n  

p a s s i v e  d ' u n  s i g n a l  e s t  e n v i s a g e a b l e  ( F i g u r e  no 1 8 ) .  

M a l g r é  l e  p e u  d e  d o n n e e s  p r é c i s e s  s u r  l e  phénomène d e  l a  

r e c o n n a i s s a n c e  c h e z  l e s  p l a n t e s ,  il s e m b l e r a i t  q u e  c e  p r o c e s s u s  d e  

t r a n s m i s s i o n  p a s s i v e  du s i g n a l  au  t r a v e r s  d e  l a  p a r o i ,  s o i t  à l a  

b a s e  d e  l a  d i s c r i m i n a t i o n  s e l f  - non s e l f  (CLARKE -48-1 e t  e n  p a r t i -  

c u l i e r  d a n s  l e s  i n t e r a c t i o n s  h ô t e - p a r a s i t e  du s o j a  e t  d e  P h y t o p h t o h a  

mCgabpehma v a r .  b f f j a ~ .  En e f f e t  l e u r s  i n t e r a c t i o n s  n e  p e u v e n t  s ' e x -  

p l i q u e r  q u e  p a r  l a  d i f f u s i o n  d e  p o l y s a c c h a r i d e s  d e  f a i b l e  p o i d s  molé- 

c u l a i r e  i s s u s  d e  l a  p a r o i  du champignon  v e r s  l e s  r é c e p t e u r s  

c o m p l & m e n t a i r e s  d e  l a  membrane p l a s m i q u e  d e  l ' h ô t e  (ALBERSHEIM-VALENT 

-5-1. I l  e x i s t e  d e  nombreux a u t r e s  c a s  d e  c e  t y p e  (CLARKE-KNOX -47- ,  

ALBERSHEIM e t  c o l l .  -3-1 LIENER - 1 7 4 - ,  CALLOW -38-,  SEQUEIRA -274- ,  

SCHMIDT -268-1 .  

D - CONCLUSION ---------- 
11 s e m b l e  d o n c  q u e  d e s  r é c e p t e u r s  s e m b l a b l e s  à c e u x  r e n c o n t r é s  

c h e z  l e s  animaux p u i s s e n t  j o u e r  un r ô l e  d a n s  l e s  phénomènes  d e  d i s -  

c r i m i n a t i o n  " s o i  - non s o i  " q u i  p r é s i d e n t  à l a  f e r t i l i s a t i o n  c h e z  

l e s  p l a n t e s .  

La r g c e p t i o n  d e  l ' i n f o r m a t i o n  p e u t  ê t r e  e n v i s a g é e  e n  t e r m e  de  

l i a i s o n  e n t r e  un l i g a n d  p o r t e u r  d ' u n  m e s s a g e  e t  un r é c e p t e u r  s p é c i -  

f i q u e  c a p a b l e  d e  d é c o d e r  l e  m e s s a g e .  

L ' é m i s s i o n  d ' u n e  r é p o n s e  i n t r a - c y t o p l a s m i q u e  c o n s é c u t i v e  à 

l ' é r a p e  d e  r e c o n n a i s s a n c e  p e u t  é g a l e m e n t  s e  c o n c e v o i r  comme r é s u l t a n t  : 



MODELES DE RECONNAISSANCE CELLULAIRE 
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- d e  l ' a c t i v a t i o n  d ' e n z y m e s  p é r i p h é r i q u e s  i m p l i q u é s  s o i t  d a n s  

l e  t r a n s p o r t  a c t i f  d e s  i o n s ,  s o i t  d a n s  l a  p r o d u c t i o n  de  n u c l é o t i d e s  

c y c l i q u e s  (CAMP-cGMP) , 

- ou e n c o r e  d e  l ' i n t e r n a l i s a t i o n  d e  l a  t o t a l i t é  ou d ' u n e  p a r t i e  

d ' u n e  m a c r o m o l é c u l e  b i o l o g i q u e m e n t  a c t i v e ,  m e t t a n t  e n  j e u  d e s  é l é m e n t s  

c o n t r a c t i l e s  du c y t o p l a s m e .  

L ' e x i s t e n c e  d e  l a  p a r o i  v é g é t a l e  n e  n u i t  e n  r i e n  a u x  m o d a l i t é s  

d e  l a  r e c o n n a i s s a n c e  t e l l e  q u ' e l l e  e s t  e n v i s a g é e  d a n s  l a  c e l l u l e  

a n i m a l e .  E l l e  p e u t  se c o m p a r e r  a u  glycolemme d e  c e s  c e l l u l e s  a n i m a l e s ,  

s o r t e  de  m a n t e a u  c e l l u l a i r e  composé de  p r o t é o g l y c a n n e s  (DOLJANSKI -66-1.  

A i n s i  l a  d i s c r i m i n a t i o n  i s s u e  du c o n t a c t  e n t r e  p o l l e n  e t  p i s t i l  

p e u t  s e  c o n c e v o i r ,  à l ' i n s t a r  d e s  c e l l u l e s  a n i m a l e s  ( r e v u e  d e  GREAVES 

-97-1,  comme r e s u l t a n t  ( F i g u r e  n o  1 9 ) .  

- d ' u n e  r e c o n n a i s s a n c e  u n i l a t é r a l e  ( m o d è l e  d e  WEISS), 

- d ' u n e  r e c o n n a i s s a n c e  b i l a t é r a l e  ( m o d è l e  d e  BURGER e t  c o l l . ) ,  

- d ' u n e  r e c o n n a i s s a n c e  f a i s a n t  i n t e r v e n i r  un  t r o i s i è m e  é l é m e n t  

l e  " s p a c e r n  a n g l o - s a x o n  o u  l i a n t  i n t e r m é d i a i r e  p l u s  o u  m o i n s  complexe 

( m o d è l e  de  BALSAMO e t  LILIEN) .  

I V  - MOLECULES IMPLIQUEES EVENTUELLEMENT DANS LA DISCRIMINATION 

"  .SOI - N O N  SOI " DES VEGETAUX 

Nous v e n o n s  d ' e n v i s a g e r  l e s  d i v e r s e s  m o d a l i t é s  d e  l a  r e c o n n a i s -  

s a n c e  c h e z  l e s  v é g é t a u x ,  a i n s i  q u e  l ' é v e n t u a l i t é  à ' i n t e r a c t i o n s  molë- 

c u l a i r e s  i m p l i q u a n t  l e s  s u r f a c e s  c e l l u l a i r e s .  

Ces  i n t e r a c t i o n s  s e  f o n t  p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  d e  m a c r o m o l é c u l e s  

c a r a c t é r i s é e s  p e r  l e u r  p o s i t i o n  9 d r L p h é r i q u e  e t  l e u r  a p t i t u d e  S. n o u e r  

d e s  l i a i s o n s  s p é c i f i q u e s .  

En p l u s  d e s  p r o t é i n e s ,  e t  d e s  g l y c o c o n j u g u é s  i d e n t i q u e s  à ceux  

d é c r i t s  p o u r  l a  c e l l u l e  a n i m a l e ,  il c o n v i e n t  d ' e n v i s a g e r  l ' é v e n t u e l l e  



p a r t i c i p a t i o n  de  composés t y p i q u e m e n t  v é g é t a u x .  En e f f e t ,  peuven t  

ê t r e  éga l emen t  c o n s i d é r é s  comme l i g a n d  (messager) ou comme r e c e p t e u r  

d e s  ~ m o l 4 c u l e s  t e l l e s  que l e s  l e c t i n e s ,  l e s  a r a b i n o g a l a c t a n e s ,  l e s  

a r b i n o x y l a n e s  ou  e n c o r e  l e s  a l l e r g è n e s  e t  l e s  p h y t o a l é x i n e s .  

A - LES LECTINES ------------ 
Les  l e c t i n e s  ou a g g l u t i n i n e s ,  s o n t  d e s  p r o t é i n e s  ou d e s  g l y c o -  

p r o t é i n e s  s a n s  a c t i v i t é  e n z y m a t i q u e ,  c a p a b l e s  d e  s e  f i x e r  s p é c i f i -  

quement  à c e r t a i n s  o l i g o s a c c h a r i d e s .  D ' abord  m i s e s  en  é v i d e n c e  chez  

l e s  p l a n t e s  (LIS-SHARON - 1 8 5 - 1 ,  l e s  l e c t i n e s  p e u v e n t  éga l emen t  J t r e  

e x t r a i t e s  de v i r u s ,  d e  b a c t é r i e s ,  d e  champignons a i n s i  que d ' i n v e r -  

t é b r é s  ou de v e r t é b r é s  (SHARON-LIS - 2 7 6 - ,  BARONDES -19-). 

Les  p r o p r i é t é s  a g g l u t i n a n t e s  d e s  l e c t i n e s  d é p e n d e n t  de  l e u r  

l i a i s o n  s u r  d e s  g l y c o c o n j u g u é s  d e  s u r f a c e  s p é c i f i q u e s .  11 semble 

a c t u e l l e m e n t  que l e s  r é c e p t e u r s  d e s  l e c t i n e s  s o i e n t  d e s  o l i g o s a c c h a -  

r i d e s  b r a n c h é s  t r a s  complexes .  Le s i t e  d e  combina i son  i m p l i q u e r a i t  

p l u s i e u r s  r é s i d u s  o s i d i q u e s ,  d o n t  l a  s é q u e n c e  d ' encha inemen t  d é t e r m i -  

n e r a i t  l a  s p é c i f i c i t é .  

Bien  que l e s  l e c t i n e s  s o i e n t  d o t é e s  d ' u n  p o u v o i r  de d i s c r i m i -  

n a t i o n ,  l e u r  r d l e  e t  l e u r  p a r t i c i p a t i o n  d a n s  l e s  p r o c e s s u s  de r e c o n -  

n a i s s a n c e  ne s o n t  p a s  e n c o r e  c l a i r e m e n t  d é f i n i s  (MARX -194-1. 

11 s e  p o u r r a i t  que c e r t a i n e s  l e c t i n e s  e n c o r e  i n c o n n u e s ,  r é a g i s s a n t  

a v e c  d e s  o s e s  t e l s  que rhamnose,  a r a b i n o s e  ou a c i d e s  u r o n i q u e s ,  e t  

donc non 8 é t e c t a S l e s  P a r  d e s  t e s t s  d ' h é m a g g l u t i n a t i o n ,  s o i e n t  i m g l i q u d e s  

d a n s  l e s  p r o c e s s u s  de r e c o n n a i s s a n c e  chez  l e s  v 6 g é t a u x .  En e f f e t ,  l e s  

l e c t i n e s  sont r a t t a c h é e s  aux membranes p a r  l e s  r é s i d u s  o s i d i q u e s ,  e t  

p e u v e n t  j oue r  un r b l e  c a p i t a l  d a n s  l e s  phénomènes d e  c o n t a c t  e t  de  

f u s i o n  membranaire  (CLARKE-KNOX -46-) . 



D ' a u t r e s  y o l e s  l e u r s  s o n t  e g a l e m e n t  a t t r i b u 8 s .  Les l e c t i n e s  

p o u r r a i e n t  s e r v i r  d ' a n t i c o r p s  c h e z  l e s  v é g é t a u x ,  a s s u r e r  l e  t r a n s p o r t  

o u  l e  s t o c k a g e  d e s  s u c r e s ,  p r o t é g e r  l a  p l a n t e  c o n t r e  l e s  i n v a s i o n s  

f o n g i q u e s  ou e n c o r e  ê t r e  i m p l i q u é e s  d a n s  l ' o r g a n i s a t i o n  d e s  s y s t è m e s  

m u l t i e n z y x u a t i q u e s  d e  n a t u r e  g l y c o p r o t é i q u e  (ALBERSHEIM e t  c o l l .  - 3 - ,  

LIENER - 1 7 4 - ) .  Le c o n t r b l e . d e  l a  g e r m i n a t i o n ,  d e  l a  d i v i s i o n  c e l l u l a i r e ,  

d e s  r e l a t i o n s  s y m b i o t i q u e s ,  d e s  i n t e r a c t i o n s  p l a n t e s - a g e n t s  p a t h o g è n e s  

s o n t  a u t a n t  d e  p r o c e s s u s  d a n s  l e s q u e l s  l e s  l e c t i n e s  p e u v e n t  a v o i r  l e u r  

i m p o r t a n c e  (CLARKE-KNOX -46-) . 

B - LES PHYTOALEXINES ----------------- 
Les  p l a n t e s  r é a g i s s e n t  à l ' i n v a s i o n  p a r  l e s  v i r u s ,  l e s  b a c t é r i e s  

ou l e s  champignons  p a r  l a  p r o d u c t i o n  d e  p h y t o a l e x i n e s  q u i  i n h i b e n t  

l e u r  c r o i s s a n c e .  Ces  p h y t o a l e x i n e s  s o n t  p r o d u i t e s  mëme s i  l e  m i c r o -  

o r g a n i s m e  n ' e s t  p a s  p a t h o g è n e .  Les  m é c a n i s m e s  q u ' u t i l i s e n t  l e s  o r g a -  

n i s m e s  c o m p a t i b l e s  p o u r  i n h i b e r  l ' e f f e t  d e s  p h y t o a l e x i n e s  n e  s o n t  

p a s  c o n n u s .  

L e s  m o l é c u l e s  o u  " e l i c i t o r n  c a p a b l e s  d e  p r o d u i r e  l ' a c c u m u l a t i o n  

d e  p h y t o a l e x i i l e s  s o n t  t o u t e s  d e s  h l - 3  g l u c a n e s  s u b s t i t u é s  e n  p o s i t i o n  6 

(KEEN -140-,  ALBERSHEIM e t  c o l l .  - 4 - 1 .  L ' e l i c i t o r  l e  p l u s  p e t i t ,  

c a p a b l e  d ' i n d u i r e  l a  s y n t h è s e  d e  p h y t o a l e x i n e s  t e l l e s  q u e  l a  g l y c é o l -  

l i n e  p r é s e n t é e  f i g u r e  n o  2 0 ,  e s t  composé de  8 r é s i d u s  o s i d i q u e s .  

c e s  composés ,  p a r  l e u r  c a p a c i t é  Z r e c o n n a î t r e  e t  Z f i x e r  c e r t a i n e s  

m o l é c u l e s  é t r a n g è r e s  p e u v e n t  d o n c  ë t r e  i m p l i q u 6 s  d a n s  l e s  p r o c e s s u s  

d e  r e c o n n a i s s a n c e .  



FIGURE 20 

SYNTHESE D'UNE PWYTOALEXINE : LA GLYCEOLLINE 



C - LES COMPOSANTS DE LA P A R O I  CELLULAIRE ---- ................................. 
a )  Les  a r a b i n o g a l a c t a n e s  

-=-=-=-=-=-2-=-=-0-=-  

Ces c o m p o s a n t s  d e  l a  p a r o i  c e l l u l a i r e  p o u r r a i e n t  é g a l e m e n t  ê t r e  

a s s o c i é s  aux  p r o c e s s u s  d e  r e c o n n a i s s a n c e .  En e f f e t ,  l e u r  l o c a l i s a t i o n  

à l a  s u r f a c e  c e l l u l a i r e  e t  l e u r  c a p a c i t é  à f i x e r  d ' a u t r e s  r n o l & ~ u l e s  

t e l l e s  que  l ' a n t i g è n e  a r t i f i c i e l  p r é s e n t é  f i g u r e  n o  2 1 a ,  e n  f o n t  & e s  

c a n d i d a t s  p o t e n t i e l s .  

L e u r  s t r u c t u r e ,  p r é s e n t é e  f i g u r e  n o  2 1 b ,  a  é t é  d é t e r m i n é e s p a r  

ANDERSON e t  c o l l .  -222-.  I l s  s o n t  composés  d ' u n  p o l y m e r e  p r i n c i p r l  

d ' u n i t é s  g a l a c t o s y l  r e l i é e s  p a r  d e s  l i a i s o n s  o s i d i q u e s  e n  :3 1-3, s u r  

l e q u e l  v i e n n e n t  s e  b r a n c h e r  d e s  p o l y m è r e s  d e  g a l a c t o s e  ( l i a i ~ o n ~ f i l - 6 )  

s u b s t i t u é s  p a r  d e s  r 6 s i d u s  d ' a r a b i n o s e .  Le r a t t a c h e m e n t  à l a  zi e 

p r o t g i q u e  e s t  a s s u r é  p a r  u n e  l i a i s o n  d e  t y p e  o s i d i q u e  e n t r e  h  

p r o l i n e  e t  g a l a c t o s e .  

C e t t e  s t r u c t u r e  b r a n c h é e  complexe  p e u t  d é f i n i r  une  c e r t a i r t e  

s t é r o s p e c i f i c i t é  n é c e s s a i r e  au p r o c e s s u s  d e  r e c o n n a i s s a n c e .  

b )  L a s  a r a b i n o x y l a n e s  
- P - P - , z - = - 1 - t - = i I - t  

A u t r s s  c o m p o s a n t s  d e  l a  p a r o i ,  l e s  a r a b i n o x y l a n e s  p o s s è d e n t  

é g a l e m e n t  u n e  c a p a c i t é  p o t e n t i e l l e  d e  r e c o n n a i s s a n c e .  I l s  s o n t  a g g l u -  

t i n a n t s  p o u r  l e s  h é m a t i e s ,  au  même t i t r e  q u e  l a  c o n c a n a v a l i n e  A 

( C L A R K E - K N O X  -46-) . 

D - LES ALLERGENES -------------- 
Les  a l l e r g è n e s  i n d u i s e n t  une r é p o n s e  a l l e r g i q u e  c h e z  l 'homme, 

e t  i n t e r a g i s s e n t  a v e c  d e s  i m m u n o g l o b u l i n e s  s p é c i f i q u e s  : l e s  IgE .  Là 

f i x a t i o n  d e s  a l l e r g è n e s  s u r  une  c e l l u l e  r é c e p t r i c e  p r o v o q u e  l a  l i b d -  

r a t i o n  d ' a m i n e s  a c t i v e s  d o n t  r é s u l t e n t  l e s  symptbmes a l l e r g i q u e s .  



Le p l u s  s o u v e n t ,  l e s  a l l e r g e n e s  s o n t  d e s  p r o t é i n e s  ou g l y c o p r o -  

t é i n e s  a c i d e s  d o n t  l e s  p o i d s  m o l é c u l a i r e s  s ' é c h e l o n n e n t  e n t r e  5000 e t  

40000. Leur  l o c a l i s a t i o n  e s t  r e s t r e i n t e  B l a  p a r o i  du p o l l e n .  

L e u r s  p r o p r i é t é s  a n t i g é n i q u e s  e t  l e u r  c a p a c i t é  B s e  l i e r  aux  IgE  

e n  f o n t  d e s  c a n d i d a t s  p o t e n t i e l s  p o u r  l e s  p r o c e s s u s  d e  r e c o n n a i s s a n c e .  

E  - LES DETERMINANTS CELLULAIRES ............................ 
Le t e r m e  de  d é t e r m i n a n t s  c e l l u l a i r e s  d é s i g n e  l ' e n s e m b l e  d e s  

g l y c o c o n j u g u é s  d e  s u r f a c e  q u ' i l s  s o i e n t  d e  n a t u r e  l i p i d i q u e  ou p r o -  

t é i q u e .  La d é f i n i t i o n  d e s  d é t e r m i n a n t s  ou m a r q u e u r s  c e l l u l a i r e s  a  

é t é  p l u s  d i f f i c i l e  d a n s  l e s  c e l l u l e s  v k g é t a l e s  q u e  d a n s  l e s  c e l l u l e s  

a n i m a l e s  de  p a r  l a  p r g s e n c e  même d e  l a  p a r o i .  C e p e n d a n t ,  il a é t é  

p o s s i b l e  de p r o d u i r e  d e s  a n t i c o r p s  d i r i g é s  c o n t r e  d e s  e x t r a i t s  

t i s s u l a i r e s .  La p r e u v e  d e  l ' e x i s t e n c e  de  d é t e r m i n a n t s  c e l l u l a i r e s  

c h e z  l e s  v é g é t a u x  d é c o u l e  des t r a v a u x  s u r  l e s  g r e f f e s  (MOORE -203-). 

P u i s q u ' i l  e s t  é t a b l i  q u e  g l y c o p r o t e i n e s ,  g l y c o l i p i d e s ,  l e c t i n e s ,  

p h y t o a l e x i n e s  o u  a r a b i n o g a l a c t a n e s  p e u v e n t  p r e n d r e  p a r t  aux p r o c e s s u s  

d e  r e c o n n a i s s a n c e ,  nous  n o u s  p r o p o s o n s  d ' é v a l u e r  l e u r  p a r t i c i p a t i o n  

d a n s  l e s  i n t e r a c t i o n s  p o l l e n - p i s t i l s .  

V - NATURE DES COMPOSES IMPLIQUES DANS LA RECONNAISSANCE POLLEN-PISTIL 

J u s q u l à  c e s  d e r n i e r e s  a n n é e s ,  il n ' e x i s t e  p a s  ou peu d e  t r a v a u x  

c o n c e r n a n t  l a  p a r t i c i p a t i o n  d e s  g l y c o l i p i d e s ,  a r a b i n o x y l a n e s  ou 

p h y t o a l e x i n e s  d a n s  l e s  p r o c e s s u s  d e  d i s c r i m i n a t i o n  s o i  - non s o i '  

qui p r é s i d e n t  à l a  f e r t i l i s a t i o n .  

S e u l e s  l e s  l e c t i n e s ,  a r a b i n o g a l a c t a n e s  e t  l e s  p r o t é i n e s  o n t  é t é  

é t u d i e s .  



FIGURE 21 

A STRUCTURE D'UN ANTIGENE ARTIFICIEL SE FIXANT SUR LES ARABINOGALACTANES 

B STRUCTURE D'UN ARABtNOGALACTANE ISOLE DE STYLES DE GLADIOLUS 



A - LES LECTINES ----_------- 
Une l e c t i n e  a  b t é  i s o l é e  du s t i g m a t e  e t  du s t y l e  de  Phimueu q u i  

possede  un s y s t è m e  s p o r o p h y t i q u e  d ' a u t o i n c o m p a t i b i l i t 6 .  C e t t e  l e c t i n e  

i n h i b e  i n  v i .Zho  l a  c r o i s s a n c e  du t u b e  p o l l i n i q u e  i n c o m p a t i b l e  e t  favo-  

r i s e  c e l l e  du t u b e  p o l l i n i q u e  c o m p a t i b l e .  Lor sque  c e t t e  l e c t i n e  e s t  

a d s o r b é e  s u r  d e s  p r é p a r a t i o n s  de  membranes é r y t h r o c y t a i r e s ,  e l l e  

p e r d  t o u t e  a c t i v i t é  h é m a g g l u t i n a n t e  ou s u r  l a  c r o i s s a n c e  du p o l l e n  

(GOLYNSKAYA e t  c o l l .  -95-1. Cependan t ,  c ' e s t  l e  s e u l  r é s u l t a t  r e l i a n t  

l e c t i n e  e t  i n c o m p a t i b i l i t é .  

B - LES ARABINOGALACTANES ------------------- -- 
Cc s o n t  d e s  composés t r e s  r é p a n d u s  d a n s  l e  r e g n e  v é g é t a l ,  e t  

i l s  o n t  & t é  m i s  e n  é v i d e n c e  é g a l e m e n t  dans  l e s  s é c r é t i o n s  s t y l a i r e s  

de  i i . t i u m  (LOEWUS e t  c o l l .  -186-,  CLARKE-GLEESON -48-1,  a i n s i  q u ' a u  

n i v e a u  du  p o l l e n  (KIND e t  c o l l .  - 1 4 4 - 1  . 
Mais l e  r d l e  p r é c i s  d e  c e s  a r a b i n o g a l a c t a n e s  d a n s  l e  p r o c e s s u s  

d ' a u t o i n c o m p a t i b l i t é  n ' e s t  p a s  e n c o r e  d é f i n i  (CLARKE e t  GLEESON -48- ) .  

En e f f e t ,  b i e n  q u e  c e s  composés p o s s è d e n t  d e s  s é q u e n c e s  01 ig .osaccha r i -  

d i q u e s  s p é c i f i q u e s ,  il semble  que l e u r  t r o p  l a r g e  d i s t r i b u t i o n  d a n s  

l a  p l a n t e ,  ne p u i s s e  c o f n c i d e r  a v e c  un r d l e  r e g u l a t e u r  d a n s  l a  f e r t i -  

l i s a t i o n .  L e u r  r d l e  s e r a i t  de  s e r v i r  d e  gomme a d h é s i v e  au  moment de  

l a  p o l l i n i s a t i o n  e t / a u  d e  m i l i e u  n u t r i t i o n n e l .  I l s  n e  j o u e r e i e n t  que 

l e  r d l e  p a s s i f  d e  m a t r i c e  d e  g e r m i n a t i o n  (LABARCA-LOEWUS -158-159-, 

CLARKE-GLEESON -48-1. 

C - LES PROTEINES ET LES GLYCOPROTEINES ------..---------------------------- 
T r è s  r a p i d e m e n t  l ' a n a l y s e  de l ' a u t o i n c o m p a t i b i l i t é  de  f & c o n d a t i o n  

s ' e s t  o r i e n t é e  v e r s  l a  r e c h e r c h e  au  p r o d u i t  du g&ne S  d ' i n c o m p a t i b i l i t é .  



La p l u p a r t  d e s  r é s u l t a t s  o n t  é t é  o b t e n u s  p a r  l o c a l i s a t i o n  c y t o -  

c h i m i q u e  ou p a r  u t i l i s a t i o n  d ' a n t i s é r u m s  d i r i g é s  c o n t r e  d e s  e x t r a i t s  

v é g h t a u x  ; deux t e c h n i q u e s  d o n t  l a  v a l e u r  e s t  l i m i t é e  s i n o n  d i s c u t a b l e  

(CLARKE-GLEESON -48-1. 

Les  r é s u l t a t s  o b t e n u s  s e r o n t  e x p o s é s  e n  f o n c t i o n  du s y s t è m e  

d e  p o l l i n i s a t i o n .  

a )  AIS e t  p r o t é i n e s  d e  s u r f a c e  
- I -= -P-3-5-0-P-=-=-~-=- i -p1-  

Le s y s t è m e  l e  p l u s  s i m p l e  à a n a l y s e r  c o r r e s p o n d  à l ' a u t o i n c o m -  

p a t i b i l i t é  s p o r o p h y t i q u e  d e  f é c o n d a t i o n .  En e f f e t ,  l e s  i n t e r a c t i o n s  

s e  l i m i t e n t  au  g r a i n  d e  p o l l e n  e t  a l a  p a p i l l e  s t i g m a t i q u e .  Nous 

e x p o s e r o n s  d o n c  l e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  c h e z  B&abbica. 

a l )  P r o t é i n e s  d e  l a  p a p i l l e  s t i g m a t i q u e  
Pf~P=BP=PlltltSPPTEe~=0E~~E===3EIEr 

P a r  d i f f é r e n t e s  t e c h n i q u e s  immunolog iques  e t  é l e c t r o p h o r é t i q u e s ,  

NASRALLAH e t  c o l l .  -218-219-220-221-222- a i n s i  q u e  SEDGELEY -272- 

m e t t e n t  en é v i d e n c e  l a  p r i s e n c e  d e  p r o t é i n e s  a n t i g é n i q u e s  s p é c i f i q u e s  

d ' a l l e l e s  S c h e z  Bhabaica. De mame, en  u t i l i s a n t  d e s  t e c h n i q u e s  

d ' é l e e t r o f o c a l i s a t i o n  NISHIO e t  HINATA -228-229-230-231-232- d é m o n t r e n t  

l a  p r é s e n c e  de g l y c o p r o t é i n e s  s p é c i f i q u e s  d 1 a l l @ l e s  S d a n s  d e s  homo- 

q é n a t s  s t i g m a t i q u e s  d e  8habaica (BINATA-NISEIO - 1 1 6 - ) .  

C e p e n d a n t ,  r i e n  n e  p r o u v e  q u e  c e s  p r o t é i n e s  ou g l y c o p r o t é i n e s  

t r o u v é e s  d a n s  l e s  h o m o g é n a t s  de  Bhabbica s o i e n t  i m p l i q u é e s  d a n s  l a  

r e a c t i o n  de  r e c o n n a i s s a n c e  (ROBERTS e t  c o l l .  -253-1.  

Les  s t i g m a t e s  i m m a t u r e s  ne  p o s s e a e n t  p a s  d e  s y s t è m e s  d ' i n c o m p a -  

t i b i l i t é .  Un composé n o u v e a u  e s t  a c q u i s  a v e c  l a  m a t u r i t é  du p i s t i l .  

L ' a p p a r i t i o n  d ' u n e  s e u l e  g l y c o p r o t O i n e  c o ï n c i d a n t  a v e c  l e  d é v e l o p p e m e n t  

d e  l a  r é p o n s e  a u t o i n c o n p a t i b l e  a u r a i t  é t é  s i g n i f i c a t i v e  (ROBERTS e t  



c o l 1  -252-,  STEAD e t  c o l l .  -285-1. Malheureusement ,  c e t t e  g l y c o p r o -  

t é i n e  n ' a  j ama i s  pu é t r e  i d e n t i f i é e .  

. 11 semble cependan t  q u ' u n  g l y c o c o n j u g u é  f i x a n t  l a  c o n c a n a v a l i n e  A 

(Con A )  a p p a r a i s s e  l o r s  d e  l a  m a t u r i t é  f l o r a l e  (KNOX e t  c o l l .  

-150-1. P a r  c o n t r e ,  il n ' e x i s t e  aucune  l i a i s o n  e n t r e  l e s  j e u n e s  

b o u t o n s  f l o r a u x  e t  l a  Con A .  De p l u s  l e  nouveau complexe "g lycocon-  

jugué  s t i gma t ique -Con  A n  i n h i b e  l ' e n t r é e  du t u b e  p o l l i n i q u e  dans  l a  

p a p i l l e  s t i g m a t i q u e  s o i t  e n  masquant  un g l y c o c o n j u g u é  s p é c i f i q u e  s o i t  

e n  p rovoquan t  un encombrement s t é r i q u e  n é f a s t e .  * 

a2) P r o t é i n e s  du P o l l e n  
lPOPPtPI5IItrlPPPII 

De nombreuses  r e v u e s  g é n é r a l e s  o n t  Oté c o n s a c r é e s  aux c o n s t i -  

t u a n t s  d e  l a  p a r o i  p o l l i n i q u e  ( H O W L E T T  e t  c o l l .  -122-123-,  MASCARENHAS 

-195-,  L U N D E N  -188-1. La p a r o i  p o l l i n i q u e  p r é s e n t e  une  a r c h i t e c t u r e  

b i e n  a d a p t é e  au  s t o c k a g e  de macromolécu le s .  

Un nombre i m p r e s s i o n n a n t  de p r o t é i n e s  d o u é e s  ou non d ' a c t i v i t é s  

enzymat iques  e s t  d é c e l é  (KNOX e t  c o l l .  -146-148-149-1 e t  l ' é l e c t r o f o -  

c a l i s a t i o n  d ' u n  homogénat d e  p o l l e n  p e u t  r é v é l e r  j u s q u ' 8  t r e n t e  bandes  

p r o t é i q u e s -  ( N I S H I O - H I N A T A  -230-1. Cependan t ,  aucune  d i f f e r e n c e  é l e c -  

t r o p h o r é t i q u e  ou a n t i g é n i q u e  n ' e s t  r e p o r t é e  e n  f o n c t i o n  d e s  a l l e l e s  S 

d  ' i n c o m p a t i b i l i t é  (NASRALLAH e t  c o l l .  -218-1. 

P o u r t a n t  ' l ' e f f e t  m e n t o r n  semble  p r o u v e r  q u ' u n e  i n f o r m a t i o n  

r e l a t i v e  au comportement  c o m p a t i b l e  ou  i n c o m p a t i b l e  e s t  c o n t e n u e  
-. . - 

d a n s  l e  p o l l e n .   e effet men to r  d é s i g n e  l e  r 6 1 e  joué ~ a r - - u n  p o l l e n  

c o m p a t i b l e  t u é ,  q u i  mélangé h un p o l l e n  i n c o m p a t i b l e  v i v a n t ,  pe rme t  

l a  c r o i s s a n c e  no rma le  de c e  p o l l e n  s u r  un s t i g m a t e  i n c o m p a t i b l e .  Cet  

e f f e t  mentor  du p o l l e n  a é t d  i n t e r p r é t é  comme l a  d i f f u s i o n  d ' u n  

f a c t e u r  p o r t e u r  d ' u n e  i n f o r m a t i o n  s p é c i f i q u e  e t  p e r t u r b a n t  l a  

r e c o n n a i s s a n c e  du p o l l e n  i n c o m p a t i b l e  ( K N O X  e t  c o l 1 . - 1 4 7 - ,  ~ h - 3 , ~  

e t  c o l l .  -237-1. 



I l  s e m b l e r a i t  que c e t t e  i m p o s s i b i l i t é  à m e t t r e  en é v i d e n c e  d e s  

p r o t é i n e s  s p é c i f i q u e s  du gène S s o i t  due à l a  p r é s e n c e  de l i p i d e s  d a n s  

1 a . p a r o i  p o l l i n i q u e  (ROGGEN - 2 5 5 - 1 .  Leur e x t r a c t i o n  n é c e s s i t e r a i t  

l ' e m p l o i  de d é t e r g e n t s  t e l  l e  T r i t o n  X-100. 

Après é l e c t r o f o c a l i s a t i o n ,  ce s  e x t r a i t s  r é a l i s g s  en p r é s e n c e  d e  

T r i t o n ,  s e  décomposent en bandes  p r o t é i q u e s  dans  l a  zone c o r r e s p o n d a n t  

aux pH 8-9. Ces macromolécules  s e r a i e n t  codées  p a r  l e  spo rophy te  

p a r e n t a l  ( D I C K I N S O N  e t  c o l l .  -63-) e t  p o u r r a i e n t  ê t r e  i m p l i q u é e s  dans  

l e  c o n t r o l e  de l a  f é c o n d a t i o n  ( R O B E R T S  e t  c o l l .  - 2 5 3 - 1 .  Cependant ,  

i c i  enco re  r i e n  ne l e  prouve.  

b )  AIG e t  p r o t é i n e s  de s u r f a c e  
- = - = - D - E - = - = - t - = - l - t i = - l i t -  

Les i n t e r a c t i o n s ,  nous l ' a v o n s  v u ,  s o n t  beaucoup p l u s  complexes 

dans  l e s  sys t èmes  où l e  c o n t r o l e  de l a  r e p r o d u c t i o n  r epose  uniquement  

s u r  l e  gamétophyte .  E l l e s  p r o c è d e n t  du c o n t a c t  e n t r e  g r a i n  d e  p o l l e n  

ou t u b e  p o l l i n i q u e  e t  c e l l u l e s  s t i g m a t i q u e s  ou s t y l a i r e s .  

La même r e c h e r c h e  d 'un  p r o d u i t  du gène  S de n a t u r e  p r o t é i q u e  

a é t é  e n t r e p r i s e  au n iveau  du p o l l e n  e t  d e s  d i f f é r e n t e s  p a r t i e s  du 

p i s t i l  dans  l e s  e s p è c e s  à AIG. 

b l )  P r o t é i n e s  du p i s t i l  
E = I = P D E P t D E = E 0 D e D = P  

L a  p r e m i è r e  q u e s t i o n  q u i  s ' e s t  p o s é e ,  pour  l e s  e s p è c e s  à A I G  : 

e s t  c e l l e  de l a  p a r t i c i p a t i o n  du s t i g m a t e  a l a  r é a c t i o n  d ' i n c o m p a t i -  

b i l i t é .  Comme l a  r é a c t i o n  d ' a u t o - r e j e t  e s t  l o c a l i s é e  exc lus ivemen t  

dans  l e  s t y l e ,  l ' é v e n t u a l i t é  d ' u n e  p a r t i c i p a t i o n  a c t i v e  du s t i g m a t e  

s e m b l a i t  p rob léma t ique .  

D ' a p r è s  l e s  t r a v a u x  d e  KONAR-LINSKENS -151- l e  f a c t e u r  s p é c i -  

f i q u e  du gène S e s t  a b s e n t  du s t i g m a t e  c o n s i d é r é  comme n e u t r e .  Les 



r g c e n t e s  m a n i p u l a t i o n s  m i c r o c h i r u r g i c a l e s  r é a l i s é e s  s u r  LiXiurn ( L A N S O N  

e t  c o l l .  -165-)  o n t  m o n t r é  que l e  s t i g m a t e  ne p a r t i c i p a i t  p a s  a l a  

r é a c t i o n  d ' i n c o m p a t i b i l i t é  dans l a s  s y s t è m e s  d'AIG. S e l o n  ASCXER - 1 5 - ,  

l e  gamé tophy te  male ne s e r a i t  e n  c o n t a c t  a v e c  l e  p r o d u i t  du g è n e  S  

q u ' a u  n iveau  du  s t y l e .  

La r e c h e r c h e  d ' u n  p r o d u i t  de n a t u r e  p r o t é i q u e  codé  p a r  l e  gène S 

a é t é  e n t r e p r i s e  pour d e  nombreuses  p l a n t e s .  I l  a  é t é  p o s s i b l e  6 e  

m e t t r e  en d v i d e n c e  des  p r o t é i n e s  s p é c i f i q u e s  Bu g è n e  S dans  l e  s t y l e  

ae T e t u n i a  ( L I N S K E N S  -176 - ,  VANDERDONK -301-) , de P ~ U K U A  (CLARKE e t  

GLEESON -48-) , de L y c o p e x ~ i c u m  ( D e  NETTANCOURT e t  c o l l .  -224-1, de  

N i c o t i a n a  (BREDEMEIJER e t  ~011. -27-1 e t  d e  L i l i u m  ( D I C K I N S O N  e t  

Récemment, BREDEHEIJER e t  c o l i .  -27 -  o n t  ega lhrnent  m i s  e n  

é v i d e n c e  l ' e x i s t e n c e  de  p r o t 6 i n e s  c o d é e s  p a r  l e  g è n e  S  au n i v e a u  du 

s t i g m a t e  m a t u r e  de  N i c o t i a n a ,  s u g g é r a n t  a i n s i  l ' e x i s t e n c e  d ' u n  c o n t r ô l e  

u n i q u e  de l a  r e p r o d u c t i o n .  De p l u s ,  il s e a l e r a i t  q u ' a p r è s  12  h e u r e s  

d ' a u t o p o l l i n i s a t i o n ,  il y a i t  s y n t h è s e  de p o l y p e p t i d e s  p a r t i c u l i e r s  

(FRANKEL e t  c o l l .  -80-1 . 
Cependan t ,  comme p o u r  l e s  s y s t e m e s  d 'AIS ,  il n ' e x i s t e  aucune  

p r e u v e ,  n i  d i m o n s t r a t i o n  de l a  p a r t i c i p a t i o n  de c e s  p r o t é i d e s  d a n s  

l e s  phenomènes d e  r e c o n n a i s s a n c e  e t  d e  d i s c r i m i n a t i o n .  

b2 )  P r o t é i n e s  du p o l l e n  
= ~ = ~ P O O P I ~ P ~ P P I O ~ O L  

I l  a é t é  p o s s i b l e  e g a l e m e n t  d e  c o r r é l e r  p r é s e n c e  de  p r o t é i n e s  

s p é c i f i q u e s  et géno type  d ' i n c o m p a t i b i l i t 8  d a n s  l e  p o l l e n  d e s  p l a n t e s  

8 A I G .  Nous n e  c i t e r o n s  q u e  l e s  t r a v a u x  p i o n n i e r s  d e  LEWIS s u r  

O e n o $ k e ~ a  -170-, a i n s i  q u e  l e s  nombreuses  r e v u e s  g é n 6 r a l e s  ( % R I S  - 3 5 - ,  



MASCARENBAS -195- ,  HOWLETT -122-123- ) .  Le p r o b l è m e  m a j e u r  e s t  donc de  

d a f i n i r  p r é c i s é m e n t  l e  r d l e  d e  c e s  p r o t é i n e s  s p é c i f i q u e s  du p o l l e n  

e t . é g a l e m e n t  du p i s t i l ,  q u i  c u r i e u s e m e n t  a p p a r a i s s e n t  l o r s  d e  l a  

m a t u r i t é  f l o r a l e  e t  q u i  s o n t  t o u t  a u s s i  c u r i e u s e m e n t  s t r i c t e m e n t  

l o c a l i s é e s  d a n s  l e  s t i g m a t e  o u  l e  s t y l e  e t  q u i  é v e n t u e l l e m e n t  d o i v e n t  

j o u e r  un r d l e  d a n s  l a  r e c o n n a i s s a n c e .  

C e p e n d a n t ,  a u c u n e  p r e u v e  d e  l e u r  p a r t i c i p a t i o n  aux phénomènes  

d e  r e c o n n a i s s a n c e  n ' a  é t é  à c e  j o u r  a v a n c é e .  

V I  - CONCLUSION 

Un g r a n d  nombre d ' h y p o t h è s e s  c o n c e r n a n t  l a  m i s e  e n  p l a c e  e t  l e  

mécanisme d e  c o n t r d l e  d e  l ' a u t o i n c o m p a t i b i l i t é  o n t  é t é  p r o p o s é e s  

(LEWIS -168-172-,  NASRALLAH e t  ~011. -220- ,  PANDEY -239-,  ASCHER -IO-, 

KROES -155- ,  LINSKENS -178-,  HESLOP-HARRISSON -113-,  VANDERDONK -301-r 

FERRARI-WALLACE -75- ,  CLARKE-GLEESON - 4 8 - 1 .  Nous n ' e n t r e r o n s  p a s  

d a n s  l e s  d é t a i l s  d e  c e s  m o d è l e s  ( v o i r  p o u r  r e v u e  BRIS e t  c o l l .  -35-1.  

Aucun m o d è l e  n ' a  é t é  unanimement  a c c e p t 6 .  I l s  p o s t u l e n t  t o u s  

l ' e x i s t e n c e  d ' u n e  r e c o n n a i s s a n c e  e n t r e  l e  p o l l e n  e t  l e  s t i g m a t e .  

P o u r  HESLOP-HARRISON -113- e t  VANDERDONK -301- l e s  r é c e p t e u r s  

s e r a i e n t  l o c a l i s é s  d a n s  l e  p i s t i l  ( s t i g m a t e  en  AIS,  s t y l e  e n  A I G ) ,  

l e  p o l l e n  n ' a p p o r t e r a i t  q u e  l e  , l i g a n d  s p é c i f i q u e  d e  l ' a l l è l e  d ' i n c o m -  

p a t i b i l i t é .  I n v e r s e m e n t  PANDEY -239- e t  FERRARI - 7 5 -  c o n f è r e n t  aux 

s t r u c t u r e s  p o l l i n i q u e s  l e  r d l e  d e  r é c e p t e u r ,  l e  p i s t i l  a p p o r t a n t  l e  

l i g a n d  s p é c i f i q u e .  

La l o c a l i s a t i o n  du r e c e p t e u r  e s t  i m p o r t a n t e  é t a n t  d o n n é  l e  

d o u b l e  r 6 l e  q u ' i l  j o u e  d a n s  l a  r é c e p t i o n  e t  l ' a n a l y s e  d ' u n e  i n f o r m a t i o n ,  

a i n s i  que  d a n s  l ' i n d u c t i o n  d ' u n e  r e p o n s e  i n t r a - c y t o p l a s m i q u e .  



Par contre,tous sont unanimes sur la nature protéique du couple 

recepteur-ligand. Or, la mise en évidence de proteines spécifiques 

n'est pas une regle ggnérale. De plus, l'existence de proteines 

spécifiques dans le pollen et dans le pistil n'a pu Btre réalisee 

que pour Petunia h y b ~ d a  (CLARKE-GLEESON - 4 8 - 1 ,  et rien ne prouve 

qu'elles participent vraiment d l a  réaction de reconnaissance. 

L'analyse des syst&mes d'AIS et d'AIG nous a conduit d 

envisager un double contrale de l'incompatibilité et la participation 

des glycolipides. 



T R A V A U X  P E R S O N N E L S  



CHAPITRE 1 

HYPOTHESE DE T R A V A I L  

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

Les faits les plus importants qui permettent de distinguer les 

deux types de contrôle de l'autoincompatibilité (AIS-AIG) ont trait : 

- au temps qui s'écoule entre le moment où un grain de pollen 
arrive sur la papille stigmatique et le moment où s'effectue la 

réaction d' auto-re jet (très court pour les systèmes d'AIS, très 

long pour les systèmes d'AIG)i 

- aux corrt5lations frappantes existant entre la cytologie du 
pollen ou du stigmate et la localisation dans le temps et l'espace 

de la rdaction &'auto-rejet, 

- au contrôle génétique lui-même, avec l'intervention ou non 
d'un contrale sporophytique parental par l'intermédiaire des matériaux 

contenus dans la paroi pollinique. 

Le contrôle sporophytique de l'incompatibilité est très brutal 

et dépend d'un grain de pollen trinucléé dont le noyau a effectué 

toutes ses divisions. Le contrôle gamétophytique s'installe plus 

lentement et dépend d'un grain de pollen binucléé auquel manque un 

cycle de division qu'il achèvera en temps que tube pollinique dans les 

tissus du style. 

De plus trois facteurs semblent importants dans l'installation 

de 1& réaction d'autoincompatibilité, ce sont la maturité du pistil 

et du pollen, ainsi que l'adhérence du pollen sur le stigmate. 

A - I H P O R T A N C E  DE LA MATURITE DU PISTIL ................................... 
Le pht5notype incompatible du pistil s'exprime à la maturité flo- 



r a l e .  En e f f e t ,  l e s  mecanismes r e s p o n s a b l e s  d e  l ' A I S  ou de  1 ' A I G  

s o n t  moins  ( s i n o n  p a s )  e f f i c a c e s  quand l e s  o r g a n e s  f l o r a u x  s o n t  

immatu res  ou t r o p  Sgés .  C e t t e  é v o l u t i o n  de l a  r é p o n s e  i n c o m p a t i b l e  

en f o n c t i o n  de l l S g e  du p i s t i l  a  été u t i l i s é e  p o u r  su rmon te r  l e s  

b a r r i è r e s  à l a  f é c o n d a t i o n .  

A i n s i  l a  méthode de p o l l i n i s a t i o n  au s t a d e  de  bouton  f l o r a l  

( " B u d - p o l l i n a t i o n w )  a  é t é  employée a v e c  s u c c e s  s u r  d e s  s y s t è m e s  

A I G  comme à AIS (LEWIS -169- ,  ASCHER-PELOQUIN - I l - ,  BREDEMEIJER - 2 6 . 1 ) .  

De méme ASCHER e t  PELOQUIN -11- o n t  démon t ré  que l e s  s t y l e s  

a u t o p o l l i n i s 6 s  d e  Lieium d o n n a i e n t  un c e r t a i n  nombre de g r a i n e s  

" i l l é g i t i m e s "  e t  d o n c  que l ' â g e  i n d u i s a i t  une p e r t e  p r o g r e s s i v e  d e  

l a  c a p a c i t é  de r e c o n n a i s s a n c e .  

I l  e x i s t e  d o n c  une c o r r e l a t i o n  e n t r e  1 ' 8 g e  du bouton  f l o r a l  e t  

l e  d e g r é  d '  i n h i b i t i o n  du t u b e  p o l l i n i q u e  (LINSKENS -1 77-1  . 

B - IMPORTANCE DE LA MATURITE DU POLLEN' ----------------------------------- 
SHIVANNA e t  c o l l .  -279-  o n t  démontré  que l ' â g e  du p o l l e n  ne 

m o d i f i e  p a s  l a  r B a c t i o n  d ' a u t o - r e j e t  chez  Petunia axiXXaA.h, p l a n t e  

a A I G .  

P a r  c o n t r e ,  dans  l e  c a s  de  l ' A I S ,  une  méthode pour  l e v e r  l e s  

b a r r i e r e s  d 1 i n c o m p a t i b i l i t 6  c o n s i s t e  h p r é l e v e r  d e s  j eunes  m i c r o s p o r e s  

q u i  n ' o n t  pas  e n c o r e  s u b i  l e u r  m a t u r a t i o n  e t  d e  l a  l e u r  f a i r e  a c h e v e r  

en m i l i e u  a r t i f i c i e l  ou s u r  d e s  e n t h e r e s  de g é n o t y p e s  S d i f f é r e n t s .  

Les p o l l e n s  e i n s i  " m a t u r 8 s n  a r t i f i c i e l l e m e n t  p e u v e n t  germer s u r  d e s  

s t i g m a t e s  qu i  l e u r  é t a i e n t  a u p a r a v a n t  i n c o m p a t i b l e s  (De NETTANCOURT 

- 2 2 5 - ) .  

De p l u s ,  2 b i e n  des  é g a r d s ,  l e  g r a i n  de p o l l e n  t r i n u c l é é  semble  

m a t u r e  e t  possède  t o u t  un l o t  de p r o t é i n e s  p r é - s y n t h é t i s é e s .  S e l o n  



FERRARI e t  WALLACE -75- l e s  f a c t e u r s  d e  r e c o n n a i s s a n c e  s o n t  d 6 j à  

p r e s e n t s .  L e u r  d é p ô t  s ' e s t  f a i t ,  s o u s  l e  c o n t r d l e  du s p o r o p h y t e  

p a r e n t a l ,  l o r s  d e  l a  m a t u r a t i o n  du g r a i n  d e  p o l l e n  d a n s  l ' a n t h g r e .  

Le g r a i n  d e  p o l l e n  b i n u e l é é  s e m b l e  l u i  immature .  P e u t - ë t r e  

a c q u i e r t - i l  s a  t o t a l e  m a t u r i t e  l o r s  d e  l a  d e r n i a r e  d i v i s i o n  d e  s o n  

noyau d a n s  l e  s t y l e .  

C e t t e  d i f f é r e n c e  de  m a t u r i t é  e n t r e  c e s  d e u x  t y p e s  d e  g r a i n s  

de  p o l l e n  p o u r r a i t  ê t r e  B l a  b a s e  d e  l ' A I S  e t  d e  1 ' A I G .  

C - IMPORTANCE DE L'ADHESION ........................ 
La r a p i d i t é  a v e c  l a q u e l l e  l e  s y s t è m e  d ' A I S  s ' i n s t a l l e ,  c o n f è r e  

une  i m p o r t a n c e  p a r t i c u l i è r e  a u x  é v è n e m e n t s  p r g c é d a n t  l a  g e r m i n a t i o n  

du t u b e  p o l l i n i q u e  (ROBERTS e t  c o l l .  -253-1.  Ces  é v è n e m e n t s  c o n s i s t e n t  

e n  l a  c a p t u r e  du g r a i n  d e  p o l l e n ,  s o n  a d h é s i o n  s u r  l a  p a p i l l e  s t i g m a -  

t i q u e ,  l e s  i n t e r a c t i o n s  p o l l e n  s t i g m a t e ,  a i n s i  q u e  l ' h y d r a t a t i o n  du 

g r a i n  d e  p o l l e n .  

ROGGEN -256- a  pu m e t t r e  e n  d v i d e n c e  d e s  d i f f é r e n c e s  e n t r e  

l ' a d h é r e n c e  d ' u n  p o l l e n  c o m p a t i b l e  e t  c e l l e  d ' u n  p o l l e n  i n c o m p a t i b l e .  

P e n d a n t  l e s  15  p r e m i è r e s  m i n u t e s  q u i  s u c c è d e n t  à s o n  d é p ô t  s u r  

l e  s t i g m a t e ,  l e  g r a i n  d e  p o l l e n  i n c o m p a t i b l e  a d h è r e  m o i n s  b i e n  à l a  

p a p i l l e  q u e  l e  g r a i n  c o m p a t i b l e  (STEAD e t  c o l l .  -285-1. Deux h e u r e s  

a p r è s ,  il n ' e s t  p l u s  p o s s i b l e  d e  f a i r e  l a  d i s t i n c t i o n  e n t r e  p o l l e n  

c o m p a t i b l e  ou non.  L e u r  a d h é r e n c e  à l a  p a p i l l e  s t i g m a t i q u e  e s t  a l o r s  

i d e n t i q u e .  

S e l o n  STEAD e t  c o l l .  - 2 8 6 - ,  l e s  p r o t é i n e s  de  l a  p a p i l l e  s t i g m a -  

t i q u e  s o n t  r e s p o n s a b l e s  d e  c e t t e  a d h é r e n c e  du g r a i n  d e  p o l l e n .  Une 

d i g e s t i o n  p a r  l a  p r o n a s e  d e  l a  s u r f a c e  s t i g m a t i q u e  empêche l ' a d h é s i o n  

d e s  g r a i n s  d e  p o l l e n .  C e p e n d a n t ,  l e  s t i g m a t e  r e t r o u v e  e n  90 m i n u t e s  

s e s  p r o p r i é t é s  a ü h é s i v e s .  Le t u r n - o v e r  d e s  p r o t é i n e s  d e  s u r f a c e  e s t  



très rapide et corn-arable a celui des protéines de surface animales 

(VERNAY et coll. -305-1. 

L'adhésion d'un grain de pollen sur une papille stigmatique 

est donc un phénomène important dans la séquence d'évènements con- 

duisant & la croissance du pollen comgatible. Cette séquence se 

subdivise en 4 temps (ROBERTS et coll. -252-253-1. 

a) apres 10-15 minutes de pollinisation, le pollen adhere au 

stigmate, sa paroi se gélifie ; 

b) puis il s'hydrate. Ce processus est facilité par un changement 

dans les proprietds physiques de sa paroi ; 

C )  il germe et perfectionne sa liaison avec le stigmate ; 

d)  une cutinase est activée qui permet la pénétration de la 

papille stigmatique. 

Les trois dernieres €tapes correspondent B l'expression d'une 

induction. La reconnaissance cellulaire doit avoir lieu en meme temps 

ou peu apres la fixation du pollen sur la papille sitgmatique. 

Une question se pose : adhésion et reconnaissance sont-elles un 

seul et meme phénom8ne ? ou procèdent-elle d'une double reconnaissance 7 

D - EXEMPLE D'UNE DOUBLE RECONNAISSANCE ----------------------------------- 
- - -  

11 existe chez les animaux des processus où une double recon- 

naissance est nécessaire pour que l'induction d'une repense soit 

possible. C'est ainsi que certains aspects de la structure des systèmes 

d'histocompatibilité et leur association avec les membranes cellulaires 

ont permis 6 e  comprendre la sequence complexe d'évènements participant 

8 la discrimination. - 

Les antigenes d'histocompetibilité (HL-A pour l'homme, E pour 
2 

la souris) sont des glycoprotéines de surface présentant un polymor- 

phisme géngtique consid4rable. Leur présence et celle d'antigènes 



viraux sont indispensables à l'expression de la cytotoxicité des 

lymphocytes T (ZINKERNAGEL et coll. -320-, SCHRADER et coll. -270-1. 

La réponse cytotoxique dépend d'une double reconnaissance de l'anti- 

gène H2 et de l'antigène viral (Figure ne 22a). 

Ces differents points : maturité du pollen, adhérence à la 

papille stigmatique, ainsi que l'existence dans la nature d'une double 

reconnaissance nous ont conduit à proposer l'analyse du contrdle de 

l'autoincompatibilité comme hypothèse de travail pour l'étude des 

glycocon jugués. 

II - HYPOTHESE D'UN DOUBLE CONTROLE DE L'AUTOINCOMPATIBILITE 
A - COMPOSANTES DU MODELE ..................... 

Notre hypothèse est basée sur le fait que l'expression de l'AIS 

comme de 1'AIG est la conséquence d'interactions et de discrimination, 

entre organes mâles et femelles, situées à deux niveaux fonctionnels. 

- au niveau de l'adhésion pollen-stigmate, 
- au niveau de la sélection des gamètes propres la fécondation ; 

ce second système d'interactions étant le plus restrictif. 

Ces deux systèmes font intervenir les glycoconjugués situés à 

la surface cellulaire. 

a) Régulation de l'adhésion : système RA 
-= - I -= -= -= -O-= - r -D-= -= -= -= -= -= -= -= -= -  

Un premier système régulerait l'adhésion du pollen sur la 

papille stigmatique (système RA). 

Généralement les glycoconjugués sont impliqués dans les processus 

C'adhésion mais les mécanismes exacts ne sont pas élucidés ( E U G H E S  

-124-1. En effet, les résultats obtenus ne permettent pas à ce jour 

une explication unique du phénomène. Les divers concepts sont résumés 

figure no 22b. 



A EXEMPLES DE DOUBLE RECONNAISSANCE : LES SYSTEMES D'HISTOCOMPATIBILITE 
DE LA SOURIS 

B DIFFERENTES HYPOTHESES CONCERNANT LE ROLE DES GLYCOCONJUGUES 
MEMBRANAIRES DANS LA RECONNAISSANCE DES CELLULES EUCARYOTES 

t 

LYMPHOCYTE CYTOTOXIQUE 

CELLULECl8LE 

* 

1 

INTERACTION GLYCANNE-GLYCANNE 

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

INTERACTION GLYCANNE-RECEPTrUR 

INTERVENTION D'üN FACTEUR D'AGREGATION 

........ ..*....* 
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L.cam at w m r t i r i i .  
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La p o s s i b i l i t é  d e  f o r m a t i o n  de  p o n t s  h y d r o g è n e  e n t r e  deux 

g l y c a n n e s  a  é t é  a v a n c é e  ( J O N E S  -129-1,  d e  méme q u e  l a  f o r m a t i o n  d ' u n  

complexe  s t é r é o s p é c i f i q u e  e n t r e  un g l y c a n n e  e t  un r é c e p t e u r .  Dans c e  

c a s ,  l e  r é c e p t e u r  p e u t  é t r e  s o i t  une  e c t c s y i t r a n s f  é r a s e  (ROSEMAN -259- ,  

ROTH e t  c o l l .  -261-1,  s o i t  u n e  l e c t i n e  ( F R A Z I E R - G L A S E R  -82-1.  

La d e r n i è r e  p o s s i b i l i t é  f a i t  i n t e r v e n i r  un f a c t e u r  d ' a g r é g a t i o n  

comme l ' o n t  mont r6  O P P E N H E I M E R  -238 OU T U R N E R  e t  BURGER -296- .  

Il s e m b l e r a i t ,  d ' a p r è s  l e s  e x p é r i e n c e s  " d ' e f f e t  m e n t o r "  que 

l ' h y p o t h è s e  d ' u n  f a c t e u r  d ' a g r é g a t i o n  p u i s s e  c o n v e n i r  aux s y s t è m e s  

R A .  Ce f a c t e u r  d ' a g r é g a t i o n  d i f f u s i b l e  p o u r r a i t  ê t r e  une  m o l é c u l e  

s p é c i f i é e  p a r  l e  s p o r o p h y t e  p a r e n t a l  p a r  exemple .  

Une r e c o n n a i s s a n c e  p o s i t i v e  au n i v e a u  d e  c e  r é c e p t e u r  RA e n t r a î -  

n e r a i t  u n e  adh t i s ion  r a p i d e  d u  g r a i n  de  p o l l e n  s u r  l a  p a p i l l e  e t  d e s  

m o d i f i c a t i o n s  d e  l a  p e r m é a b i l i t é  m e m b r a n a i r e  d e  p a r t  e t  d ' a u t r e .  

b )  R B g u l a t i o n  d e  l a  s é l e c t i o n  du g a m é t o p h y t e  : s y s t è m e  RSG 
-P - I -P - I -= - I -= - l - I -P -E -= -= -= -= - r r= -X - t -~ -P -E -= - I -= -= -= -~ -= - r -= -  

Le s e c o n d  s y s t è m e  s e r a i t ,  p o u r  s a  p a r t ,  a d a p t é  à l a  d i s c r i m i n a t i o n  

s e l f  - non s e l f  p r o p r e m e n t  d i t e  e t  à l a  s é l e c t i o n  d e s  g a m é t o p h y t e s  

c o m p a t i b l e s ,  p r o p r e s  à l a  f e r t i l i s a t i o n .  

Le l i g a n d ,  comme l e  r é c e p t e u r ,  s e r a i t  s p é c i f i q u e  e t  c o d é  p a r  

l e  g è n e  d ' i n c o m p a t i b i l i t é .  Le r é c e p t e u r  s p é c i f i q u e  d ' u n  a l l è l e  S s e r a i t  

p o r t é  p o r  l e  p o l l e n  e t  l e s  c e l l u l e s  du p i s t i l  a p p o r t e r a i e n t  l e  l i g a n d  

é g a l e m e n t  s p é c i f i q u e  d ' u n  a l l è l e  S .  

L ' i n t e r a c t i o n  f o n c t i o n n e l l e  du c o u p l e  l i g a n d - r é c e p t e u r  p e r m e t -  

t r a i t  l a  m i s e  en  r o u t e  d e  s y s t è m e s  d e  s y n t h è s e s  n é c e s s a i r e s  à l a  

p r o g r e s s i o n  r a p i d e  du t u b e  p o l l i n i q u e .  

La l o c a l i s a t i o n  du l i g a n d  s e r a i t  r e s t r e i n t e  à l a  s u r f a c e  s t i g m a -  

t i q u e  (AIS) ou d i f f u s e  d a n s  l e  p i s t i l  ( A I G ) .  
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c )  A I S  ou  A I G  = m a t u r a t i o n  d e s  d é t e r m i n a n t s  d e  s u r f a c e  
-=-E-=-3iE-=-=-=-P-3:-P-P-P-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=- 

La d i f f é r e n c e  e n t r e  l e s  d e u x  s y s t & m e s  AIS e t  A I G  s e  f e r a i t  

au  n i v e a u  d e s  s y s t è m e s  RSG ou RA ( F i g u r e  n e  23). 

Dans l e  c a s  d e s  p l a n t e s  à AIS t o u s  l e s  d é t e r m i n a n t s  d e s  deux  

s y s t & m e s  RA e t  R S G  s o n t  p r é s e n t s  a u  n i v e a u  d u  s t i g m a t e  m a t u r e ,  comme 

au  n i v e a u  d u  p o l l e n .  Une d o u b l e  r e c o n n a i s s a n c e  e s t  p o s s i b l e .  

Dans l e  c a s  d e s  p l a n t e s  à A I G ,  t o u s  l e s  d é t e r m i n a n t s  d e  

s t i g m a t e  e x i s t e n t .  P a r  c o n t r e ,  l e  g a m é t o p h y t e  mâle  p o s s è d e  l e s  

d é t e r m i n a n t s  du s y s t è m e  RA m a i s  p a s  ceux  d u  s y s t è m e  R S G  q u ' i l  

n ' a c q u e r r a  q u ' e n  s e  d é v e l o p p a n t  d a n s  l e s  t i s s u s  s t y l a i r e s .  

B - MODALITES DU CONTROLE DE L'AIS : RECONNAISSANCE SIMULTANEE ------------ .............................................. 
Comme l e  p o l l e n ,  d é j à  m a t u r e ,  p o s s è d e  à s a  s u r f a c e  l e s  é l é m e n t s  

c o g n i t i f s  d e s  deux s y s t è m e s  de  r é g u l a t i o n  RA et RSG ( a c q u i s  au c o u r s  

d e  s a  m a t u r a t i o n  d a n s  l ' a n t h g r e )  ; l a  r e c o n n a i s s a n c e  s e  f a i t  t r è s  

r a p i d e m e n t  e t  s imul . t anément  a u  n i v e a u  d e s  d e u x  s y s t è m e s .  

Dans l e  c a s  d ' u n e  p o l l i n i s a t i o n  c o m p a t i b l e  l e s  deux r é c e p t e u r s  

s o n t  l e  s i è g e  d ' i n t e r a c t i o n s  p o s i t i v e s  s i m u l t a n é e s  q u i  a b o u t i s s e n t ,  

d a n s  l e s  d e u x  c a s ,  à l ' é m i s s i o n  d ' u n e  r é p o n s e  i n t r a c y t o p l a s m i q u e  

s p é c i f i q u e .  Le r é s u l t a t  e s t  l a  m i s e  e n  j e u  d e  d i v e r s  c o n t r ô l e s  : de 

l a  p e r m é a b i l i t é ,  d e s  mouvements d ' e a u  et d e  l ' a c t i v a t i o n  d e  s y s t è m e s  

e n z y m a t i q u e s  n 6 c e s s a i r e s  à l a  g e r m i n a t i o n ,  à l a  p é n é t r a t i o n  e t  à l a  

c r o i s s a n c e  d u  t u b e  p o l l i n i q u e  ( F i g u r e  n o  2 4 a ) . L a  r é p o n s e  à la 

d o u b l e  r e c o n n a i s s a n c e  p e u t  ê t r e  l a  m i s e  e n  r o u t e  d ' u n  s y s t è m e  d e  

r é g u l a t i o n  complexe comme c e l u i  p r o p o s é  p a r  FERRARI e t  WALLACE -75- .  

Dans l e  c a s  d ' u n  c r o i s e m e n t  i n c o m p a t i b l e ,  l a  d c u b l e  r e c o n n a i s s a n c e  

n e  p e u t  s e  f a i r e .  Aucun d e s  d e u x  s y s t è m e s  n e  p e u t  f o n c t i o n n e r .  Le 
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p o l l e n  ne p e u t  d o n c  p a s  g e r m e r  s u r  l a  p a p i l l e  t r o p  s e c h e  d u  s t f g a a t e ,  

l e  c o n t r ô l e  d e s  mouvements d ' e a u  n ' a y a n t  p a s  é t é  i n d u i t .  De même 

l e s  s y s t e m e s  e n z y m a t i q u e s  c o n t r o l é s  p a r  l e  r e c e p t e u r  RSG n e  p e u v e n t  

f o n c t i o n n e r .  

C - MODALITES DE CONTROLE DE L'AIG : RECONNAISSANCE SEQUENTIELLE ............................................................ 
Le c o n t r ô l e  d e  1 ' A I G  r e p o s e  é g a l e m e n t  s u r  u n e  d o u b l e  r e c o n n a i s -  

s a n c e  a u  n i v e a u  d e s  r é c e p t e u r s  RA e t  RSG. S e u l e m e n t  l e s  i n t e r a c t i o n s  

c e l l u l a i r e s  n e  s o n t  p a s  immé-d ia tes  à c a u s e  de  l a  n é c e s s i t e  d ' u n e  

m a t u r a t i o n  d e s  s y s t è m e s  p o l l i n i q u e s .  

a )  I n t e r a c t i o n  s é q u e n t i e l l e  : n é c e s s i t é  d ' u n e  m a t u r a t i o n  d e s  
- = - = - = - 5 - = - = - P - = - E - = - = - = - = - = - = - = - = - = - = - - - = - -  - - - = - = - = - * * = - 3 Z -  

d é t e r m i n a n t s  p o l l i n i q u e s  
-=-Pi=-=-=-=-=-=-=-=-=-= 

Q u e l l e  q u e  s o i t  l a  p o l l i n i s a t i o n  ( c o m p a t i b l e  o u  n o n )  ( F i g u r e  2 4 b ) ,  

l ' a d h é r e n c e  du g r a i n  d e  p o l l e n  s e  f e r a .  E l l e  r é s u l t e r a  d ' i n t e r a c t i o n s  

p o s i t i v e s  d a n s  l e  c a s  d ' u n e  p o l l i n i s a t i o n  c o m p a t i b l e ,  s o i t  d ' i n t e -  

r a c t i o n s  n o n  s p é c i f i q u e s  d a n s  l e  c a s  d ' u n e  p o l l i n i s a t i o n  i n c o m p a t i b l e .  

De m ê m e  l ' h y d r a t a t i o n  e t  l a  g e r m i n a t i o n  du p o l l e n  s e  f e r o n t ,  d a n s  

l e s  deux c a s  ( d ' u n e  f a ç o n  a c t i v e  p o u r  l a  x é n o p o l l i n i s a t i o n  ou p a s s i v e  

p o u r  l ' a u t o p o l l i n i s a t i o n ) ,  c a r  e n  r è g l e  g é n é r a l e  l e  s t i g m a t e  d e s  

e s p è c e s  à AIG e s t  s u f f i s a m m e n t  humide p o u r  s e r v i r  d e  m a t r i c e  de  

g e r m i n a t i o n .  P u i s  l e  t u b e  p o l l i n i q u e  c r o î t  d a n s  l e s  t i s s u s  s t y l a i r e s .  

Ce d é b u t  de  c r o i s s a n c e  du t u b e  p o l l i n i q u e  s e  f a i t  au f i é t r i m e n t  

d e s  r é s e r v e s  du p o l l e n  e t  p e r m e t  l ' a p p a r i t i o n  d e s  d e t e r r n i n a n t s  s p é 6 -  

f i q u e s  du s e c o n d  s y s t è m e  RSG. Dès l e u r  a p p a r i t i o n  à l a  s u r f a c e  du 

t u b e  p o l l i n i q u e ,  l e s  d é t e r m i n a n t s  du systGme RSG r e n c o n t r e n t  l e u r s  

h o n o l o g u e s  s t y l a i r e s .  Le s y s t è m e  RSG p e u t  a l o r s  f o n c t i o n n e r .  
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S i  l a  p o l l i n i s a t i o n  e s t  c o m p a t i b l e ,  il y  a u r a  a c t i v a t i o n  d e s  

v o i e s  m é t a b o l i q u e s  n é c e s s a i r e s  à l a  p r o g r e s s i o n  du t u b e  p o l l i n i q u e .  

P a r  c o n t r e ,  s i  l e  c r o i s e m e n t  e s t  i n c o m p a t i b l e ,  il y  a u r a  accu-  

m u l a t i o n  d ' e r r e u r s  a u  n i v e a u  d e s  c h a î n e s  m é t a b o l i q u e s  i n t r a c e l l u l a i r e s  

c e  q u i  c o n d u i r a  à l ' a r r ê t  d e  l a  c r o i s s a n c e  du t u b e  p o l l i n i q u e .  Les 

d e u x  p e r t u r b a t i o n s  l e s  p l u s  i m p o r t a n t e s  é t a n t  l e  d y s f o n c t i o n n e m e n t  

du c o n t r a l e  de l a  p e r m é a b i l i t é  e t  c e l u i  d e  l a  b i o s y n t h è s e , & i e s  

g l y c o c o n  j u g u é s .  

b) M o d a l i t é s  d e  l a  m a t u r a t i o n  d ' u n  d é t e r m i n a n t  
-P-Xi=-PiXit-=-=-=-I-3-- - - = - = - X i I - = - = - E - = - = -  

L ' a p p a r i t i o n  d ' u n  d é t e r m i n a n t  p e u t  s e  f a i r e  d e  deux m a n i è r e s  

p a r  s y n t h è s e  du d é t e r m i n a n t  d é f i n i t i f  ou p a r  m a t u r a t i o n  & t a n  

p r é c u r s e u r .  

L ' é v o l u t i o n  d ' u n  d é t e r m i n a n t  p r é - e x i s t a n t  d é j à  à l ' b t a t  d e  

p r e c u r s e u r  p e u t  s e  f a i r e  s o i t  p a r  c l i v a g e  p r o t é o l y t i q u e  de  c e  p r é -  

c u r s e u r ,  s o i t  p a r  m a t u r a t i o n  d e  s e s  c h a i n e s  g l y c a n n i q u e s  (RUTISHAUSER 

e t  c o l l .  -263-1. 

b l )  C l i v a g e  p r o t é o l y t i q u e  d ' u n  p r é c u r s e u r  
===--=---- -- - - - -JPtCT===Dl==0==X=Et== IS IS=E 

Le p r é c u r s e u r  n e  p e u t  i n t e r v e n i r  d a n s  l a  r e c o n n a i s s a n c e .  11 

n ' e x p r i m e  a u c u n e  s p é c i f i c i t é .  Le f r a c t i o n n e m e n t  du p r é c u r s e u r  p a r  d e s  

enzymes p r o t é o l y t i q u e s  p a r  exemple  f a i t  a p p a r a î t r e  l e  d é t e r m i n a n t  

P r o p r e m e n t  d i t  ( f i q u r e  n o  2 5 a ) ,  l e  c o n t a c t  d e v i e n t  a l o r s  p o s s i b l e .  

A i n s i  l e s  i n t e r a c t i o n s  c e l l u l a i r e s  p e u v e n t  ê t r e  c o n t r ô l é e s  p&z 

l e s  d é t e r m i n a n t s  q u i  n a i s s e n t  de  l a  d e s t r u c t i o n  p a r t i e l l e  ou s é q u e n -  

t i e l l e  de  g l y c o p r o t é i n e s  p l u s  g r o s s e s .  

Des c o n t r ô l e s  d e  c e  t y p e  c n t  é t é  d i c o u v e r t s  d a n s  l e s  c e l l u l e s  

e m b r y o n n a i r e s  d e  r é t i n e  de  P o u l e t  (EDELMAN - 7 1 - 1 .  11 e s t  p o s s i b l e  



q u ' u n e  cascade  d e  c l i v a g e s  a f f i n e  l e  d e g r é  d e  s p é c i f i c i t é  d ' u n  d é t e r -  

minan t .  Les  enzymes h y d r o l y t i q u e s  i m p l i q u 6 s  s e r a i e n t  d e s  c o n t r d l e s  

c l e f  S. 

b2) M a t u r a t i o n  d e s  c h a i n e s  g l y c a n n i q u e s  
P I O I P I D I I 4 t P l l = D I O P I P P L I s P I D I O P = L = C I P  

S i e n  q u ' u n e  m o d u l a t i o n  p a r  p r o t e o l y s e  d e s  d e t e r m i n a n t s  de  

s u r f a c e  p u i s s e  é t r e  n é c e s s a i r e  d a n s  l ' é t a b l i s s e m e n t  d e s  i n t e r a c t i o n s  

c e l l u l a i r e s ,  il semble q u e  l a  m a t u r a t i o n  d e s  g l y c a n n e s  d e s  g lycocon-  

j uguQs  s o i t  extrOmement i m p o r t a n t e .  E l l e  e s t  r è g l e  g é n g r a l e  d a n s  l a  

c e l l u l e  an ima le .  

C e t t e  m a t u r a t i o n  se f a i t ,  d a n s  l a  c e l l u l e  v 6 g é t a l e  comme d a n s  

l a  c e l l u l e  a n i m a l e ,  p a r  s o u s t r a c t i o n  e t / o u  a d d i t i o n  d e  r é s i d u s  o s i -  

d i q u e s  i m p l i q u a n t  h y d r o l a s e s  e t  t r a n s f é r a s e s  ( F i g u r e  n o  2 5 b ) .  

De t o u t e  m a n i e r e ,  q u e l l e  q u e  s o i t  l a  f a ç o n  d o n t  e l l e  s ' e s t  

p r o d u i t e ,  l a  m a t u r a t i o n  d e s  s i g n a u x  b i o l o g i q u e s  e t  d e s  r é c e p t e u r s  

e s t  s o u s  un c o n t r d l e  g é n é t i q u e  t r e s  s t r i c t .  

D - MODALITES DE LA REPONSE INCOMPATIBLE ---- -- -- -------- ----------- --------- 
Peu de  c h o s e s  s o n t  co,nnues s u r  l e  f o n c t i o n n e m e n t  du r é c e p t e u r ,  

s i n o n  que d ' u n e  i n t e r a c t i o n  l i g a n d - r é c e p t e u r  n a I t  une  r é p o n s e  i n t r a -  

c y t o p l a s m i q u e  s p é c i f  i q u e .  A i n s i  un  c r o i s e m e n t  i n c o m p a t i b l e  provoque  

une a c c u m u l a t i o n  de d é v i a t i o n s  m d t a b o l i q u e s  ( t e l l e s  l e  d é p ô t  de 

c a l l o s e )  e t  l ' a r r 8 t  d e  l a  c r o i s s a n c e  ou t u b e  p o l l i n i q u e .  11 e s t  

d i f f i c i l e  de c r o i r e  que c e t t e  a c c u m u l a t i o n  d ' e r r e u r s  dans l e s  c h a h e s  

d e  b i o s y n t h e s e  s o i t  l ' e f f e t  du h a s a r d .  Le problème d e  l a  s i g n i f i c a t i o n  

b i o l o g i q u e  du dépot  de  c a l l o s e  ou d e s  p e r t u r b a t i o n s  d e  l a  p e r r n d a b i l i t é  

membranaire  e s t  donc posd .  



a )  Dépô t  de c a l l o s e  : s a  s i g n i f i c a t i o n  
- P - = - = - P - t - = - P - = - D - 9 : 9 : = - % - ~ - = - = - = - = -  

Le d y s f o n c t i o n n e m e n t  du r e c e p t e u r  du s y s t e m e  RSG p r o v o q u e  d e s  

p e r t u r b a t i o n s  du m é t a b o l i s m e  g l u c i d i q u e  q u i  s e  t r a d u i s e n t  p a r  l e  d é p ô t  

d e  c a l l o s e .  

Des l e c t i n e s ,  j o u a n t  l e  r 6 1 e  h y p o t h é t i q u e  d e  t r a n s p o r t e u r s  d e  

r é s i d u s  o s i d i q u e s  p o u r r a i e n t  ê t r e  i m p l i q u é e s  d a n s  c e t t e  d é v i a t i o n  

du m é t a b o l i s m e .  

De p l u s  l a  c a l l o s e ,  q u i  e s t  u n / 3  1 -3  g l u c a n e ,  p o u r r a i t  . - s e r v i r  . -- 

d ' e f f e c t e u r  d a n s  un s y s t è m e  a n a l o g u e  au s y s t è m e  d e s  p h y t o a l e x i n e s .  

Sa  m i s e  en  r o u t e  p r o v o q u e r a i t  l ' a r r ê t  d e  l a  c r o i s s a n c e  du t u b e  

p o l l i n i q u e .  

L ' h y p o t h è s e  p r o p o s é e  p a r  DUMAS-GAUDE - 6 7 -  d ' u n e  c a l l o s e  s i g n a l  

d e  r e c o n n a i s s a n c e  d ' u n  s y s t è m e  d e  c o n t r ô l e  d e  l a  c r o i s s a n c e  du t u b e  

p o l l i n i q u e  e s t  r e p r é s e n t é e  f i g u r e  n o  2 6 .  

b )  M o d i f i c a t i o n  d e  l a  p e r m é a b i l i t é  : s a  s i g n i f i c a t i o n  
- P - t - ~ - = - = - i - l r P - = - ~ - ~ - = - = - ~ - E - = - = r = I = - = - = - = - = - = - =  

Les  m o d i f i c a t i o n s  d e  l a  p e r m é a b i l i t é  m e m b r a n a i r e  s e m b l e n t  ê t r e  

d i r e c t e m e n t  e n  r e l a t i o n  a v e c  l e  c o n t r ô l e  de l a  c r o i s s a n c e  du , t u b e  

p o l l i n i q u e .  * 

P o u r  PICTON e t  STEER - 2 4 2 - ,  l e  c a l c i u m  r e p r é s e n t e  un f a c t e u r  

i m p o r t a n t  d a n s  l ' e x t e n s i o n  du t u b e  p o l l i n i q u e  où il j o u e  un d o u b l e  

r ô l e  : 

( a )  s u r  l e  r é s e a u  f i b r i l l a i r e  q u ' i l  s t a b i l i s e  ou non en f o n c t i o n  

d e  s a  c o n c e n t r a t i o n ,  

(b) s u r  l e s  m i c r o f i l a m e n t s  d o n t  d é p e n d  l a  f u s i o n  d e s  v é s i c u l e s  

( a m e n a n t  l e s  c o n s t i t u a n t s  m e m b r a n a i r e s )  a v e c  l a  membrane p l a s m i q u e  

a p i c a l e  du t u b e .  

La c r o i s s a n c e  du t u b e  p o l l i n i q u e  r e p o s e r a i t  s u r  deux p r o c e s s u s  
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ne possédant pas les mëmes besoins en ca2+ ; le premier étant inhibé 

quand l'autre est activé. 

Il est possible que le disfonctionnement du système RSG, lors 

d'une pollinisation incompatible, provoque une modification du trans- 

port actif des ions par l'intermédiaire des ATPases. 

Selon De NETTANCOURT et coll. -224-, HERRERO-DICKINSON -111-, 

l'inhibition de la croissance du tube incompatible s'accompagne fré- 

quemment d'un épaississement de sa paroi, ce.qui traduit une inhibi- 

tion du processus d'extension et une accélération du dépbt des cons- 

tituants pariétaux, dues à de fortes concentrations intra-cytoplasmiques 

2 + en Ca . 

III - CONCORDANCE AVEC LES RESULTATS PRECEDENTS 
Cette hypothèse basée sur une double reconnaissance et impliquant 

la nécessité d'une maturation des déterminants polliniques pour les 

systèmes à AIG permet d'expliquer la lenteur ou la brutalité de la 

réaction d'auto-rejet dans 1'AIG et l'AIS. 

La localisation de la réaction de rejet dans les plantes à AIG 
8 

s'expliquerait par le temps mis par le tube pollinique pour effectuer 

la maturat ion de ses déterminant S. 

Une telle hypothèse n'infirme en rien les modèles d'ASCHER -IO-, 

PANDEY -239-, LEWIS -168-172- ou de FERRARI -75-, elle les complète. 

De plus il existe une certaine concordance avec les résultats déjà 

obtenus. 

A - ADHESION ET BYDRATATION ....................... 
Le fait que le pollen incompatible adhère moins bien à la 
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p a p i l l e  s t i g m a t i q u e  (ROBERTS e t  c o l l .  - 2 5 3 - 1  e s t  e n  f a v e u r  d ' u n e  

r e c o n n a i s s a n c e  s p é c i f i q u e  i m p l i q u a n t  l i g a n d  e t  r 6 c e p t e u r .  

A p r e s  deux  h e u r e s  d e  p o l l i n i s a t i o n ,  l e  g r a i n  i n c o m p a t i b l e  f i n i t  

p a r  a d h 4 r e r  à l a  s u r f a c e  s t i g m a t i q u e .  C e t t e  a d h é r e n c e  s e r a i t  d u e  à d e s  

phénomènes non s p é c i f i q u e s  comme ceux  u t i l i s é s  p a r  l e  p o l l e n  c o m p a t i b l e  

p o u r  p a r f a i r e  s a  f i x a t i o n  au s t i g m a t e  e t  p o u r r a i t  f a i r e  i n t e r v e n i r  l e s  

a r a b i n o g a l a c t a n e s .  De p l u s  e l l e  n ' e s t  e n  aucun  c a s  s u i v i e  d e  l ' h y d r a -  

t a t i o n  e t  d e  l a  g e r m i n a t i o n  du p o l l e n .  

P o u r  l e s  e s p è c e s  à AIS, l ' h y d r a t a t i o n  du p o l l e n  s e m b l e  e t r e  

l a  c o n s é q u e n c e  d ' u n e  r e c o n n a i s s a n c e  s p é c i f i q u e  ; l e s  s t i g m a t e s  s e c s  

n e  p e r m e t t a n t  p a s  u n e  h y d r a t a t i o n  p a s s i v e  du p o l l e n .  

P a r  c o n t r e  l e s  s t i g m a t e s  h u m i d e s  d e s  p l a n t e s  à A I G  n e  p e r m e t t e n t  

p a s  d e  d i s t i n g u e r  c e s  deux t y p e s  d ' h y d r a t a t i o n .  Le p o l l e n  i n c o m p a t i b l e  

p e u t  s ' h y d r a t e r  f a c i l e m e n t  s u r  l e  s t i g m a t e .  

B - CONCORDANCE AVEC CERTAINES EXPERIENCES DE LEVEE D'INCOMPATIBILITE ................................................................. 
FAISANT INTERVENIR L 'EFFET MENTOR OU L ' A G E  DU POLLEN .................................................... 

C e t t e  h y p o t h è s e  p e r m e t t r a i t  d ' e x p l i q u e r  l ' i m p o s s i b i l i t é  d e  l e v e r  

l e s  b a r r i e r e s  d ' a u t o i n c o m p a t i b i l i t é  e n  j o u a n t  s u r  " l ' e f f e t  m e n t o r " ,  

pour  l e s  e s p è c e s  à A I G .  C e t  e f f e t  m e n t o r  n ' e s t  e f f i c a c e  q u e  p o u r  l e s  

p l a n t e s  à AIS. E l l e  p e u t  s e  comprendre  ( F i g u r e  n o  2 7 )  p a r  l a  d i f f u -  

s i o n  du f a c t e u r  d ' a g r é g a t i o n  du p o l l e n  t u é  c o m p a t i b l e  v e r s  l e  r é c e p t e u r  

du p o l l e n  i n c o m p a t i b l e  p e r m e t t a n t  a i n s i  l ' h y d r a t a t i o n  e t  l a  g e r m i n a -  

t i o n  du p o l l e n  i n c o m p a t i b l e .  Une f o i s  d a n s  l e  s t i q m a t e  l e  t u b e  p o l l i -  

n i q u e  n e  r e n c o n t r e  p l u s  aucun o b s t a c l e  à s a  p r o o r e s s i o n .  

P a r  c o n t r e ,  l ' e f f e t  m e n t o r  d e s  p l a n t e s  à AIG n ' e s t  p a s  e f f i c a c e ,  

c a r  s ' i l  p e r m e t  une h y d r a t a t i o n  p l u s  a c t i v e  du p o l l e n ,  il n e  p e u t  

empêcher  l a  m a t u r a t i o n  d e s  d é t e r m i n a n t s  d e  s u r f a c e  du t u b e  p o l l i n i q u e  



n i  l e u r  r e n c o n t r e  a v e c  l e s  d é t e r m i n a n t s  du s t y l e .  La s é l e c t i o n  s e  

f e r a  quand rnéme. 

L ' a b s e n c e  de c o n f u s i o n  l o r s  d e  p o l l i n i s a t i o n  r g a l i s é e  a v e c  du 

p o l l e n  c o m p a t i b l e  e t  i n c o m p a t i b l e  v i v a n t ,  p e u t  ê t r e  due  au f a i t  q u e  

l e  f a c t e u r  d ' a g r e g a t i o n  a y a n t  u n e  u t i l i t é  f o n c t i o n n e l l e  ne  p e u t  p l u s  

d i f f u s e r  h l a  s u r f a c e  s t i g m a t i q u e .  

C e t t e  h y p o t h Q s c  c o l n c i d e  é g a l e m e n t  a v e c  l e s  t r a v a u x  d e  

SHIVANNA e t  c o l l .  -279-  d é m o n t r a n t  ,que,  c o n t r a i r e m e n t  au p o l l e n  d e s  

e s p è c e s  AIS,  l 1 & g e  du p o l l e n  d e s  p l a n t e s  B A I G  ne  m o d i f i a i t  p a s  l a  

r Q a c t i o n  d ' a u t o - r e j e t .  En e f f e t ,  c e  n ' e s t  p a s  au c o u r s  de  son  é v o l u -  

t i o n  dans  l ' a n t h g r e  que  l e  p o l l e n  a c q u i e r t  s a  m a t u r i t é .  

C - LEVEE DES BARRIERES D'INCOMPATIBILITE ------- -- -- ------------ -------------- 
Les b a r r i g r e s  d '  i n c o m p a t i b i l i t é  p e u v e n t  ê t r e  p a r t i e l l e m e n t  

l e v e e s  pour 8 ~ a b 4 i ~ a  ( A I S )  p a r  m o d i f i c a t i o n s  d e s  c o n d i t i o n s  e n v i -  

r o n n e m e n t a l e s  ou p a r  t r a i t e m e n t  ch imique .  A i n s i  l e  f a i t  de  p l a c e r  

l e s  s t i g m a t e s  d a n s  une a tmosphè re  t r è s  humide ,  ou très c h a r g g e  e n  

CO2, ou de les t r a i t e r  l ' h a x a n e  ou  au  c h l o r o f o r m e  a f f e c t e  l e  d e g r é  

d ' i n c o m p a t i b i l i t é  (ROGGEN -255-,  NAKANISHII-HINATA -216-,  CARTER e t  

~011. -41-42-, OCKENDON -237-1. 

Le p r e m i e r  t r a i t e m e n t  a p p o r t e  s u f f i s a m m e n t  d ' e a u  pou r  que  l e  

p o l l e n  p u i s s e  ge rmer  s a n s  q u ' i l  y a i t  b e s o i n  d ' a c t i v e r  l e s  s y s t è m e s  

d e  p e r m é a t i o n .  

Les a u t r e s  t r a i t e m e n t s ,  h e x a n e  ou c h l o r o f o r m e ,  a f f e c t e n t  l a  

s u r f a c e  du s t i g m a t e  en s o l u b i l i s a n t  l e s  composés l i p i d i q u e s ,  

l a  r e n d a n t  a i n s i  p l u s  pe rméab le .  

Ces t r a i t e m e n t s  s o n t  i n e f f i c a c e s  à a n s  l e s  p l a n t e s  à A I G .  



D - EFFET MUTAGENE 
-------c------ 

La m a t u r a t i o n  d e s  d é t e r m i n a n t s  se r é a l i s e  s o u s  l e  c o n t r ô l e  

é t r o i t  d ' u n  programme g é n é t i q u e  e t  g r â c e  â l ' i n t e r v e n t i o n  d e  p r o t é i n e s  

e n z y m a t i q u e s .  

T o u t e s  l e s  m u t a t i o n s  i n d u i t e s ,  c a u s a n t  l e  p l u s  s o u v e n t  d e s  d6- 

l é t i o n s  au n i v e a u  du D N A ,  c o n d u i s e n t  à l a  p r o d u c t i o n  de  p r o t é i n e s  e t  

d e  g l y c o p r o t é i n e s  non f o n c t i o n n e l l e s .  Ces  p r o t é i n e s  p e u v e n t  f a i r e  

p a r t i e  du r é c e p t e u r  lui-même o u  ê t r e  i m p l i q u é e s  d a n s  l a  m a t u r a t i o n  

d e s  d é t e r m i n a n t s  8 e  s u r f a c e .  

E - EFFET DE LA TEMPERATURE ---- ------------------- 
L a  m a t u r a t i o n  d e s  m a r q u e u r s  d e  s u r f a c e  a i n s i  q u e  l ' é m i s s i o n  

d ' u n e  r é p o n s e  i n t r a c e l l u l a i r e ,  d e p e n d e n t  d ' a c t i v i t é s  e n z y m a t i q u e s .  

Tous  c h a n g e m e n t s  d e  t e m p é r a t u r e  p e r t u r b e r o n t  l a  v i t e s s e  d e s  r é a c t i o n s  

e n z y m a t i q u e s  e t  m o d i f i e r o n t  l ' i n s t a l l a t i o n  du c o n t r d l e  de  l a  r e p r o -  

d u c t i o n  comme l ' o n t  d é c r i t  d i f f é r e n t s  a u t e u r s  (TOWNSEND -294- ,  

LINSKENS -184- ,  ASCHER e t  ~011. -13-1. 

F - RESULTATS D E  L'ANALYSE DES PROTEINES .................................... 
C e t t e  h y p o t h è s e  c o n c o r d e  é g a l e m e n t  a v e c  l e s  r é s u l t a t s  d e  

VANDERDONK -301-  s u r  P e t u n i a  h y b h i d a .  La p o l l i n i s a t i o n  i n d u i t  l a  

s y n t h è s e ,  d a n s  l e  s t y l e  de  P e t u n d a ,  d e  p o l y p e p t i d e s  s p é c i f i q u e s  d e  

l ' a l l è l e  S .  Ces  p o l y p e p t i d e s  p o u r r a i e n t  r e p r é s e n t e r  l e s  s o u s - u n i t é s  

d ' u n  complexe  m e m b r a n a i r e  i m p l i q u é  d a n s  l a  d i s c r i m i n a t i o n .  

T r o i s  h e u r e s  a p r è s  l a  p o l l i n i s a t i o n ,  l e s  p r e m i è r e s  d i f f é r e n c e s  

e n t r e  a u t o  e t  x é n o p o l l i n i s a t i o n  a p p a r a i s s e n t .  La s y n t h è s e  d e  p o l y p e p -  

t i d e s  s e  p r o l o n g e  u n i q u e m e n t  d a n s  l e s  c r o i s e m e n t s  c o m p a t i b l e s .  Ces 

p o l y p e p t i d e s  p o u r r a i e n t  c o r r e s p o n d r e  à l ' i n d u c t i o n  d ' u n e  r é p o n s e  



cy top la smique .  

C e t t e  h y p o t h e s e  c o l n c i d e  é g a l e m e n t  a v e c  l e s  r é s u l t a t s  de 

LINSKENS e t  c o l l .  -180- m o n t r a n t  que l l i n c o m p a t i b i l i t &  d e  f é c o n d a t i o n  

s 'accompagne de l a  p e r t e  ou d e  l ' a b s e n c e  de s y n t h è s e  d e  c e r t a i n e s  

g l y c o p r o t 6 i n e s  d e  h a u t  p o i d s  m o l é c u l a i r e .  

IV - POURQUOI UNE ANALYSE DES GSL DANS LES SYSTEMES 
L ' h y p o t h è s e  d e  t r a v a i l  que nous  avons  p r ~ ~ ~ ~ 6 e  Pour  d é f i n i r  

l ' a u t o i n c o m p a t i b i l i t é  r e p o s e  s u r  l a  combina ison  de d i v e r s  pnénomenes 

d e  s u r f a c e  t e l s  que : 

- adhés ion  . c e l l u l a i r e  , 

- c o n t r b l e  d e  l a  c r o i s s a n c e  du t u b e  p o l l i n i q u e ,  

- c o n t r b l e  d e  l a  m i t o s e  p o l l i n i q u e ,  

- c o n t r d l e  d e  l a  d i f f é r e n c i a t i o n  e t  d e  l a  m a t u r a t i o n  d e s  marqueur s  

d e  s u r f a c e ,  

- c o n t r 8 l e  d e  l a  p e m i a b i l i t é  membranai re .  

I l s  s u p p o s e n t  t o u s  ï a - p a r t i c i p a t i o n  de  g l y c o c o n j u g u é s  t a n t  

l i p i d i q u e s  que p r o t é i q u e s .  

Les r é s u l t a t s  t r e s  d i s c o r d a n t s  o b t e n u s  s u r  l e s  p r o t é i n e s  e t  l e s  

g l y c o p r o t é i n e s ,  a i n s i  que l ' i m p o s s i b i l i t é  de m e t t r e  en é v i d e n c e -  et 

notamment pour  B h a l d i c a -  de  D r o t é i n e s  s p 6 c i f i q i l e s  d l a l l & l e s ,  nous o n t  

c o n d u i t s  v e r s  l ' a n a l y s e  d e s  g l y c o l i p i d e s  e t  à e n v i s a g e r  l e u r  p a r t i c i -  

p a t i o n  d a n s  l e  p r o c e s s u s  d ' a u t o i n c o m p a t i b i l i t é  d e  f é c o n d a t i o n .  

A - ROLE DES GLYCOCONJUGUES 
----CI--"----- ----..-..- - 

Les g l y c o l i p i d e s  s o n t  i r n p l i q u é s , a u  m e m e  t i t r e  que l e s  g l y c o p r o -  

t é i n e s ,  'dans d i v e r s  phénom&nas v i t a u x  p o u r  l a  c e l l u l e  e t  s e  d é r o u l a n t  

d sa s u r f a c e .  En e f f e t ,  c e s  g l y c o c o n j u g u é s  s o n t  d e s  marqueur s  de  



surface qui peuvent jouer un rôle dans l'adhésion, dans le contrôle 

de la croissance ou de la mitose. Nous allons également envisager 

ces différents aspects de leur participation. 

a) Rôle dans 1' adhésion cellulaire 
-=-=-=-=-=-=-5-=-I-=-9-=-=-=-=- 

Les mécanismes impliqués dans les phénomènes d'adhésion 

cellulaire sont mal connus, et mises à part quelques exceptions, la 

nature des ligands spécifiques n'est pas encore définie. Pourtant 

il semble que les glycoprotéines sont impliquées dans ce phénomsne 

(BARONDES et coll. -18-, MERRELL et coll. -200-1. En effet, l'inhi- 

bition de la synthese protéique diminue les propriétés de coh&sion 

des surfaces cellulaires. Cette adhésion cellulaire est un processus 

étrangement dépendant de la température (UMBREIT-ROSEMAN -297-1. Une 

interprétation possible est l'existence d'une relation entre adhésion 

et état physique de la matrice lipidique ; cependant encore aucun - * 
argument ne le prouve (MOYA et coll. -212-). Il a &galement &té 

soulevé l'éventualité d'une participation des GSL dans ce processus 

b) R61e dans le controle de La crcissance 
- I - = - L - = - 0 - = - P - I - P - ~ - - + - ~ - = - O - s - O O ~ - I : - t  

Selon CRITCBLEY et VICKER -53- les glycolipides seraient des 

récepteurs pour des substances normalement présentes dans le milieu 

cellulaire, et inhibant la croissance cellulaire ou stimulant l'expres- 

sion de fonctions particuli6res. Les cellules transformées sont inca- 

pables de répondre aux signaux régulateurs de croissance, et 

colncidence frappante, ne possident pas de glycolipides complexes. 

De m3me la corrélation entre GSL et l'inhibition de contact suggère 

que ces glycolipides représentent des facteurs de régulation de 

croissance (HAKOMORI -103-1 . 



C )  Rdle d a n s  l e  déc l enchemen t  de l a  m i t o s e  
iP-P-I-~-0-P-0-lr~-I-P-P-P-~-P-~-5-OOO- 

L e  r ô l e  d e s  g l y c o c o n j u g u é s  d a n s  l e  dec l enchemen t  d e  l a  m i t o s e  

e s t  l u i  a u s s i  a s s e z  mal connu. 

T o u t e f o i s ,  l a  l i a i s o n  de c e r t a i n s  l i g a n d s  s u r  l e s  g l y c o c o n j u g u é s  

d e  s u r f a c e ,  ou l a  m o d i f i c a t i o n  ch imique  d e  c e s  d e r n i è r e s ,  i n d u i s e n t  

l a  t r a n s f o r n a t i o n  b l a s t i q u e  e t  l a  m i t o s e  d a n s  l e  lymphocyte .  Le 

r é c e p t e u r  p e u t  é t r e  un a n t i c o r p s  de  s u r f a c e ,  une  g l y c o p r o t é i n e  ou 

e n c o r e  un g l y c o l i p i d e .  A i n s i  pour  VITETTA e t  U H R  -309- l a  l i a i s o n  

I ~ D  - a n t i g è n e  d é c l e n c h e  l a  t r a n s f o r m a t i o n  b l a s t i q u a  e t  l a  m i t o s e  

d e s  lymphocytes  B.  De même l a  l i m u l i n e  ( l e c t i n e  de timu.tu.6 p o t y p h e m u ~ )  

e x e r c e  un e f f e t  m i t o t i q u e  s u r  l e s  l ymphocy te s  p é r i p h é r i q u e s  humains 

e n  s e  f i x a n t  s u r  d e s  s e q u e n c e s  o s i d i q u e s  de  t y p e  Neu NAc - Ga1 - 
G l c  NAc - Man. 

11 semble que  l e s  GSL, p u i s s e n t  éga l emen t  i n t e r v e n i r  d a n s  l e  

c o n t r a l e  de l a  p r o l i f é r a t i o n  c e l l u l a i r e .  T r o i s  t y p e s  d ' a p p r o c h e  
m .  

o n t  é t é  r é a l i s é s  : a d d i t i o n  de  GSL exogenes ,  a p p l i c a t i o n  d ' a n t i c o r p s  

anti-GSL e t  é v a l u a t i o n  d e s  GSL a p r è s  a d d i t i o n  d ' i n d u c t e u r s  de  d i f f 6 -  

r e n c i a t i o n .  A i n s i  une m i t o g 6 n è s e  i n d u i t e  p a r  d e s  l e c t i n e s  s ' accompagne  

d ' u n e  s y n t h è s e  a c c r u e  en t r i g l y c o s y l c é r a r n i d e  .(TG Ces)  e t  d ' u n  changement  

dans  l a  compos i t i on  d e s  g a n g l i o s i d e s  (NARIMSHAM e t  c o l l .  - 2 1 7 - ) .  

d )  Rdle d a n s  l a  d i f  f é r e n c i a t i o n  c e l l u l a i r e  
- 5 - P - I - P - t - 0 - D - * - * - ~ - r e - ~ - P - ~ - P - ~ - e i - P - O -  

Nous avons d é j b  vu que l a  d i f f é r e n c i a t i o n  c e l l u l a i r e  e t  t i s s u l a i r e  

s ' a c c o m p a g n a i t  d ' u n e  m a t u r a t i o n  d e s  s i g n a u x  b i o l o g i q u e s  e t  des 

r é c e p t e u r s .  C e t t e  é v o l u t i o n  d e s  l i g a n d s  e t  d e s  r Q c e p t e u r s  e s t  p a r -  

f a i t e m e n t  d é f i n i e  p a r  un c o n t r d l e  g é n é t i q u e .  Nous a l l o n s  p r e n d r e  

comme exemple l a  t r a n s f o r m a t i o n  oncogén ique  et l a  t u m o r i s a t i o n .  Dans 

c e s  deux  c a s ,  l ' a p p a z i t i o n  de  nouveaux g l y c o l i p i d e s  c o r n c i d e  a v e c  

l l a ? p a r i t i o n  de p r o p r i 6 t 4 s  c e l l u l a i r e s  d i f f e r a n t e s .  



A i n s i  l a  t r a n s f o r m a t i o n  d e s  c e l l u l e s  p a r  d e s  v i r u s  ou p a r  d e s  

a g e n t s  c h i m i q u e s  s ' a c c o m p a g n e  d e  m o d i f i c a t i o n s  d a n s  l e  c o u p l e  f o n c t i o n n e l  

l i g a n d - r é c e p t e u r .  L e s  i n f o r m a t i o n s  é m i s e s  c h a n g e n t ,  l e  compor tement  

s o c i a l  d e  l a  c e l l u l e  é g a l e m e n t .  La t r a n s f o r m a t i o n  s ' a c c o m p a g n e  d ' u n e  

s y n t h è s e  d e  GSL nouveaux  (HAKOMORI  -102- ,  BRADY-FISHMAN - 2 4 - ,  

CRITCBLEY-VICKER -53-1.  L e s  c h a n g e m e n t s  e n r e g i s t r é s  au  n i v e a u  d e s  

GSL a p r è s  t r a n s f o r m a t i o n  s o n t  r é p e r t o r i é s  t a b l e a u  n o  1 0  e t  c o r r e s -  

p o n d e n t  s o i t  B d e s  s y n t h è s e s  i n c o m p l è t e s  e t  à l t a c c u m u l a t i o n  du 

p r é c u r s e u r  (1 & 4 ) ,  s o i t  à l a  p r o d u c t i o n  d e  GSL t o t a l e m e n t  nouveaux .  

La t u m o r i s a t i o n  s e  r e f l e t e  é g a l e m e n t  a u  n i v e a u  d e s  g l y c o l i p i d e s .  

La c o r r é l a t i o n  e n t r e  r d p a r t i t i o n  d e s  GSL, a c t i v i t e ç  e n z y m a t i q u e s  e t  

compor tement  t u m o r a l  d ' u n e  c e l l u l e  a  été d6mont r6e  p o u r  l ' h é p a t o m e  

d u  r a t  (TAKI e t  c o l l .  - 2 9 1 - ) .  L ' é v o l u t i o n  du t a u x  d e  GM3 ( g a n g l i o s i d e )  . - 
c o ï n c i d e  p a r f a i t e m e n t  a v e c  c e  phénomène d e  t u m o r i s a t i o n .  

Ces  d e u x  p r o c e s s u s  t é m o i g n e n t  d e  l ' é v o l u t i o n  q u e  p e u v e n t  s u b i r  

l e s  d é t e r m i n a n t s  d e  s u r f a c e .  D e  même a u  c o u r s  de  l ' e m b r y o g é n è s e ,  l e s  

m a r q u e u r s  c e l l u l a i r e s  s u b i s s e n t  u n e  m a t u r a t i o n  q u i  c o n d i t i o n n e  l e  

compor tement  s o c i a l  d e  l a  c e l l u l e  e m b r y o n n a i r e  e t  s a  d i f f é r e n c i a t i o n .  

L e s  g l y c o c o n j u g u é s  e t  e n  p a r t i c u l i e r  l e s  g l y c o l i p i d e s  y  j o u e n t  un 

r a i e  p r i m o r d i a l  (RAKOMORI -103-)  . 

e )  C o n t r ô l e  de  1s p e r m é a b i l i t é  c e l l u l a i r e  
- = - = - = - = - = - = - = - = - = - P - t - = - I - 0 - P - I - r - = - = - = - = - = - = - = - =  

S i  l e s  g l y c o c o n j u g u é s  ne s o n t  p a s  i m p l i q u é s  d i r e c t e m e n t  d a n s  

l e s  phénomènes  d e  p e r m é a b i l i t g ,  il s e m b l e  q u e  l e  t r a n s p o r t  a c t i f  de  

c e r t a i n s  i o n s  s o i t  c o n t r Ô l 0  p a r  c e r t a i n s  g l y c o c o n j u g u é s .  

A i n s i  l e  t r a n s p o r t  a c t i f  du  ~ a + ,  K+ e t  c a 2 +  c h e z  l e s  v é g é t a u x  

d é p e n d  é t r o i t e m e n t  d e  l ' a c t i v i t é  d l A T P a s e s  q u i  r e q u i è r e n t  l a  p r é s e n c e  

de  s u l f o l i p i d e s  p o u r  G t r e  a c t i v e s .  Le r ô l e  d e  c o - f a c t e u r  j o u é  p a r  



TABLEAU 10 

TRANSFORMATION ONCOGENIQUE ET CHANGEMENTS DANS LES GLYCOSPHINGOLIPIDES 

C 

* 

TYPE l \=hl3 GD3 

TYPE II \GTl n GD,, ,b + f Wg. GM2 ou GM1 

TYPE III 

TYPE IV J accumulation du noyau désiafylé absent normalement 

TYPE V \ G M J e t G M 2  + ~ G D ~ G T  

TYPE VI nouvelles synthhs  

I 

m 



l e s  s u l f a t i d e s  a  é t é  d é m o n t r é  p a r  KARLSSON -136- e t  KUIPER -156-. 

B - EVENTUELLE PARTICIPATION DES LIPIDES DANS L'AIG ............................................... 
A i n s i  l e s  g l y c o c o n j u g u é s  p e u v e n t  j o u e r  un r 6 l e  p r é p o n d é r a n t  d a n s  

l ' i n s t a l l a t i o n  d e  1 ' A I G  e t  d a n s  s o n  c o n t r ô l e .  

J u s q u ' à  p r é s e n t  l e s  t r a v a u x  s u r  l e s  p r o t é i n e s  n ' o n t  p a s  p e r m i s  

l a  c a r a c t é r i s a t i o n  de  d é t e r m i n a n t s  d e  s u r f a c e  i m p l i q u é s  d a n s  l a  

r é a c t i o n  d ' i n c o m p a t i b i l i t é .  I l  s e  p e u t  q u e  l e s  m é t h o d e s  d ' e x t r a c t i o n  

d e s  p r o t é i n e s  u t i l i s é e s  j u s q u ' à  c e  j o u r  n e  p u i s s e n t  p a s  s o l u b i l i s e r  

l e s  m a r q u e u r s  d e  s u r f a c e  i n s é r é s  d a n s  l a  m a t r i c e  l i p i d i q u e .  S e u l s  

l e s  t r a i t e m e n t s  aux d é t e r g e n t s  s e r a i e n t  e f f i c a c e s .  De p l u s ,  l a  p l u p a r t  

du t e m p s ,  c e s  e x t r a i t s  p r o t é i q u e s  o n t  s e r v i  à l a  f a b r i c a t i o n  d ' a n t i -  

c o r p s  s p é c i f i q u e s .  L ' u t i l i s a t i o n  de  t e l s  immunsérums p e u t  ne  p a s  ,, 

p e r m e t t r e  l a  c a r a c t é r i s a t i o n  d e s  d é t e r m i n a n t s  d e  s u r f a c e .  11 s e  

p e u t  e g a l e m e n t  que  l e  d d t e r m i n a n t  s o i t  d e  n a t u r e  l i p i d i q u e .  

D i v e r s  t r a v a u x  n o u s  o n t  é g a l e m e n t  o r i e n t é s  v e r s  l ' é t u d e  d e s  

l i p i d e s .  

L e s  t r a v a u x  d e  WHIPPLE e t  HASCARENHAS - 3 1 4 -  o n t  p e r m i s  d e  

d é m o n t r e r  q u e  l e s  enzymes n é c e s s a i r e s  aux  s y n t h è s e s  l i p i d i q u e s  p r é -  

e x i s t e n t  d a n s  l e  p o l l e n  d e  Thade.6cent.L~ ( p l a n t e  à A I G ) .  Ceux de 

ROGGEN - 2 5 7 -  o n t  m o n t r é  l a  p a r t i c i p a t i o n  d e s  s u b s t a n c e s  l i p i d i q u e s  

d a n s  l a  r é a c t i o n  d ' a u t o i n c o m p a t i b i l i t é  c h e z  8hahbLca. Les e x t r a i t s  

d e  t r y p h i n e  ( l i p i d e s  e t  c a r b o h y d r a t e s )  a f f e c t e n t  l a  r é a c t i o n  d ' i n c o m -  

p a t i b i l i t é  (ROBERTS e t  c o l l .  - 2 5 1 - ) .  De même l a  l e v é e  d e  l ' i n c o m p a -  

t i b i l i t é  chez  Bhc~hica p a r  t r a i t e m e n t  d e s  s t i g m a t e s  p a r  l ' h e x a n e  

(OCKENDON -237-1 ou l e  c h l o r o f o r m e  i m p l i q u e  u n e  p a r t i c i p a t i o n  d e s  

l i p i d e s  e t  d e s  g l y c o l i p i d e s  d a n s  l e  phénomène de  d i s c r i m i n a t i o n .  
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Ces résultats ainsi que le fait que la prise d'eau nécessaire 

à la germination du pollen se fait au travers de la matrice lipidique 

nous ont orienté, vers l'étude des glycolipides afin de définir la 

participation des membranes dans le processus d'autoincompatibilité. 

Nous avons donc entrepris l'analyse de la structure des glyco- 

lipides en tant : 

- qu'éventuels marqueurs ou récepteurs cellulaires, 
- que composants de la matrice lipidique. 
Cette double approche est résumée figure no 28 et s'est 

traduite par : 

- l'analyse des glycoconjugués afin de déterminer la présence 
ou l'apparition de déterminants cellulaires impliqués dans la réaction 

de discrimination ou dans le contrdle de la croissance et de la matu- . - 
ration du tube pollinique, 

- l'analyse de la matrice lipidique afin d'élucider son rôle 
au cours d'un processus de reconnaissance. Nous avons donc entrepris 

l'analyse de la composition en acides gras et en base de type sphingo- 

sine des GSL. De même une étude succincte des glycerides et des phos- 

pholipides a été réalisée afin de préciser le rôle de la matrice 

lipidique en général, 

- l'analyse d'enzymes liés aux membranes et dont les CO-facteurs 
sont des glycolipides acides. 

Ce sont ces divers résultats que nous allons développer dans 

les chapitres suivants. 



CHAPITRE I I  

MATER 1 EL D' ETUDE 

N O U S  avons  r e t e n u  p o u r  l ' é t u d e  d e  l ' a u t o i n c o m p a t i b i l i t é  d e  

f é c o n d a t i o n  deux e s p è c e s  : Pefunia hybnida e t  Oenothena mihhouaiendid 

pour  l e s  r a i s o n s  s u i v a n t e s  : 

- c e s  deux p l a n t e s  p r é s e n t e n t  un sys t ème  d ' a u t o i n c o n p a t i b i l i t é  

de  f é c o n d a t i o n  d e  t y p e  gamé tophy t ique  ( A . I . G . ) .  S e u l s  l e s  a l l è l e s  

d ' i n c o m p a t i b i l i t d  S  d e s  gamè tes  i n t e r v i e n n e n t  dans  l e  c o n t r ô l e  du 

p r o c e s s u s  d e  f é c o n d a t i o n .  

- l e  c o n t r a l e  g é n é t i q u e  d e  l ' i n c o m p a t i b i l i t é  e s t  b i e n  connu 

pour  c e s  deux p l a n t e s .  Des c l d n e s  p o r t e u r s  d ' a l l è l e s  d ' i n c o m p a t i b i l i t é  

s d é f i n i s  o n t  é t é  i s o l e s  e t  m i s  e n  c u l t u r e .  A i n s i  Petunia hgbaida . - 
p r o v i e n t  des s e r r e s  d e  N I M E G U E  (HOLLANDE) e t  e s t  m i s  à n o t r e  d i s p o -  

s i t i o n  par l e  P r o f e s s e u r  H . F .  LINSKENS ; Oenothexa rnid40uhienbid e s t  

c u l t i v e  B l ' u n i v e r s i t é  de  LILLE 1 e t  m i s  à n o t r e  d i s p o s i t i o n  pa r  

Monsieur  B. B R I S .  

- l a  l o c a l i s a t i o n  de  l a  r é a c t i o n  de  r e j e t  e s t  connue.  E n  

e f f e t ,  s e l o n  l e s  p l a n t e s ,  l a  r é a c t i o n  de r e j e t  p e u t  a v o i r  l i e u  dans  

d i f f é r e n t e s  p a r t i e s  du p i s t i l  e t  6 d e s  temps v a r i a b l e s  de  l a  phase  

progarnique. Dans l e  c a s  d e  n o t r e  m a t é r i e l ,  l e  t u b e  p o l l i n i q u e  i s s u  

d e  l a  g e r m i n a t i o n  du p o l l e n  i n c o m p a t i b l e  B l a  s u r f a c e  s t i g m a t i q u e ,  

t r a v e r s e  l e  s t i g m a t e  e t  p é n g t r e  l e  s t y l e .  pour  O e n o f h e ~ a  rnidbouhien~ib . 

1' a r r é t  de l a  c r o i s s a n c e  du t u b e  p o l l i n i q u e  s '  e f f e c t u e  d è s  1' e n t r é e  

&ans l e  style. Pour  Petunia hybnida l e  t u b e  p o l l i n i q u e  v o i t  s a  

c r o i s s a n c e  b l o q u é e  au m i l i e u  du s t y l e .  



CHAPITRE I I I  

ANALYSE D E S  G L Y C O S P H I N G O L I P I D E S  NEUTRES 

1 - INTRODUCTION 

L ' a n a l y s e  d e s  GSL n e u t r e s  au c o u r s  d e  l a  r é a c t i o n  i n c o m p a t i b l e  

s ' e s t  d é r o u l é e  e n  deux temps e t  c o m p o r t e  : 

- u n e  é t u d e  d e  l ' é v o l u t i o n  d a n s - l e  t emps  d e s  t a u x  d e  GSL a p r è s  

p o l l i n i s a t i o n  c o m p a t i b l e  ou n o n ,  

- une  & t u d e  d e s  v a r i a t i o n s  d e  l a  s t r u c t u r e  d e  c e s  GSL e n  

f o n c t i o n  d e s  mêmes p a r a m è t r e s  ( d u r é e  e t  t y p e  de  p o l l i n i s a t i o n ) .  

C e t t e  a n a l y s e  d e s  GSL n e u t r e s  a  n é c e s s i t é  t o u t  d ' a b o r d  u n e  

e x t r a c t i o n  q u a n t i t a t i v e  d e s  g l y c o l i p i d e s  ( F i c h e  t e c h n i q u e  ~ 2 ) .    près 

u n e  h y d r o l y s e  a l c a l i n e  douce  q u i  r e s p e c t e  l e s  s p h i n g o l i p i d e s  e t  - - 
d i t r u i t  l e s  g l y c é r o l i p i d e s  ( F i c h e  T 4 ) ,  l e s  GSL o n t  é t é  p u r i f i é s  p a r  

c h r o m a t o ç r a p h i e  d ' a d s o r p t i o n  ou d ' é c h a n g e  i o n i q u e  ( F i c h e s  T5, 6 ,  7 ,  8 

L ' é t u d e  d e  l ' é v o l u t i o n  d e s  GEL a  e x i g é  l a  m i s e  au  p o i n t  d ' u n  

d o s a g e  s p e c i f i q u e  e t  t r è s  s e n s i b l e .  N o t r e  c h o i x  s ' e s t  f i x é  s u r  un 

d o s a g e  f l u o r i m é t r i q u e  d e  l a  s p h i n g o s i n e  ( F i c h e  T 1 0 ) .  

L ' a n a l y s e  s t r u c t u r a l e  d e s  GSL r e p o s e  s u r  l ' é t u d e  de  l a  compo- 

s i t i o n  e n  a c i d e s  g r a s  ( F i c h e s  T11 ,  T12 ,  T13,  T14,  Tl51 a p r è s  h y d r o l y s e  

a c i d e  d e s  GSL ( f i c h e  Tl 1) - 

I I  - DISTRIBUTION DES GSL 

Nous a v o n s  a n a l y s é  : 

- l r é v c l u t i o n  d e s  GSL t o t a u x  d a n s  l e s  o r g a n e s  r e p r o d u c t e u r s  

( p o l l e n  e t  p i s t i l  d e  PeXunia hybhida) a v a n t  e t  a p r è s  p o l l i n i s a t i o n  

c o m p a t i b l e  ou  i n c o m p a t i b l e ,  



- p u i s  l ' é v o l u t i o n  de chaque c l a s s e  de G S L  n e u t r e s  dans  d e s  

c o n d i t i o n s  i d e a t i q u e s  d e  p o l l i n i s a t i o n .  

A - EVOLUTION DES GSL TOTAUX ( p u b l i c a t i o n  n O 1 )  --------- -- ------ -- ----- 
La compara i son  e n t r e  e x t r a i t s  p o l l i n i q u e s  e t  e x t r a i t s  de  s t y l e s  

v i e r g e s  a  pe-mis d e  s o u l i g n e r  l ' e x t r a o r d i n a i r e  r i c h e s s e  en l i ? i d e s  

du p o l l e n .  Zn effet l e s  r C s u l t a t s  o b s e r v é s  ne p e u v e n t  e t r e  attribués 

B une & i f f e r e n c e  d ' h y d r a t a t i o n  e n t r e  p o l l e n  e t  s t y l e t  c a r  c e t t e  é t u d e  

a  6 t é  r d a l i s e e  s u r  du m a t e r i e l  l y o p h i l i s é .  
b 

L ' a n a l y s e  de l ' é v o l u t i o n  des  GSL t o t a u x  h p a r t i r  de s t y l e s  

a u t o  e t  x b n o p o l l i n i s é s  a  m i s  e n  d v i d e n c e  des  d i f f 6 r e n c e s  de compor- 

tement  f o n d a m e n t a l e s  en f o n c t i o n  de l a  p o l l i n i s a t i o n .  A i n s i ,  l e s  t a u x  

de C S L  é v o l u e n t ' p e u  ou pas e n  x é n o p o l l i n i s a t i o n .  Les v a l e u r s  t r o u v é e s  
* - 

a p t Q s  8 e t  2 4  h e u r e s  2e p o l l i n i s a t i o n  c o m p a t i b l e  s o n t  s e n s i b l e m e n t  

i d e n t i q u e s  c e l l e s  d e s  s t y l e s  v i e r g e s .  P a r  c o n t r e  l ' a u t o ? o l l i n i s a t i o n  

s 'accompagne d ' u n e  d i m i n u t i o n  t z e s  marquee d e s  t e n e u r s  en GSL : e l l e  

a t t e i n t  en e f f e t ,  e n v i r o n  3 4  e t  20% a p r e s  r e s p e c t i v e m e n t  8 e t  2 4  h e u r e s  

de  p o l l i n i s a t i o n  i n c o m p a t i b l e .  

3 - EVOLUTION DES DIVERS GSL NEUTRES ( p a b l i c a t i o n  n a  1) ------------ -------------------- 
Dans l e  b u t  d e  mieux d d f i n i r  l e s  p e r t u r b a t i o n s  m 6 t a ~ o l i q u e s  

i s s u e s  d e  l a  p o l l i n i s a t i o n ,  nous avons e n t r e p r i s  l l & t u d e  de  chaque 

c l a s s e  de g l y c o l f p i d e s  n e u t r e s . '  Dans l e  c a d r e  d e  ce  t r a v a i l ,  nous 

nous sommes v o l o n t a i ~ e m e c t  l i s i t e  , pour  d e s  r a i s o n s  t e c k n i q u e s ,  à 

l ' b t u d e  d e s  GSL n e u t r e s  s i m p l e s  c o n t e n a n t  moins d e  5 r é s i e u s  o s i d i q u e s  

d a n s  l e u r  sequence  g l y c a n n i q u e .  

Apras un f r a c é i o n a e m e n t  en c é r a m i o e ,  mono, d i ,  t r i  et t é t r a g l y -  - 



c é r a m i d e s  (a) ( p r é s e n t é  f i c h e  T3 à Tg)  , nous  a v o n s  é t u d i é  e n  f o n c t i o n  

du t e m p s ,  l ' é v o l u t i o n  de  l a  r é p a r t i t i o n  de  c e s  d i v e r s  GSL, a i n s i  

q u e  l e s  m o d i f i c a t i o n s  p r o v o q u é e s  p a r  l a  p o l l i n i s a t i o n  ( c o m p a t i b l e  

ou i n c o m p a t i b l e ) .  

11 c o n v i e n t  t o u t  d ' a b o r d  d e  s o u l i g n e r  l ' i m p o r t a n c e  p o n d é r a l e  

d e s  C e r  ( 4 8 % )  e t  MGCer ( 3 8 % )  p a r  r a p p o r t  aux a u t r e s  f r a c t i o n s  r é u n i e s  

( 1 4 % ) .  Ce schéma d e  r é p a r t i t i o n  e s t  g é n é r a l ,  q u ' i l  s ' a g i s s e  d ' 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 .  C e p e n d a n t ,  u n e  l d g é r e  m o d u l a t i o n  d a n s  l a  

d i s t r i b u t i o n  d e s  GSL o p p o s e  c e s  deux  t y p e s  d ' e x t r a i t .  Le p o l l e n  e s t  

g é n é r a l e m e n t  b e a u c o u p  p l u s  r i c h e  e n  GSL f o r t e m e n t  g l y c o s y l d s  (DGCer, 

TGCer, TRGCer) q u e  l e  s t y l e .  

La x é n o p o l l i n i s a t i o n  e n t r a z n e ,  au  b o u t  d e  h u i t  h e u r e s ,  une  b a i s s e  

t r è s  l é g è r e  d e s  C e r  ( -  1 2 % )  e t  d e s  MGCer ( -  5 % )  c o n t r e b a l a n c é e  p a r  

u n e  t r è s  n e t t e  a c c u m u l a t i o n  d e s  a u t r e s  GSL p l u s  p o l a i r e s .  A p r è s  24 - -  
h e u r e s ,  l ' e f f o n d r e m e n t  du t a u x  d e s  C e r  s e  p o u r s u i t  e t  a t t e i n t  - 5 8 % ,  

m a i s  il e s t  a s s o c i é  à u n e  a u g m e n t a t i o n  d e s  MGCer (+  5 5 % )  e t  à d e s  

t a u x  e n c o r e  r e l a t i v e m e n t  é l e v é e s  e n  GSL c o m p l e x e s  b i e n  q u e  c e s  d e r n i e r s  

s o i e n t  e n  t r è s  l é g è r e  r é g r e s s i o n .  

P a r  c o n t r e ,  l a  r é a c t i o n  d ' a u t o i n c o m p a t i b i l i t é  e s t  c a r a c t é r i s é e  

a p r è s  8 h e u r e s  d e  p o l l i n i s a t i o n  p a r  d e s  p e r t e s  é n o r m e s  e n  C e r  ( -  5 0 % )  

e t  en  MCGer ( -  40 % )  non c o n t r e b a l a n c é e s  p a r  l a  t r è s  l é g è r e  accumu- 

l a t i o n  d e s  DGCer e t  TGCer n i  p a r  l e  d o u b l e m e n t  du t a u x  d e s  TRGCer. 

A p r è s  2 4  h e u r e s  d ' a u t o p o l l i n i s a t i o n ,  l e  t a u x  d e s  C e r  e t  MGCer 

(*) A b r é v i a t i o n s  : C e r  = Céramide  

MGCer = M o n o g l y c o s y l c é r a m i d e  

DGCer = D i g l y c o s y l c é r a m i d e  

TGCer = T r i g l y c o s y l  c e r a m i d e  

TRGCer = T é t r a g l y c o s y l c é r a m i d e  



réaugmente  l é g g r e m e n t ,  t a n d i s  que l e s  a u t r e s  GSL ( e t  en  p a r t i c u l i e r  

l e s  TRGCer) r e d i m i n u e n t .  

Une & v o l u t i o n  g é n i r a l e  des  GSL e n  f o n c t i o n  Be l a  p o l l i n i s a t i o n  

s e  d e s s i n e  donc t r a v e r s  l e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  pour  l e s  t em-s -C le f s  

d e  8 e t  2 4  h e u r e s .  

a )  l a  p r e m i e r e  p h a s e  ( p o i n t  c l e f  : 8 h e u r e s )  e s t  c a r a c t é r i s é e  

p a r  l a  b a i s s e  d e s  Cer e t  MGCer e t  l ' a u g m e n t a t i o n  d e s  a u t r e s  GSL. Des 

m o d u l a t i o n s  a p p a r a i s s e n t  e n t r e  a u t o  e t  x e n o p o l l i n i s a t i o n  e t  c o n c e r n e n t  : 

- l ' a m p l i t u d e  d e s  v a r i a t i o n s  t o u j o u r s  p l u s  a c c u s e e s  en a u t o p o l -  

l i n i s a t L o n ,  

- l a  n a t u r e  du g l y c o l i p i d e  s ' a c c u m u l a n t  (TRGCer) en  a u t o p o l l i -  

n i s a t i o n ,  DGCer e t  TGCer e n  x é n o p o l l i n i s a t i o n .  

b) l a  s e c o n d e  p h a s e  ( p o i n t  c l e f  : 2 4  h e u r e s )  e s t  c a r a c t é r i s é e ,  - 
p a r  d e s  taux  t o u j o u r s  t rès f a i b l e s  e n  Cer ,  m a i s  s u r t o u t  p a r  l a  r e a u g -  

m e n t a t i o n  des  MGCer e t  u n e  l é g è r e  b a i s s e  d e s  GSL p o l a i r e s .  L ' o p p o s i t i o n  

e n t r e  a u t o  e t  x 6 n o p o l l i n i s a t i o n  e s t  t r&s  n e t t e .  11 semble  que l ' a u t o -  

p o l l i n i s a t i o n  s e  t r a d u i s e  p a r  un s i m p l e  r e t o u r  aux v a l e u r s  i n i t i a l e s  

( p o u r  l e s  MGCer e t  TRGCer). P a r  c o n t r e  en x é n o p o l l i n i s a t i o n ,  l e  

mé tabo l i sme  d e s  GSL a  f o r t e m e n t  é v o l u é  : l e s  t e n e u r s  en c é r a m i d e s  

d i m i n u e n t  ( -  5 8 % )  t a n d i s  que  l e s  MGCer augmen ten t  (+ 55%). 

C - SIGNIFICATION BIOLOGIQUE ------------------------ 
a )  2 4  h e u r e s  de p o l l i n i s a t i o n  

- I - P - l r P - a - P - P - D - P - ~ - ~ - t - ~  

L ' i n t e r p r é t a t i o n  d e s  r e s u l t a t s  o b t e n u s  a p r è s  2 4  h e u r e s  de  

p o l l i n i s a t i o n  e s t  r e l a t i v e m e n t  s i m p l e .  En x ~ n o p o l l i n i s a t i o n  l a  

d i s t r i b u t l o r i  d e s  GSL c a r a c t 8 r i s é e  p a r  1 ' e x t r a o r . i i i n a i r e  a c c u m ü l a t i o n  

de  MGCer, e s t  t y p i q u e  des c e l l u l e s  en c r o i s s a n c e  ( B A K O M O R I  - 1 0 3 - ,  

CRITCBLEY-VICKER - 5 3 - ) .  En  e f f e t ,  une c e l l u l e  en  c r o i s s a n c e  comme 

l e  t u b e  g o l l i n i q u e  suppose  une s y n t h è s e  membranai re  a c t i v e  e t  r a p i à e ,  



i n c o m p a t i b l e  a v e c  l ' i n c o r p o r a t i o n  d a n s  c e t t e  membrane d e  GSL h a u t e m e n t  

g l y c o s y l é s .  11 y  a  d o n c  i n t é g r a t i o n  d a n s  l a  m a t r i c e  l i p i d i q u e  de  

GSL t e l s  q u e  l e s  MGCer d o n t  l a  s y n t h è s e  e s t  r e l a t i v e m e n t  r a p i d e .  

La m a t u r a t i o n  d e s  g l y c o c o n j u g u é s  m e m b r a n a i r e s  s e  p o u r s u i v r a  

i n  a i t u .  

A p r è s  2 4  h e u r e s  d ' a u t o p o l l i n i s a t i o n ,  l e  t u b e  p o l l i n i q u e  a  d e p u i s  

l o n g t e m p s  c e s s é  d e  c r o f t r e  d a n s  l e s  t i s s u s  s t y l a i r e s .  C e l a  s e  r é p e r -  

c u t e  s u r  l a  r é p a r t i t i o n  d e s  GSL q u i  n e  t é m o i g n e  p l u s  d ' u n e  c r o i s s a n c e  

c e l l u l a i r e ,  m a i s  d ' u n  r e t o u r  à l a  n o r m a l e  e t  à u n e  r é p a r t i t i o n  t y p e  

" s t y l e  v i e r g e " .  C e l a  e s t  p a r t i c u l i è r e m e n t  i l l u s t r é  p a r  l e  compor tement  

d e s  MGCer e t  d e s  TRGCer. 

b )  8 h e u r e s  d e  p o l l i n i s a t i o n  
- 5 iP - I -P -= -= -P -= -= -EE I -= -  

La s i g n i f i c a t i o n  b i o l o g i q u e  d e  l a  r é p a r t i t i o n  d e s  GSL a p r è s  

8 h e u r e s  d e  p o l l i n i s a t i o n  e s t  m o i n s  6 v i d e n t e .  C ' e s t  p e n d a n t  c e s  8 

p r e m i è r e s  h e u r e s  q u e  s ' i n s t a l l e  ou non l a  r é a c t i o n  d ' a u t o - r e j e t .  

L ' é v o l u t i o n  d e s  t e n e u r s  d e s  GSL c o m p l e x e s  (DGCer, TGCer e t  TRGCer) 

a  r e t e n u  n o t r e  a t t e n t i o n ,  c a r  l e u r  t a u x  e s t  e n  g é n é r a l  d o u b l é  c e  

q u i  p o s e  l e  p r o b l è m e  de  l e u r  s i g n i f i c a t i o n  b i o l o g i q u e .  

En e f f e t ,  p e n d a n t  c e s  h u i t  h e u r e s ,  l a  c r o i s s a n c e  du t u b e  p o l l i -  

n i q u e ,  c o m p a t i b l e  ou i n c o m p a t i b l e  e s t  e n  p l e i n e  e x t e n s i o n  e t  l ' a c c u -  

m u l a t i o n  d e  GSL h a u t e m e n t  g l y c o s y l é s  s e m b l e  en  c o n t r a d i c t i o n  a v e c  

c e t t e  c r o i s s a n c e  a c t i v e .  Des é t u d e s  s i m i l a i r e s  o n t  é t é  e n t r e p r i s e s  

s u r  OenoZheka m i . b b o u k i ~ n ~ . i d  e t  d e s  r é s u l t a t s  i d e n t i q u e s  o n t  é t é  

o b t e n u s  (BRIS e t  c o l l .  - 3 2 - 3 3 - ) .  

11 s e m b l e  d o n c  que  l a  x é n o p o i l i n i s a t i o n  s ' a c c o m p a g n e  d e  cieux 

phénomsnes  s e  c o n t r e b a l a n ç a n t  m u t u e l l e m e n t .  P a r  c o n t r e ,  l ' a u t o p o l -  

l i n i s a t i o n  m o n t r e  une r é p a r t i t i o n  d e s  GSL q u i  s e  r a p p r o c h e  énormément 



de celle trouvée dans les processus de difforenciation cellulaire. 

Dans ce processus en effet,une maturation séquentielle Ces 

lipides se traduisant par une glycosylation progressive des glyco- 

conjugués est relat6e. Ainsi lors de leur différenciation, les cellules 

de l'épithélium intestinal sont caractérisées par des taux extrêmement 

bas en glucosylcéramide (Glc Cer), en lactosylcéramide (Lac Cer) et ?ar 

l'apparition de GSL plus complexes (GLICKMAN et coll. -94-, BOUHOURS 

et coll. -23-1. 

De méme la différenciation érythrocytaire correspond également a 

des perturbations similaires au niveau de la repartition des glycolipides 

(HAKOMORI -103-1. De plus lors de la rggression d'un état mature vers 

un état moins différenci6 par tumorisation, il apparait à la surface 

cellulaire des GSL immatures, moins glycosylés. . - 
11 semblerait donc que la répartition des lipides aprEs 8 heures 

de pollinisation soit le reflet d'une étape de différenciation et de 

maturation du tube pollinique. 

Différenciation et maturation se traduisent, bien que la cellule 

soit en pleine croissance, par l'apparition de GSL complexes spécifiques 

et cela quel que soit le type de croisement. Ceci est particuli&rement 

net en autopollinisation où l'on observe en mdme temps une baisse des 

teneurs en MGCer et l'apparition des glycolipides plus complexes. 

D - CONCLUSION ---------- 
Ainsi l'étude de la répartition des GSL aprgs pollinisation nous 

a permis de definir deux phases distinctes : 

- une pre=i&re étape de croissance marquée tres nettement par la 

différenciation des marqueurs de surface, 

- et d'une seconde etape de crofssance très active dans le cas de 

la xénopollinisation se traouisant par de nouvelles synthèses et par 



l ' i n c o r p o r a t i o n  m a s s i v e  d e  HGCer d a n s  l e s  s t r u c t u r e s  m e m b r a n a i r e s .  

I l  r e s t e  donc  à d é f i n i r  l a  s i g n i f i c a t i o n  b i o l o g i q u e  d e  c e s  GSL 

c o m p l e x e s  q u i  a p p a r a i s s e n t  l o r s  d e  l a  m a t u r a t i o n  d e s  s u r f a c e s  c e l l u l a i r e s .  

O n t - i l s  un r ô l e  à j o u e r  d a n s  l a  d é t e r m i n a t i o n  d e  l a  r é a c t i o n  d ' a u t o -  

r e j e t ?  L e u r  a c c u m u l a t i o n  e s t - e l l e  c o n s é c u t i v e  à l ' a p p a r i t i o n  d ' u n  

" b l o c a g e "  d a n s  l e s  c h a i n e s  d e  b i o s y n t h g s e  ou d e  c e l l e s  d e  d é g r a d a t i o n  ? 

on s a i t  q u e  l a  m a t u r a t i o n  d e s  d é t e r m i n a n t s  de  s u r f a c e  e s t  s o u s  l ' é t r o i t e  

d é p e n d a n c e  d ' h y d r o l a s e s  e t  d e  t r a n s f é r a s e s ,  e l l e s - m ê m e s  c o n t r ô l é e s  

s t r i c t e m e n t  p a r  un programme g é n é t i q u e  p r é - é t a b l i :  s ' i l  s ' a g i t  d ' u n e  

m a t u r a t i o n , p o u r q u o i  n e  s ' a r r ê t e - t - e l l e  p a s  au même moment e n  x é n o p o l -  

l i n i s a t i o n  ( 3  r é s i d u s  o s i d i q u e s )  ou e n  a u t o p o l l i n i s a t i o n  ( 4  r é s i d u s  

o s i d i q u e s  ou m o i n s )  ? 

C ' e s t  d a n s  l e  b u t  de  r é p o n d r e  à c e s  q u e s t i o n s  q u e  n o u s  a v o n s  _ -  
e n t r e p r i s  l ' a n a l y s e  s t r u c t u r a l e  d e s  GSL. % 'IL& -3 
111 - COMPOSITION E N  OSES 

L ' a n a l y s e  de  l a  c o m p o s i t i o n  e n  o s e s  a  é t é  r é a l i s é e  e n  c o l l a b o -  

r a t i o n  a v e c  l ' é q u i p e  du P r o f e s s e u r  FOURNET e t  s ' e s t  r é v é l é e  d é c e v a n t e .  

L e s  MGCer r e p r é s e n t e  e n v i r o n  30 à 40% d e s  g l y c o s p h i n g o l i p i d e s  

n e u t r e s  t o t a u x  ; i l s  s o n t  e s s e n t i e l l e m e n t  composés d e  g l u c o s e  pour  l e s  

e x t r a i t s  d e  p o l l e n s ,  d e  s t y l e s  ( v i e r g e s ,  a u t o -  e t  x é n o p o l l i n i s é s )  

indépendamment  du g é n o t y p e  p o l l i n i q u e  u t i l i s é  l o r s  d e  l a  p o l l i n i s a t i o n  

( c o m p a t i b l e  e t  i n c o m p a t i b l e )  . 
La c o m p o s i t i o n  e n  o s e s  d e s  DGcer e s t  p l u s  h é t é r o g è n e  a i n s i  que 

t é m o i g n e  l e  t a b l e a u  no 1 1 .  Q u a t r e  o s e s  s o n t  i d e n t i f i é s  : g l u c o s e ,  

mannose ,  rhamnose e t  a r a b i n o s e .  La r e c h e r c h e  d ' o s a m i n e s  a  é t é  n é g a t i v e .  

Le g l u c o s e  r e p r é s e n t e  80% d e s  r é s i d u s  o s i d i q u e s  d e s  DGCer. T r o i s  a u t r e s  

o s e s  t e l s  q u e  l e  r h a m n o s e ,  l ' a r a b i n o s e  e t  l e  mannose  a p p a r a i s s e n t  

é g a l e m e n t  m a i s  e n  t r è s  f a i b l e  q u a n t i t é .  Des r é s u l t a t s  s i m i l a i r e s  ont 



TABLEAU 11 
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é t é  o b t e n u s  p a r  BRIS s u r  Oenotheaa middounienoid ( n o n  p u b l i é s ) .  Le 

g l u c o s e  r e p r é s e n t e  t o u j o u r s  l ' o s e  m a j e u r  ( s i n o n  l e  s e u l )  d e s  g l y c o -  

l i p i d e s .  L e s  e x t r a i t s  p o l l i n i q u e s  s e  d i s t i n g u e n t  d e s  e x t r a i t s  s t y l a i r e s  

p a r  l e u r  r i c h e s s e  e n  rhamnose  e t  e n  a r a b i n o s e .  La p o l l i n i s a t i o n  e s t  

m a r q u é e  p a r  u n e  i n c o r p o r a t i o n  r e l a t i v e m e n t  i m p o r t a n t e  de  rhamnose e t  

d ' a r a b i n o s e ,  c e  q u i  t é m o i g n e  d e  l ' e x i s t e n c e  de  s y n t h è s e s  d i r i g é e s  p a r  

l e  g a m é t o p h y t e  m a l e .  I l  c o n v i e n t  é g a l e m e n t  d e  s o u l i g n e r  l a  p r é s e n c e  

s i g n i f i c a t i v e  du mannose : on s a i t  d e p u i s  l o n g t e m p s  q u ' i l  p e u t  c o n f é r e r  

aux m o l é c u l e s  de  g l y c o l i p i d e s  d a n s  l e s q u e l l e s  i l ' e s t  i n t é g r é ,  c e r t a i n e s  

p r o p r i é t é s  d e  r e c o n n a i s s a n c e .  

La c o m p o s i t i o n  e n  o s e s  d e s  d i v e r s  GSL n ' a  pu ê t r e  r é a l i s é e  e n t i è -  

r e m e n t .  En e f f e t ,  l e s  q u a n t i t é s  t r o p  f a i b l e s  de  TGCer e t  TRGCer a i n s i  

q u e  l a  p r é s e n c e  d e  80% d e  g l u c o s e  r e n d e n t  l e s  d iagrammes  i n i n t e r p r é t a b l e s .  - - 
A u s s i  au  t e r m e  d e  c e t t e  a n a l y s e  il n e  nous  a  p a s  é t é  p o s s i b l e  d e  

d é f i n i r  l a  c o m p o s i t i o n  e n  o s e s  d e s  d i v e r s  GSL e t  d e  c o n f i r m e r  l e u r  

r 6 1 e  d e  d é t e r m i n a n t s  d e  s u r f a c e  s p é c i f i q u e s .  Comme d e s  a l t é r a t i o n s  d a n s  

l e  d e g r é  d e  g l y c o s y l a t i o n  d e s  GSL s u r v e n a i e n t  e n  f o n c t i o n  d e  l a  p o l l i -  

n i s a t i o n  e t  t é m o i g n a i e n t  d e s  m o d i f i c a t i o n s  d e  m é t a b o l i s m e  s u r v e n u e s  

d a n s  l e s  s t y l e s ,  il é t a i t  t e n t a n t  de  s p é c u l e r  s u r  u n e  p a r t i c i p a t i o n  

é v e n t u e l l e  d e s  GSL d a n s  l e s  phénomènes d e  r e c o n n a i s s a n c e  ou d e  r é g u l a t i o n  

de c r o i s s a n c e .  C e p e n d a n t  l ' é t u d e  d e  l a  c o m p o s i t i o n  en o s e s  n e  nous  a 

p a s  c o n d u i t  v e r s  l a  c a r a c t é r i s a t i o n  de  GSL s p é c i f i q u e s  d ' a l l è l e s  d ' i n -  

c o m p a t i S i l i t 6 .  L e u r  i m p l i c a t i o n  comme r é c e p t e u r s  r e s t e  donc  h y p o t h é t i q u e .  

I V  - COMPOSITION EN ACIDES GRAS 

L ' é t u d e  de  l a  c o n p o s i t i o n  e n  a c i d e s  g r a s  a  é t é  r é a l i s e e  pour  l e s  

GSL n e u t r e s  t o t a u x  e t  p o u r  c h a q u e  c l a s s e  d e  GSL. L e s  t e c h n i G u e s  u t i -  

l i s é e s  s o n t  d é c r i t e s  e n  d é t a i l s  f i c h e s  T l 1  à T l 4  e t  l e s  r é s u l t a t s  

o b t e n u s  c o r r e s p o n d e n t  aux  p u b l i c a t i o n s  1 ,  2 ,  3 e t  5 .  



TABLEAU 12 

EVOLUTlON DE LA REPARTITION DES ACIDES GRAS 

DANS LES GSL NEUTRES APRES POLLINISATION 

L 

0-8 h 

ô-24 h 

AUTOPOLLINISATION 

acides gras 
courts 

\ 

\ 

XENOPOLLINISATION 

acides gras 
courts 

\ 

f 

acides gras 
longs 

f 

f 

oléate , 

linoiéate 

\ 

\ 

acides gras 
longs 

/' 

\ 

oléate 
linoléate , 

f 

/f - .  



A - COMPOSITION EN ACIDES GRAS DES GSL NEUTRES TOTAUX ..................... ---------- ---- ---- ---------- 
( p u b l i c a t i o n  n o  1) 

Les  s t y l e s  v i e r g e s  s e  s o n t  r é v é l é s  p o s s é d e r  d e s  g l y c o l i p i d e s  

t r è s  s a t u r é s ,  a l o r s  q u e  l e  p o l l e n  e s t  c a r a c t é r i s é  p a r  l a  p r é s e n c e  

d ' a c i d e s  g r a s  p o l y i n s a t u r é s .  

Des v a r i a t i o n s  d a n s  l a  r é p a r t i t i o n  d e s  a c i d e s  g r a s  s o n t  e n r e -  

g i s t r é e s  a p r è s  p o l l i n i s a t i o n .  Deux p h a s e s  p e u v e n t  ê t r e  d i s t i n g u e e s  : 

- l a  p r e m i è r e  s e  d e f i n i t  a p r è s  8  h e u r e s  de  c r o i s e m e n t  e t  s e  

c a r a c t é r i s e  p a r  l a  d i m i n u t i o n  d e s  a c i d e s  g r a s  c o u r t s  e t  l ' a u g m e n t a t i o n  

d e s  a c i d e s  g r a s  l o n g s .  C ' e s t  u n i q u e m e n t  a u  n i v e a u  d e s  a c i d e s  p o l y i n s a -  

t u r é s  en  C l 8  que  s e  d i f f é r e n c i e n t  l e s  d e u x  p o l l i n i s a t i o n s .  L ' a u t o p o l -  

l i n i s a t i o n  c o ï n c i d e  a v e c  un e f f o n d r e m e n t  d e s  t a u x  d ' a c i d e  o l é i q u e  

( C l 8  : 1 )  e t  l i n o l é i q u e  ( C l 8  : 2 ) .  - - 
- i a  s e c o n d e  p é r i o d e  s e  d é f i n i t  a p r è s  2 4  h e u r e s  d e  c r o i s e m e n t .  

En a u t o p o l l i n i s a t i o n ,  l e  p r o f i l  d e  r é p a r t i t i o n  d e  8 h e u r e s  ne  f a i t  

q u e  s ' a c c e n t u e r ,  p a r  c o n t r e ,  e n  x 0 n o p o l l i n i s a t i o n ,  u n e  b r u s q u e  i n v e r s i o n  

d a n s  l e  p r - o f i l  d e  r é p a r t i t i o n  s ' i n s t a l l e  ( t a b l e a u  n o  12 ) . 

B - COMPOSITION E N  ACIDES GRAS DES DIVERS GSL ( p u b l i c a t i o n s  n o  2 e t  3) ----------------------------------------- 
L e s  a n a l y s e s  de  l a  c o m p o s i t i o n  en a c i d e s  g r a s  d e s  C e r ,  MGCer, 

DGCer, TGCer e t  TRGCer c o n d u i s e n t  à peu p r è s  aux mêmes c o n c l u s i o n s .  

En e f f e t ,  l e s  mêmes v a r i a t i o n s  s o n t  r e t r o u v é e s  au  n i v e a u  d e s  

c é r a m i d e s  e t  d e s  m o n o g l y c o s y l c é r a m i d e s  q u i  r e p r é s e n t e n t  eux  s e u l s  

6 3  à 86% d e s  g l y c o s p h i n g o l i p i d e s  n e u t r e s .  A i n s i  l a  c o m p o s i t i o n  en a c i d e s  

g r a s  d e  c e s  deux  g l y c o s p h i n g o l i p i d e s  ( C e s ,  MGCer) i m p r i m e r a  à o n c  l e  

s e n s  d e  r é p a r t i t i o n  d e s  a c i d e s  g r a s  au n i v e a u  d e s  g l y c o s p h i n g o l i p i d e s  

t o t a u x .  C e  p r o f i l  d e  r é p a r t i t i o n  n ' e s t  c e p e n d a n t  p a s  g é n é r a l  e t  ne 

c o ï n c i d e  p a s  a v e c  c e l u i  d e s  DGCer e t  TGCer e t  TRGCer e n  p a r t i c u l i e r  . 



FIGURE 29 

MECANISMES D'ENTREE ET DE SORTlE DES IONS CALCIUM AU TRAVERS 

DE LA MEMBRANE 
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11 c o n v i e n t  donc d e  d i f f é r e n c i e r  l e s  d e u x  t y p e s  d e  r é p o n s e s  : 

l ' u n e ,  e n r e g i s t r é e  au n i v e a u  d e s  C e r  e t  MGCer e t  q u i ,  e n  r a i s o n  d e  l a  

r a p i d i t é  d e  l e u r  t u r n - o v e r , v a  r e f l è t e r  l ' é t a t  m é t a b o l i q u e  du s t y l e  e t  

du t u b e  p o l l i n i q u e  au moment de  l ' a n a l y s e  ; l ' a u t r e ,  c o r r e s p o n d a n t  aux 

g l y c o l i p i d e s  p l u s  c o m p l e x e s  q u i  s o n t  l e s  t é m o i n s  du m é t a b o l i s m e  l i p i -  

d i q u e  p r é s e n t  p e u  d e  t e m p s  a u p a r a v a n t .  La s i g n i f i c a t i o n  b i o l o g i q u e  de  

c e s  v a r i a t i o n s  d e  l a  m a t r i c e  l i p i d i q u e  e s t  d o n c  p o s é e .  

C - SIGNIFICATION BIOLOGIQUE ........................ 
L e s  r é c e n t s  t r a v a u x  o n t  a t t r i b u é  aux a c i d e s  g r a s  un r ô l e  i m p o r t a n t  

d a n s  l e  c o n t r ô l e  d e  l a  p h y s i o l o g i e  m e m b r a n a i r e  (FRIEDMAN -83-1.  C ' e s t  

e n  e f f e t  s u r  e u x  q u e  r e p o s e n t  l e s  t r a n s i t i o n s  d e  p h a s e s  q u i  r é g u l e n t  

l a  f l u i d i t é  m e m b r a n a i r e  (HAINES -99-1.  De p l u s ,  l e  c o n t r ô l e  d e  l a  - - 
p e r m é a b i l i t é  a u x  i o n s ,  q u ' e l l e  s o i t  p a s s i v e  ou a c t i v e  ( f a i s a n t  i n t e r -  

v e n i r  l e s  A T P a s e s ) ,  n e  p e u t  s e  c o n c e v o i r  s a n s  une  r e g u l a t i o n  d e  l a  

f l u i d i t é  m e m b r a n a i r e  (KUIPER -156-1.  C e p e n d a n t ,  d ' a u t r e s  f o n c t i o n s ,  

m o i n s  é v i d e n t e s ,  l e u r s  s o n t  é g a l e m e n t  a t t r i b u é s ,  t e l l e s  : 

a) - c o n t r ô l e  de  l a  c r o i s s a n c e  ou d e  l ' a d h é s i o n  c e l l u l a i r e  

(HORWITZ e t  c o l l .  - 1 2 1 - 1 ,  d e  l a  d i v i s i o n  d e s  c e l l u l e s  l y m p h o i d e s ,  cies 

i n t e r a c t i o n s  m i t o g è n e - l y m p h o c y t e  e t  d e  l'immune-suppression (MEADE- 

MERTIN - 1 9 9 - ) ,  d e  l a  r é a c t i v i t é  d e s  a n t i g è n e s  e t  d e s  a n t i c o r p s  

(ALVING) RICHARDS -6 - )  . 
b )  - r é g u l a t i o n  o u  m o d u l a t i o n  d e s  enzymes a l l o s t e r i q u e s  l i é s  aux 

m e z b r a n e s  (FARIAS e t  c o l l .  - 7 3 - )  ou du p o t e n t i e l  d e  membrane ( F R I E D M A N  

-83-1. 

11 e s t  d i f f i c i l e ,  a v e c  l e s  é l é m e n t s  d o n t  nous  d i s p o s o n s  e t  s a n s  

é t u d e s  ~ h y s i q u e s ,  d ' é v a l u e r  l ' é t a t  f l u i d e  de  l a  membrane.  Un schéma 

g é n é r a l  s e  d é g a g e  c e p e n d a n t  de  c e s  a n a l y s e s  d e  l a  c o m p o s i t i o n  en 

a c i d e s  g r a s  d e s  GSL. , 



En e f f e t ,  l a  f l u i d i t é  membranai re  semble  é v o l u e r  d i f f é r e m m e n t  

a p r e s  a u t o -  ou x 6 n o p o l l i n i s a t i o n .  A l ' a u t o p o l l i n i s a t i o n  c o r r e s p o n d  

l ' a p p a r i t i o n  de GSL complexes f o r t e m e n t  h y d r o x y l é s  e t  d ' a c i d e s  g r a s  

s a t u r é s ,  ce  q u i  a  pour  conséquence  d e  d i m i n u e r  l a  f l u i d i t é  membranai re .  

P a r  c o n t r e ,  l a  r é p a r t i t i o n  e n t r e  a c i d e s  g r a s  l o n g s  e t  c o u r t s ,  l ' a c c u -  

m u l a t i o n  d ' a c i d e s  o l é i q u e  e t  l i n o l é i q u e  ne f a i t  que r e n d r e  l e s  membranes 

p l u s  f l u i d e s  a p r e s  x é n o p o l l i n i s a t i o n .  

Une r e l a t i o n  p a r t i c u l i e r e  e x i s t e  éga l emen t  e n t r e  l ' a l t é r a t i o n  

d e  l a  compos i t i on  e n  a c i d e s  g r a s  e t  l e  changement  de  l a  p e r m é a b i l i t é  

aux i o n s  e t  des  a c t i v i t é s  enzymat iques  l i é e s  aux membranes (BASLAM e t  

c o l l .  -107-,  DAVIS e t  c o l l .  -57-, WOJTCZAK -316-1. 

Les mécanismes de  t r a n s p o r t ,  p a s s i f  ou a c t i f ,  l i é s  a l a  p r é s e n c e  

d 'enzymes ,  s o n t  i n f l u e n c é s  p a r  l e  c o n t e n u  en  a c i d e s  g r a s  d e s  membraneS: 

P a r  exemple,  l a  p e r m é a b i l i t d  d e s  i o n s  p o t a s s i u m  dans  l e s  l i p o s o m e s  

augmente p a r a l l è l e m e n t  B l ' a c c r o i s s e m e n t  du d e g r é  de d é s a t u r a t i o n  d e s  

a c i d e s  g r a s  (VAN DEENEN -299-,  DAVIS e t  SILBERT -57-1 .  Le t r a n s p o r t  

a c t i f  d e s  i ons  au  n i v e a u  d e s  m i t o c h o n d r i e s  e t  du r é t i c u l u m  s a r c o p l a s -  

mique e s t  Cgalement  en r e l a t i o n  a v e c  l a  p r é s e n c e  d ' a c i d e s  g r a s  

d é s a t u r é s  (HASLAM -107-1 . 
Nous i n s i s t e r o n s  p a r t i c u l i e r e m e n t  s u r  l e  r d l e  d e s  a c i d e s  o l é i q u e  

( C i 8  : 1 )  e t  l i n o l é i q u e  ( C l 8  : 2 ) .  En e f f e t ,  c e s  deux a c i d e s  g r a s  a i n s i  

que l ' a c i d e  a r a c h i d o n i q u e  ( C Z O  : 4 )  s o n t  de p u i s s a n t s  r e g u l a t e u r s  d e s  

ATPases e t  en p a r t i c u l i e r  d e s  ATPases Ca 2+ d b p e n d a n t e s .  S i  l e u r  concen-  

t r a t i o n  augmente n e  s e r a i t - c e  que d e  1 % ,  il s ' e n s u i t  une i n h i b i t i o n  d e  

l ' i n f l u x  du Ca,  e t  une s t i m u l a t i o n  d e  s a  l i b é r a t i o n  ( F i g u r e  n 3 2 9 )  

(SCHALZING-KUTSCHERA -267-, CHSAH - 4 5 - 1 .  O r  c e s  a c i d e s  g r a s  ne s o n t  p a s  

i n t é g r é s  dans l e s  GSL a p r e s  a u t o p o l l i n i s a t i o n ,  e t  de p l u s ,  i l s  s o n t  



r e t r o u v é s  B l ' é t a t  l i b r e  dans  l e  p o l l e n  (BRIS -34-1. A i n s i  l e s  f l u c t u -  

a t i o n s  de l a  c o n c e n t r a t i o n  du m i l i e u  i n t r a c e l l u l a i r e  en o l e a t e - l i n o l e a t e  

p o u r r a i e n t  r e g u l e r  l ' i m p o r t a t i o n  e t  l ' e x p o r t a t i o n  du Ca '+ q u i  e s t  

r e s p o n s a b l e ,  s e l o n  PICTON e t  STEER - 2 4 2 , d u  c o n t r ô l e  de l a  c r o i s s a n c e  

du t u b e  p o l l i n i q u e .  

Une a u t r e  coPncidence  e s t  f r a p p a n t e  ; e l l e  concerne  l e  r ô l e  de 

s t i m u l a t e u r  de  c r o i s s a n c e  de c e s  mêmes a c i d e s  g r a s  ( H O R W I T Z  e t  c o l l .  

-121-1. 

Les p e r t u r b a t i o n s  dans  l a  r é p a r t i t i o n  des  a c i d e s  g r a s  c o ï n c i d e n t  

a v e c  d e s  d i f f é r e n c e s  d e  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  

m o d i f i é e s .  Cela  s e  t r a d u i t  en  p a r t i c u l i e r  p a r  d e s  m o d i 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 changements s o n t  

o b s e r v é s  quand on augmente l e  p o u r c e n t a g e  d ' a c i d e s  g r a s  s a t u r é s  d a n s -  

une membrane, c a r  on a c c é l e r e  éga lement  l a  t r a n s i t i o n  de phase  du 
t 

c r i s t a l  " s o l i d e - l i q u i d e "  d a n s  l e  s e n s  d ' u n e  f l u i d i t é  p l u s  f a i b l e .  

Ces changements de  p r o p r i é t é s  p h y s i q u e s  d e s  membranes c e l l u l a i r e s ,  

s o n t  d é t e c t a b l e s  i n  v i v o  p a r  d e s  t e c h n i q u e s  é l e c t r o p h y s i o l o g i q u e s  

( F R I E D M A N  -83-1-LINSKENS e t  ~011. -182- o n t  éga lement  a p p l i q u é  ces  

mgmes t e c h n i q u e s  chez  PetunLa k g b a i d a .  Des v a r i a t i o n s  d ' a m p l i t u d e  du 

p o t e n t i e l  d ' a c t i o n  s o n t  d é c e l é e s  e n t r e  l e  s t i g m a t e  e t  l a  b a s e  de  l ' o v a i r e ,  

en  r e l a t i o n  avec  l a  p o l l i n i s a t i o n  c o m p a t i b l e  e t  i n c o m p a t i b l e .  

D - CONCLUSION ---------- 
Au terme de c e t t e  a n a l y s e  s u r  l a  compos i t i on  en a c i d e s  g r a s  des  

G S L  n e u t r e s ,  il a  é t é  p o s s i b l e  de m e t t r e  e n  é v i d e n c e  une m o b i l i s a t i o n  

a c t i v e  des  a c i d e s  g r a s  en f o n c t i o n  de l a  p o l l i n i s a t i o n .  C e t t e  n o b i l i -  

s a t i o n  e s t  c o n t r ô l é e  p a r  l e  gamétophyte m a l e ,  p u i s q u e  c e r t a i n s  a c i d e s  

g r a s  t y p i q u e s  d e s  e x t r a i t s  p o l l i n i q u e s  s o n t  r e t r o u v é s  dans l e s  e x t r a i t s  

d e  s t y l e s  p o l l i n i s é s .  



TABLEAU 13 

EVOLUTION DE LA REPARTITION DES SPHINGOSINES 
DANS LES CERAMIDES APRES POLLlNlSATlON 

* 
abrbviation : BLC base B longue chaîne de type sphingosine 

d 

0-8 h 

8:24 h 

XENOPOLLlNISATION 

d&fraf!~n 

/' 

AUTOPOLLINISATION 

degré de 
désaturation 

\ 

\ 

BLC 
courtes 

/ 

BL8 cou es 

\ 

BLC 
longues 

f 

. - 

BLC 
longues 

f 



11 semble que la physiologie membranaire soit déterminante dans 

la réaction d'autoincompatibilité. Un fait bien connu est à rapprocher 

de ces résultats. L'autoincompatibilité ne s'exprime pas â basse tempé- 

rature. Divers phénomènes, dont la fluidité membranaire, sont modifies 

par l'abaissement thermique ainsi que par l'intervention d'autres 

paramètres tels que les variations de pH. 

A ces changements de profils de répartition des acides gras 

correspondent des perturbations dans les propriétés membranaires 

qu'elles soient électriques, enzymatiques ou autres ; l'ensemble de 

ces modifications de structure et de contrdle sont â la base même 

de la régulation du processus d'auto-rejet. 

V - ANALYSE DE LA COMPOSITION EN BASES DE TYPE SPHINGOSINE - - 
L'analyse de la composition en base â longue chaîne (BLC), telle 

la sphingosine,a été réalisée pour les divers GSL neutres. Les détails 

des techniques utilisées sont consignés fiches Tl1 et T15. Les résultats 

obtenus correspondent aux publications 2 et 4. 

A - COMPOSITION EN BASES DE TYPE SPHINGOSINE (publications no 2 et 4 )  ----- -------- ........................... 
Les pollens sont uniformément caractérisés par une extraordinaire 

richesse en heptadécasphinganine (dl7 : O) et phytosphingosine (t18 : 0). 

Les styles sont d'une manière moins constante, caractérisés par la 

présence de sphingosine (dl8 : 1). 

D'une manière générale, l'autopollinisation affecte le degré de 

saturation des bases à longue chaîne en le réduisant constamment comme 

cela a été rencontré pour les acides gras. 

De plus, au niveau des céramides on retrouve la même évolution 

du profil de répârtition des bases (tableau n O 13 : 



- dans un p r e m i e r  temps (0-8 h e u r e s )  a u t o -  e t  x é n o p o l l i n i s a t i o n  

s ' a ccompagnen t  d ' u n e  a u g m e n t a t i o n  d e s  t e n e u r s  en b a s e s  d o n t  l a  c h a f n e  

a l i p h a t i q u e  c o n t i e n t  p l u s  d e  18 a tomes  de  c a r b o n e  e t  d e  l a  b a i s s e  d e s  

b a s e s  à cha lne  h y d r o c a r b o n é e  p l u s  c o u r t e  . L ' o p p o s i t i o n  e n t r e  a u t o -  e t  

x é n o p o l l i n i o a t i o n  s ' e x p r i m e  au  n i v e a u  du d e g r é  d e  s a t u r a t i o n .  

- p u i s  d a n s  un s e c o n d  temps comme pour  l e s  a c i d e s  g r a s ,  on a s s i s t e  

8 une i n v e r s i o n  du p r o f i l  d e  r d p a r t i t i o n  a p r e s  2 4  h e u r e s  de  x é n o p o l l i -  

n i s a t i o n .  Par  c o n t r e ,  l ' a u t o p o l l i n i s a t i o n  n e  f a i t  q u ' a c c e n t u e r  l e  

p t o f  i l  p r e c é d e n t .  

C e t t e  B v o l u t i o n  e s t  r e t r o u v d e  e n - p a r t i e  au  n i v e a u  d e s  MGCer, 

mais  p a s  au n i v e a u  d e s  GSL complexes pour  l e s q u e l s  l ' é v o l u t i o n  d e s  

b a s e s  en  f o n c t i o n  de l a  l o n g u e u r  g l o b a l e  d e s  c h a i n e s  e s t  p r a t i q u e m e n t  

n u l 1  e  . - - 
11 f a u t  é g a l e m e n t  s o u l i g n e r  combien l ' é t u d e  d e  l a  r é p a r t i t i o n  

d e s  b a s e s  s ' e s t  r é v é l é e  p r é c i e u s e ,  notamment dans  l ' a n a l y s e  du c o n t r d l e  

q u ' e x e r c e  l e  gamé tophy te  ma le  s u r  l a  s y n t h e s e  d e s  GSL. Ce f a i t  a d é j i  

é t é  c o n s t a t é .  P u i s q u e  p o l l e n  e t  s t y l e s  ne p o s s e d e n t  p a s  l e s  mêmes 

d é t e r m i n a n t s ,  une  o r i g i n e  p o l l i n i q u e  ou s t y l a i r e  p o u r r a  être a t t r i b u é e  

aux d i v e r s e s  b a s e s  ce q u i  p e r m e t t r a ,  d a n s  l e s  é t u d e s  c l t é r i e u r e s ,  de 

s u i v r e  l ' é v o l u t i o n  du mé tabo l i sme  d e s  GSL e n  f o n c t i o n  du temps e t  du 

t y p e  Be p o l l i n i s a t i o n .  

Dans un p r e m i e r  temps on a s s i s t e  B l ' i n c o r p o r a t i o n  des  b a s e s  de  

t y p e  p o l l i n i q u e  dans  l e s  GSL a p r e s  a u t o -  ou x c S n o p o l l i n i s a t i o n .  P u i s ,  

d a n s  un second temps ,  on c o n s t a t e  que c e t t e  i n c o r p o r a t i o n  ne p e r s i s t e  

q u ' e n  x 6 n o p o l l i n i s a t i o n  c e  q u i  t r a d u i t  l e  c o n t r d l e  du gamétophyte  mâle 

s u r  l e s  s y n t h è s e s  membranai res .  

B - S X G N I F I C A T I O N  B I O L O G I Q U E  ------------------------ 
Les c h a f n e s  a l i p h a t i q u e s  d e s  b a s e s  de  t y p e  s p h i n g o s i n e  s o n t  i m p l f -  



q u e e s ,  au même t i t r e  q u e  l e s  a c i d e s  g r a s ,  d a n s  l a  r é g u l a t i o n  d e s  

p r o p r i é t é s  p h y s i q u e s  d e s  membranes e t  e n  p a r t i c u l i e r  s u r  l e u r  é t a t  

d e  f l u i d i t d .  

L e s  b a s e s  à l o n g u e  c h a r n e  c o n t r o l e n t  l a  f l u i d i t é  m e m b r a n a i r e  a u  

moyen de  l e u r  d e g r é  de  s a t u r a t i o n  e t  p a r  l a  p r d s e n c e  d e  g r o u p e m e n t s  

h y d r o x y l é s .  I l  e s t  d i f f i c i l e  d ' é v a l u e r  l a  p a r t i c i p a t i o n  d e s  b a s e s  à 

l ' é v o l u t i o n  d e  l a  f l u i d i t é  m e m b r a n a i r e .  C e p e n d a n t ,  comme p o u r  l e s  

a c i d e s  g r a s ,  l ' a u t o p o l l i n i s a t i o n  c o ï n c i d e  a v e c  u n e  a u g m e n t a t i o n  de  l a  

s a t u r a t i o n  d e s  b a s e s ,  e t  p a r  c o n s é q u e n t ,  a v e c  une  p e r t e  d e  f l u i d i t é  

de  l a  m a t r i c e .  

O u t r e  c e t t e  i m p l i c a t i o n  d a n s  l a  d é f i n i t i o n  de  l ' a r c h i t e c t u r e  

m e m b r a n a i r e  e t  d a n s  s o n  é t a t  de  f l u i d i t é ,  l e s  b a s e s  p o s s è d e n t  d e s  

r 8 1 e s  q u i  l e u r  s o n t  p r o p r e s .  En e f f e t ,  l a  l o n g u e u r  de  l a  c h a f n e  .- 
a l i p h a t i q u e  d e s  s p h i n g o s i n e s  e s t  un f a c t e u r  d é t e r m i n a n t  d a n s  l ' a g r é -  

g a t i o n  d e s  g a n g l i o s i d e s  d e  l a  membrane s y n a p t i q u e  (YOHE e t  c o l l .  -318-). 

A i n s i  l a  l o n g u e u r  d e s  c h a I n e s  c a r b o n é e s  d e s  b a s e s  e t  l e u r  d e g r é  

d e  s a t u r a t i o n  i n f l u e n c e r o n t  l a  f l u i d i t é  m e m b r a n a i r e  d o n t  d é c o u l e r o n t  

l e s  p r o p r i e t e s  d e  p e r m é a b i l i t é  e t  l ' o r i e n t a t i o n  d e s  r é c e p t e u r s .  

VI - CONCLUSION 

Au t e r m e  de  c e t t e  é t u d e  s u r  l e s  GSL n e u t r e s ,  il a p p a r a l t  p r i m o r d i a l  

d e  d é f i n i r  p l u s  p r 6 c i s é m e n t  l e s  r e l a t i o n s  e n t r e  p o l l i n i s a t i o n  e t  

p e r m é a b i l i t é  c e l l u l a i r e .  

Nous a v o n s  d o n c  a b o r d é  c e t t e  d é f i n i t i o n  a v e c  l ' é t u d e  d e s  enzymes 

e t  c o f a c t e u r s  i m p l i q u é s  d a n s  l e  c o n t r ô l e  d e  l a  p e r m é a b i l i t é  c h e z  l e s  

v é g é t a u x ,  c ' e s t - à - d i r e  ATPases e t  s u l f o l i p i d e s .  



EVOLUTION DES GLYCOSPWINGOLIPIDES ACIDES EN FONCTION 

DE LA POLLINISATION 

A 

I 

Types d'extraits 

Styles vierges 
W166K 

Pollen W 166K 

Pollen T2U 

W166K.Wl66K 
8 heures 

W166K.TZU 
8 heures 

W166K.W 16ôK 
24 heures 

W166K.TZU 
24 heures 

retatif / styles 
vierges 

1,000 

* - 
O, 895 

0,447 

0,571 

O, 707 

GSL ACIDES TOTAUX 

nmoldg tissu 

48,74 

42,56 

55,82 

43,64 

21,83 

27,83 

34,47 

relatiflcroisement 
compatible 

2 ,O0 

1,OO 

O, 8 1 

1,OO 



CHAPITRE I V  

ANALYSE DES SULFOLIPIDES 

1 - INTRODUCTION 
Il nous a semblé important de définir la participation des GSL 

acides, et plus particulièrement des sulfolipides (SL) aux fonctions 

membranaires. 

L'étude des SL a été réalisée avec Petunia  hybnida et comporte 

l'analyse : 

- quantitative (taux des SL), 
- qualitative (évolution de la distribution des acides gras et 

des sphingosines en fonction de la pollinisation). 

Pour cela les sulfolipides ont été extraits et purifiés (Fiches- 

T2 à Tg), dosés (Fiche TlO), hydrolysés (Fiche T11). L'tZtude des compo- 

sitions en acides gras et en sphingosine a été réalisée comme pour les 

GSL neutres (Fiches Tl2 à 15). 

II - RESULTATS 
A - POLLINISATION ET SULFOLIPIDES (publication no 1) ............................. 

Il nous a paru intéressant de doser les glycosphingolipides 

acides et neutres afin de comparer leur importance relative dans les 

pollens et dans les styles vierges, auto- et xénopollinisés. Ce dosage 

a eté effectue selon la néthode fluorimétrique décrite par NA01 et 

telle que nous l'avons précécemment appliquée aux glycosphlngolipides 

totaux (Fiche T!O). 

Les résultats concernent les dosages des glycosphingol~pides 

acides sont cor.si;nés dans le tableau no 14. 

L'examer, du tableeu précédent esc intéressant. Nous constatons 

en effet qu'au riiveau des Cosaoes des sulfatides,les styles vierges 



(W166K) sont relativement plus riches que le pollen de même génotype. 

L e  pollen T2U est lui caractérisé par sa richesse en sulfatides. 

Les pollinisations compatibles et incompatibles s'accompagnent 

de variations des teneurs en fonction du temps de pollinisation. Ainsi, 

la xénopollinisation, malgré l'apport d'un pollen relativement plus 

riche en sulfatides, présente une forte diminution de ces glycosphin- 

golipides acides apr&s 8 heures de pollinisation ( 5 5 %  environ). Les 

diminutions des teneurs en sulfatides ne sont plus que d'environ 30% 

apr&s 24 heures. 

Par contre, au cours de l'autopollinisation les teneurs en sulfa- 

tides diminuent lentement de O B 8 heures (10,5%), puis cette diminution 

des teneurs s'accuse fortement de 8 heures B 24 heures (43% environ). 

B - DISTRIBUTION DES ACIDES GRAS DES SULFOLIPIDES 
-----------------c--------------------------- 

Ces résultats n'ayant pas encore été publiés sont consignés 

tableau n o  15. 

Les profils de répartition des acides gras dans les SL des deux 

pollens se ressemblent €normément ; acides palmitique et stéarique en 

sont les acides gras majeurs. 

On les retrouve également en très forte quantité dans les styles 

vierges. Cependant, il convient de souligner la grésence d'un troisieme 

acide gras majeur :l'acide oléique (C18:l) qui confère aux styles un degré 

de saturation plus faible. 

La caracteristique la plus surprenante de ces trois distributions 

est l'extraordinaire degré de saturation des chaines aliphatiques. 

Cependant, il semble que ce soit un trait ggnéral des sulfolipides qui 

prdsentent, quel que soit le règne (anunal ou végétal), un degré 6e 

saturation plus élevb, des chaInes aliphatiques plus longues que les 



g l y c é r o l i p i d e s  (HANSSON -105-1 . Ce t r a i t  e s t  p l u s  marqué chez  l e s  

p l a n t e s  où l e s  l i p i d e s  g é n é r a l e m e n t  t r e s  s a t u r e s  s o n t  t r & s  r i c h e s  

en a c i d e  p a l m i t i q u e  (Cl6  : O 1  (KUIPER -156-1. Les SL d e s  o r g a n e s  

r e p r o d u c t e u r s  d e  Petunia h y b h i d a  n ' y  f o n t  p a s  e x c e p t i o n .  CepenZant 

l a  r a i s o n  d e  c e t t e  o p p o s i t i o n  e n t r e  l e s  SL e t  l e s  g l y c é r o l i 2 : d e s  

n ' e s t  p a s  e n c o r e  connue.  

L ' é v o l u t i o n  du p r o f i l  d e  r é p a r t i t i o n  d e s  a c i d e s  g r a s  d a n s  l e s  

SL a p r è s  p o l l i n i s a t i o n  e s t  r e l a t i v e m e n t  c o n p l e x e .  Nous e a v i s a g e r o n s  

donc comme pour  l e s  G S L  n e u t r e s  : 

- l ' é v o l u t i o n  du d e g r é  de  s a t u r a t i o n ,  

- l ' é v o l u t i o n  d e s  a c i d e s  g r a s  " c o u r t s "  : c ' e s t - à - d i r e  d o n t  l a  

c h a l n e  a l i p h a t i q u e  compor te  moins  de  18 a tomes  d e  c a r b o n e ,  

- l ' é v o l u t i o n  d e s  a c i d e s  g r a s  " l o n g s " .  . - 
A i n s i  a p r e s  8 h e u r e s  d e  p o l l i n i s a t i o n  c o m p a t i b l e ,  l ' e n s e m b l e  

d e s  a c i d e s  g r a s  s a t u r é s  d i m i n u e n t  à l ' e x c e p t i o n  d e  l ' a c i d e  s t é a r i q u e  

( C i 8  : 0) ; s o i t  une  a u g m e n t a t i o n  de 2 0 %  du d e g r 6  d ' i n s a t u r a t i o n .  Ces  

8 h e u r e s  d e  p o l l i n i s a t i o n  s o n t  é g a l e m e n t  marquées  p a r  une  a u g m e n t a t i o n  

g b n g r a l e  d e s  a c i d e s  g r a s  B l o n g u e s  c h a l n e s  au d é t r i m e n t  d e s  a c i d e s  

g r a s  a c h a i n e s  c o u r t e s .  E n s u i t e  a p r s s  2 4  h e u r e s ,  s e u l s  l e s  a c i d e s  g r a s  

B charries c o u r t e s  rgaugmen ten t  t a n d i s  que  l e s  a u t r e s  d i m i n u e n t .  C e t t e  

é v o l u t i o n  du p r o f i l  d e  r é p a r t i t i o n  d e s  a c i d e s  g r a s  d a n s  l e s  SL e s t  à 

r a p p r o c h e r  d e  c e l l e  d e s  GSL n e u t r e s .  En e f f e t ,  l a  d i s t r i b u t i o n  d e s  

a c i d e s  g r a s  d a n s  l e s  GSL n e u t r e s  e t  a c i d e s  (SI,) s u i t  l e s  mëmes l o i s .  

f n v e r s e m e n t  l ' a u t o p o l l i n i s a t i o n  s ' accompagne  d ' u n e  s a t u r a t i o n  

de p l u s  e n  p l u s  g r a n d e  d e s  c h a z n e s  a l i p h a t i q u e s .  Après  8 h e u r e s  de  

p o l l i n i s a t i o n ,  l e s  a c i d e s  g r a s  d c h a i n e s  c o u r t e s  d i m i n u e n t  l é g è r e m e n t  

c o n t r a i r e m e n t  aux a c i d e s  g r a s  8 c h a l n e s  l o n g u e s .  E n s u i t e ,  a p r è s  2 4  h e u r e s ,  

on  e n r e g i s t r e  une i n v e r s i o n  de  p r o f i l  c a r a c t é r i s é e  p a r  l ' e f f o n d r e m e n t  

des t a u x  d ' a c i d e s  g r a s  à c h a f n e s  l o n g u e s .  



TABLEAU 15 

COMPOSITION EN ACIDES GRAS DES SULFATIDES DE PETUNIA HYBRIDA 

-- . 
TC14:0 

C15:O 

C16:O 
C16: 1 

C17:O 

C18:O 
C18: 1 
C18:2 
C18:3 

C 2 0 :  O 
C20: 1 

C22 : 0 

C24:O 

pollen 

T2U 

4,76 

3,69 

47,41 
1,53 

1,99 

21,74 
3,54 
1,20 - 
5,14 - 
5,35 

3,64 

styles 

vierges 
W166K 

6,66 

3, 15 

34,34 
4,66 

2,14 

30,80 
12,18 

1,89 - 
4,17 - 
- 
- 

1 

pollen 
W166K 

4,OO 

3,03 

55,Ol 
1,41 

1,09 

22,37 
2,80 
2,lO - 
2,51 - 
3,04 

2,63 

W166K.WI66K 

24 h 

1,OO 

O, 77 

48,87 
0,92 

1,37 

25,69 

O, 2 6 
0948 

O, 09 

8,84 - 
8,64  

3,06 

W166K.Wl66K 

8 h  

5,22 

3,76 

37,72 
1,22 

O, 90 

32,17 
4,33 
O, 70 - 
5,39 - 
5,50 

3908 

W 166K .T2U 

8 h  

3,75 

2,81 

23,71 
3,83 

O, 71 

35,OO 
19,12 
2,97 
2,05 

2,49 
3,55 

- 
- 

W166K.TZU ' 

24 h 

9,33 

4,17 

47,82 
1,28 

2,Ol 

25,36 
3,28 
1,25 - 
2,63 - 
1,58 

1,28 



Ces résultats ont &te égaiement retrouves pour Ocnotheha 

mbbbouhienaib, surtout en ce qui concerne la xénopollinisation 

(DELBART et ~011. -59-1  . 
Il semble donc que la xénopollinisation s'accompagne d'un ensemble 

cohérent de modifications dans l'architecture membranaire du moins 

en ce qui concerne la répartition et l'intégration des acides gras, 

allant dans le sens d'une optimisation de la fluidité et de la perme- 

abilité, conditions essentielles pour la croissance du tube pollinique. 

C - DISTRIBUTION DES SPHINGOSINES DANS LES SULFOLIPIDES ................................................... 
Les résultats de l'analyse de la répartition des sphingosines 

dans les sulfolipides sont reportés tableau no 16- 

La répartition des bases dans les sulfolipides d'extraits polli- . - 
niques varie énormément en fonction du clBne analysé. Par contre, ils 

s'opposent par leur degré d'insaturation aux SL des extraits stylaires. 

Ces derniers sont plus saturés. 

Les SL stylaires se caracterisent &galement par des sphingosines 

à très longue chaîne (20 atones de carbone). 

Il convient aussi de souligner un fait curieux concernant,les 

bases trihydroxylées telles que la phytosphingosine (t18 : 0) qui ne 

sont pas ou peu incorporées dans les SL. Ce fait a éte retrouvé pour 

les SL d'Oenothères (DELBART et coll. -59-1 il semble que ceci soit 

une règle ggnérale pour les sulfolipides des tissus animaux (HANSSON 

et coll. -105-1. 

La x~nopollinisation s'accompagne d'abord d'une augmentation du 

taux d'insaturation. De plus, on assite à La perte de l'incorporation 

des sphingosines des extraits stylaires (dl8 : 0, d20 : O) au profit 

des bases possédant des chaines carbonees plus courtes. Après 24 heures, 

le profil de distribution s'inverse. 
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L ' a u t o p o l l i n i s a t i o n  s ' a c c o m p a g n e  d e  f a ç o n  t r è s  c l a s s i q u e  main-  

t e n a n t  d ' u n e  s a t u r a t i o n  e x a g é r é e  e t  s ' o p p o s e  à l a  x é n o p o l l i n i s a t i o n  

p a r  l a  m o b i l i s a t i o n  d e s  b a s e s  à t r è s  l o n g u e  c h a l n e  a l i p h a t i q u e .  

I I I  - INTERPRETATION DES RESULTATS 

A - SULFOLIPIDES ET TRANSPORT ACTIF DES CATIONS ........................................... 
Les  s u l f o l i p i d e s  s o n t  en g é n é r a l  a s s o c i é s  au t r a n s p o r t  a c t i f  du 

Na+ e t  K+ c h e z  l e s  p l a n t e s .  I l s  s o n t  c o n s i d é r é s  comme l e s  c o f a c t e u r s  

e s s e n t i e l s  d e s  ATPases ~ a + ,  K+ d é p e n d a n t e s .  11 s e m b l e r a i t  q u e  c e s  SL, 

p a r  l e u r s  c h a r g e s  n 6 g a t i v e s ,  a t t i r e n t  l e s  c a t i o n s  e t  c e ,  q u e l  q u e  s o i t  

l e  r è g n e  é t u d i é  (KARLSSON - 1 3 5 - ) .  

I l s  s o n t  e g a l e m e n t  c o n s i d é r é s  comme l e s  c o f a c t e u r s  d e s  ATPases 

c a 2 +  d é p e n d a n t e s ,  au  mgme t i t r e  q u e  l a  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  (KUIPER - - 
-156-1.  

Les  t r a v a u x  d e  KARLSSON e t  c o l l .  -135-136- o n t  p e r m i s  d e  m e t t r e  

e n  é v i d e n c e  une  r e l a t i o n  s t o e c h i o r n 6 t r i q u e  e n t r e  l e s  c o n c e n t r a t i o n s  t i s s u -  

l a i r e s  e n  SL e t  l ' a c t i v i t é  d e s  ATPases Na+, K+ d é p e n d a n t e s ,  enzymes 

q u i  s o n t  c o n s i d é r é s  comme i m p l i q u é s  s p é c i f i q u e m e n t  d a n s  l a  c r a n s l o -  

c a t i o n  du ~ a +  e t  du K+. C e t t e  r e l a t i o n  ( F i g u r e  n o  30 ) ne  s e  r e t r o u v e  

p a s  u n i q u e m e n t  p o u r  l e s  t i s s u s  c a r a c t é r i s é s  p a r  un t r a n s p o r t  s o d i q u e  

é l e v é .  

Une d i s c u s s i o n  s u r  l e  r ô l e  d e s  l i p i d e s  d a n s  l e  t r a n s p o r t  de  l ' e a u  

e t  d e s  i o n s  commence p a r  l a  q u e s t i o n  s u i v a n t e  : l e s  l i p i d e s ,  s o n t - i l s  

o u i  ou non e s s e n t i e l s  fi c e s  t r a n s p o r t s  d ' e a u  e t  d ' i o n s  au t r a v e r s  d e s  

membranes b i o l o g i q u e s  ? 

En f a i t ,  l e  m a i n t i e n  d ' u n  é t a t  l i q u i d e  c r i s t a l l i n  de  l a  m a t r i c e  

i i p i e i q u e  e s t  i n o i s p e n s a b l e  p o u r  p e r m e t t r e  l e s  changements  conforma-  

t i o n n e l s  que  d o i t  s u b i r  l ' e n z y m e  a f i n  d ' a s s u r e r  l e  t r a n s p o r t  a c t i f  d e s  

i o n s .  



FIGURE 30 

RELATIONS ENTRE SULFATIDES ET (~a t~+ ) ,ATPases  DANS DIVERS TISSUS 

ANIMAUX (KARLSSON et coll. 1980) 
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I l  s e m b l e r a i t  que  l e s  SL n e  s o i e n t  p a s  i m p l i q u é s  d a n s  l a  t r a n s l o -  

c a t i o n  d e s  i o n s  ~ a +  (KARLSSON -136-1.  P a r  c o n t r e ,  i l s  s e r a i e n t  n é c e s s a i r e s  

à l ' h y d r o l y s e  d e  l V A T P ,  e t  é g a l e m e n t  à l a  t r a n s l o c a t i o n  d e s  i o n s  K'. 

En l ' a b s e n c e  d e  SL l a  pompe N=+ - K+ d e v i e n t  é l e c t r o g é n i q u e .  S e l o n  l e  

m o d e l e  p r o p o s é  p a r  K A R L S S O N - ~ ~ ~ - ,  l e s  SL s o n t  d i s p o s é s  e n  a n n e a u  

a u t o u r  d e  l ' u n i t é  de  t r a n s p o r t  d e s  c a t i o n s .  La f i g u r e  n o  31 résume 

d e  f a ç o n  t r è s  s c h é m a t i q u e  l e  r b l e  d e s  SL d a n s  l a  t r a n s l o c a t i o n  d e s  

i o n s  K + .  

La q u e s t i o n  q u i  s e  p o s e ,  d a n s  n o t r e  c a s  p r é c i s ,  e s t  c e l l e  d e  l a  

p a r t i c i p a t i o n  d e s  SL à l ' é v o l u t i o n  d e  l a  p e r m é a b i l i t é  d a n s  l e s  p i s t i l s  

a p r e s  p o l l i n i s a t i o n .  L e s  SL p e u v e n t  a g i r  s u r  c e  p r o c e s s u s  d e  p l u s i e u r s  

f a ç o n s  : 

- e n  e x e r ç a n t  u n e  c l a s s i q u e  r é g u l a t i o n  v i s c o t r o p i q u e  a u  moyen - -  
d e s  c h a l n e s  a l i p h a t i q u e s  d e s  a c i d e s  g r a s  e t  d e s  s p h i n g o s i n e s ,  

- e n  i n f l u e n ç a n t  l e  nombre d e  s i t e  d e  t r a n s p o r t  ; l e u r  t a u x  

é t a n t  a l o r s  d i r e c t e m e n t  i m p l i q u é  d a n s  c e  c o n t r o l e .  

B - REGULATION VISCOTROPIQUE DE LA PERMEABILITE AUX IONS 
- - - - - - - - - C - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - ~ -  < 

L ' é v e n t u a l i t é  d ' u n e  r é g u l a t i o n  v i s c o t r o p i q u e  d e  l a  p e r m é a b i l i t é  
I 

m e m b r a n a i r e  e s t  p r o b a b l e .  La c o m p o s i t i o n  e n  a c i d e s  g r a s  e t  e n  b a s e s  

v a r i e  a u  c o u r s  d e  l a  x t S n o p o l l i n i s a t i o n  d a n s  l e  s e n s  d ' u n e  a u g m e n t a t i o n  

de  l a  f l u i d i t é ,  e t  d o n c  d e  l a  p e r m e a b i l i t é .  En e f f e t ,  c e t t e  p o l l i n i s a t i o n  

s ' a c c o m p a g n e  p r i n c i p a l e m e n t  d ' u n e  a m é l i o r a t i o n  du à e g r é  d ' i n s a t u r a t i o n  

a u  n i v e a u  d e s  GSL n e u t r e s  comme a u  n i v e a u  d e s  s u l f o l i p i d e s .  On a s s i s t e  

à un e n s e m b l e  de  p e r t u r b a t i o n s  Bans l ' a r c h i t e c t u r e  membrana i re  q u i  

v a  c o n d i t i o n n e r  l ' o p t i m i s a t i o n  d e  l a  p e r m é z b i l i t é  m e m b r a n a i r e  d a n s  

l e  c a s  d ' u n e  p o l l i n i s a t i o n  c o m p a t i b l e .  Ce phénomène n ' e s t  p a s  p e r c e p -  

t i b l e  en  a u t o p o l l i n i s a t i o n .  



FIGURE 31 

ROLE DES SULFATIDES DANS LA TRANSLOCATION DES IONS SODIUM ET POTASSIUM 

COMPARTIMENT INTRACELLULAIRP 



C - REGULATION DU NOMBRE DE SITES TRANSPORTEURS ---- ..................................... 
L ' i n t e r p r é t a t i o n  d e  l ' e f f o n d r e m e n t  d e s  t a u x  d e  SL  s u r t o u t  a p r è s  

x é n o p o l l i n i s a t i o n  e s t  p l u s  d é l i c a t e .  S i  l a  p e r m é a b i l i t é  m e m b r a n a i r e  

augmente  p a r  r e g u l a t i o n  v i s c o t r o p i q u e  d a n s  l e  c a s  d e  l a  p o l l i n i s a t i o n  

c o m p a t i b l e ,  e l l e  s ' a c c o m p a g n e  d ' u n e  b a i s s e  t r è s  n e t t e  d e s  s i t e s  de  

t r a n s l o c a t i o n  d e s  i o n s  K+.  11 semble  q u ' u n e  d i m i n u t i o n  du t a u x  d e s  

SL n ' a f f e c t e  que  l e  t r a n s p o r t  d e s  i o n s  K + r  m a i s  p a s  c e l u i  d e s  i o n s  

~ a +  (KARLSSON -136-1 . La pompe N ~ + / K +  d e v i e n t  é l e c t r o g é n i q u e .  Dans 

c e t t e  é v e n t u a l i t é ,  o n  p e u t  s e  demander  q u e l l e  r e l a t i o n  u n i t  l e  t a u x  

d e  SL, l e  f o n c t i o n n e m e n t  d e  l a  pompe e t  l a  r é a c t i o n  d ' i n c o m p a t i b i l i t é .  

S i  l a  b a i s s e  d e s  SL r e n d  l a  pompe é l e c t r o g é n i q u e ,  un c o u r a n t  

é l e c t r i q u e  t r a v e r s e r a  l a  pompe e t  c o n s t i t u e r a  u n e  m e s u r e  d i r e c t e  du 

t a u x  d e  t r a n s p o r t  d e s  i o n s .  . - 
L e s  t r a v a u x  d e  WEISENSEEL e t  JAFFE -313- o n t  e f f e c t i v e m e n t  

d é m o n t r é  q u e  d e  f o r t s  c o u r a n t s  é l e c t r i q u e s  t r a v e r s a i e n t  l e s  t u b e s  

p o l l i n i q u e s  de  Litiurn Longi6Loaum ( d e  l ' o r d r e  d e  1 0 0  p i c 0  Ampères ) .  

C e s  c o u r a n t s  é l e c t r i q u e s  d i m i n u e n t  e n  même t e m p s  q u e  s ' e f f o n d r e  l e  

t a u x  e n  i o n s  K+ d a n s  l e  m i l i e u  e x t é r i e u r .  O r  c e s  v a r i a t i o n s  d a n s  l a  

c o n c e n t r a t i o n  e n  i o n s  K+ o n t  d e s  e f f e t s  i m m é d i a t s  s u r  l a  v i t e s s e  
* 

d ' é l o n g a t i o n  e t  l e  d i a m è t r e  du  t u b e  p o l l i n i q u e .  

En t e n a n t  compte  du f a i t  que  l e s  p r o t o n s  d o i v e n t  ê t r e  e x p u l s é s  

du t u b e  p o l l i n i q u e ,  q u e  l e  p o t e n t i e l  d e  membrane du p o l l e n  de  i i -t ium 

e n  g e r m i n a t i o n  es t  d e  - 1 2 0  m V  e t  c o r r e s p o n d  e x a c t e m e n t  a u  p o t e n t i e l  

d e  d i f f u s i o n  d e s  i o n s  K+, c e s  a u t e u r s  o n t  é m i s  l ' h y p o t h è s e  s u i v a n t e  : 

l a  m i s e  e n  r o u t e  d ' u n e  pompe K + / H +  a s s u r e r a i t  l ' e x p u l s i o n  d e s  p r o t o n s  

e t  e n  même temps l e  c o n t r d l e  d e  l a  c r o i s s a n c e  du t u b e  p o l l i n i q u e .  

En e f f e t ,  s i  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  i o n s  K+ d i m i n u e  d a n s  l e  m i l i e u  

e x t é r i e u r  du t u b e  p o l l i n i q u e ,  c e c i  e n t r a i n e  une  h y p e r p o l a r i s a t i o n  d e  



l a  membrane ce q u i  B son  t o u r  empêche l ' e n t r é e  d e s  i o n s  c a 2 + ,  il 

s ' e n  s u i t  une p e r t e  d 1 a c t i v i t 6  pour  l e s  v é s i c u l e s  acheminan t  l e s  

p r é c u r s e u r s  membranai res .  L ' e n t r é e  d e s  i o n s  c a 2 +  d a n s  l e  t u b e  p o l l i -  

n i q u e ,  e t  donc l e  c o n t r d l e  d e  s a  c r o i s s a n c e ,  dépend d i r e c t e m e n t .  

e t  immédiatement d e s  c o n c e n t r a t i o n s  du m i l i e u  e x t é r i e u r  e n  i o n s  K + .  

O r ,  d a n s  l e s  c o n d i t i o n s  p h y s i o l o g i q u e s  n o r m a l e s ,  l e  m i l i e u  e x t e r i e u r  

au t u b e  p o l l i n i q u e  e s t  r e p r é s e n t e  p a r  l e s  t i s s u s  du p i s t i l .  

Apres  8 h e u r e s  de  x é n o p o l l i n i s a t i o n  on a s s i s t e  donc à un e f f o n -  

bremept  des  SL d ' o r i g i n e  s t y l a i r e ,  comme l e  p r o u v e n t  l a  p e r t e  d e s  

s p h i n g o s i n e s  d e  t y p e  s t y l a i r e  e t  l ' i n c o r p o r a t i o n  de  b a s e s  de  t y p e  

p o l l i n i q u e .  F a u t e  de  t r a n s l o c a t e u r s  (SL), l ' i o n  K+ n ' e n t r e  p l u s  d a n s  

l e s  c e l l u l e s  s t i g m a t i q u e s  ou  s t y l a i r e s ,  e t  v i e n t  e n r i c h i r  l e  m i l i e u  

e x t é r i e u r  au t u b e  p o l l i n i q u e .  La pompe a p r o t o n  de  c e  d e r n i e r  p e u t  - -  
f o n c t i o n n e r ,  l e  ca l c ium e n t r e r  e t  1 1 6 1 0 n g a t i o n  s e  p o u r s u i v r e .  

En a u t o p o l l i n i s a t i o n ,  l e s  SL o n t  peu é v o l u é  ( 1 6 g 6 r e  b a i s s e  à 

p e i n e  s i g n i f i c a t i v e ,  e t  p e r s i s t a n c e  de  s p h i n g o s i n e  de  t y p e  s t y l a i r e ) .  

Les s i t e s  de t r a n s l o c a t i o n  du K+ s o n t  p r é s e n t s  e t  a c t i f s .  L ' i o n  K+ 

e n t r e  d a n s  l e s  c e l l u l e s  du p i s t i l  e t  n ' e s t  p a s  a c c e s s i b l e  au t u b e  

p o l l i n i q u e .  La pompe H + / K +  d e  c e  d e r n i e r  f o n c t i o n n e  mal ou p a s  du t o u t ,  * 
s a  membrane s ' h y p e r p o l a r i s e ,  l a  c r o i s s a n c e  e s t  p e r t u r b é e .  

Après 2 4  h e u r e s  de  p o l l i n i s a t i o n  c o m p a t i b l e ,  l ' a u g m e n t a t i o n  d e s  

SL c o r r e s p o n d  B d e s  s y n t h è s e s  n o u v e l l e s  d a n s  l e  p i s t i l  e t  dans l e  t u b e  

p o l l i n i q u e  comme l e  prouve  l ' é v o l u t i o n  de  l a  c o m p o s i t i o n  en b a s e s .  

Chaque c e l l u l e  r é g u l e  a c t i v e m e n t  s o n  p r o p r e  t r a n s p o r t  i o n i q u e .  

IV - CONCLUSION 

A i n s i  au cerme de c e t t e  é t u d e  s u r  l e s  SL de  PeZunia kybx ida ,  il 

e s t  p o s s i b l e  & e  s o s t u l e r  que  l e  c o n t r o l e  de  l a  p e r m é a b i l i t é  m e n b r a n a i r e  



d o i t  s e  r é a l i s e r  à deux n i v e a u x  : 

- l e s  t a u x  p a r t i c u l i è r e m e n t  b a s  d e s  SL s t y l a i r e s  f a v o r i s e n t  en  

x é n o p o l l i n i s a t i o n  l e  m a i n t i e n  d ' u n  g r a d i e n t  en  i o n s  K' & l e v é  d a n s  l e  

m i l i e u  e x t é r i e u r  au  t u b e  p o l l i n i q u e .  C e c i  f a v o r i s e  l e  f o n c t i o n n e m e n t  

d ' u n e  pompe à p r o t o n s  d é p o l a r i s a n t  l a  membrane du t u b e  p o l l i n i q u e .  

 ion c a 2 +  p e u t  e n t r e r  f a c i l e m e n t  e t  j o u e r  s o n  r b l e  d e  r é g u l a t e u r  

d e  c r o i s s a n c e ,  

- l e s  membranes s o n t  s u f f i s a m m e n t  f l u i d e s  p o u r  o p t i m i s e r  l e  

p r o c e s s u s  d e  t r a n s l o c a t i o n  d e s  i o n s .  

I l  n o u s  a  s e m b l é  i m p o r t a n t  d e  d é f i n i r  p l u s  p r é c i s é m e n t  ce 

phénomgne de  p e r m é a b i l i t é  a u x  i o n s .  C ' e s t  d a n s  c e  b u t  q u e  n a s s  a v o n s  

e n t r e p r i s  l e  d o s a g e  d e  l ' a c t i v i t é  d e s  (N~'+K') ATPases a p r è s p r g r a l l i n i -  

s a t i o n  c o m p a t i b l e  ou non .  



FIGURE 32 

ROLE DE LA ( ~ a ' +  K J - A T P ~ ~ ~  DANS LE TRANSPORT ACTIF D U  SODIUM ET D U  

POTASSIUM 



CHAPITRE V 

TRANSPORT ACTIF ET ACTIVITE DES Na+t K+ ATPases 

1 - INTRODUCTION 

Comme nous  v e n o n s  d e  l e  s o u l i g n e r  d a n s  l e s  p r é c é d e n t s  c h a p i t r e s ,  

l ' a r c h i t e c t u r e  m e m b r a n a i r e  s e  m o d i f i e  énormément  a p r è s  p o l l i n i s a t i o n .  

A i n s i  e n  x é n o p o l l i n i s a t i o n  c o m p a t i b l e ,  e l l e  e s t  t r è s  f l u i d e  e t  s a  

p e r m é a b i l i t é  e s t  a c c r u e .  P a r  c o n t r e ,  e l l e  e s t  moins  f l u i d e  e t  p a r  

c o n s é q u e n t  p l u s  i m p e r m é a b l e  en  a u t o p o l l i n i s a t i o n .  I l  nous  a  d o n c  

s e m b l é  i m p o r t a n t  de  v é r i f i e r  c e  f a i t  a u  t r a v e r s  d ' u n e  a n a l y s e  d u  

t r a n s p o r t  a c t i f  d e s  i o n s  ~ a +  e t  K+. 

Le t r a n s p o r t  a c t i f  d e s  i o n s  ~ a +  e t  K+ e s t  a s s u r é  p a r  un enzyme : 

1 'ATPase  ~ a +  e t  K+ d é p e n d a n t e .  C e t t e  ATP-phosphohydro lase  (EG 3 , 6 , 1 , 3 5  

e s t  une  p r o t é i n e  i n t é g r g e ,  q u i  d a n s  d e s  c o n d i t i o n s  p h y s i o l o g i q u e s  

p r é c i s e s , h y d r o l y s e  1'ATP p o u r  a s s u r e r  l e  t r a n s p o r t  du ~ a +  v e r s  l e  

m i l i e u  e x t r a c e l l u l a i r e  t o u t  e n  f a i s a n t  p é n é t r e r  l e  K +  d a n s  l a  c e l l u l e  

c o n t r e  un g r a d i e n t  de  c o n c e n t r a t i o n  d é f a v o r a b l e .  S e l o n  c e r t a i n s  a u t e u r s ,  

3 ~ a +  s o n t  e x p u l s é s ,  t a n d i s  q u ' e n t r e n t  2 K+ e t  q u ' e s t  h y d r o l y s é e  une 

m o l é c u l e  d'ATP. C e t t e  pompe Na+-K+ e s t  i n h i b é e  p a r  l ' o u a b a i n e  d a n s  

2 + l e  c o m p a r t i m e n t  e x t r a c e l l u l a i r e  e t  par  l e  C a  d a n s  l e  c y t o p l a s m e .  

Le t r a n s p o r t  a c t i f  d e s  i o n s  i m p l i q u e  un  c y c l e  de  p h o s p k o r y l a t i o n /  

d é p h o s p h o r y l a t i o n .  L ' e x p u l s i o n  du Na e s t  l i é e  à u n e  i t a p e  d e  p h o s p h -  

r y l a t i o n ,  l e  f l u x  d e  K+ à u n e  é t a p e  d e  d é p h o s p h o r y l a t i o n .  11 s e m b l e r a i t  

que  l ' h y d r o l y s e  de  1'ATP s o i t  n é c e s s a i r e  a u x  changements  conforma-  

t i o n n e l s  que  s u b i s s e n t  l e s  p r o t é i n e s  d e  l a  pompe e t  q u i  s o n t  g r a n d s  

consommateurs  d ' é n e r g i e  ( F i g u r e  n o  3 2 ) .  

Nous a v o n s  d o n c  a n a l y s é  e n  f o n c t i o n  du t e m p s  e t  d e  l a  p o l l i n i -  

s a t i o n ,  l ' a c t i v i t é  de  (Na+ + K+) ATPase.  M a i s  c e t t e  é t u d e  a ou ê t r e  



r é a l i s k e  non p a s  s u r  P e t u n i a  h y b h i d a ,  mais  s u r  Ocnotheka  r n C b ~ o u k i e n 4 i ~  

c a r  d e s  l e u r  p o l l i n i s a t i o n  dans  l e s  s e r r e s  d e  Nimègue, l e s  s t y l e s  

de  P e t u n i a  h y b h i d a  s o n t  l y o p h y l i s 6 s .  Cependant  comme P e t u n i a  
- - - - 

e t  Oenotheka s e  r e s s e m b l e n t  a b i e n  d e s  é g a r d s ,  nous avons  c h o i s i  

d ' u t i l i s e r  l e  m a t O r i e 1  f r a i s  que r e p r é s e n t e  O e n o t k ~ a .  Ce s o n t  ce s  

r e s u l t a t s  que n o u s  p r é s e n t o n s .  

II - RESULTATS 

Les  r é s u l t a t s  o b t e n u s  s u r  Oenogheka r n i 6 6 0 u k i e n ~ i ~  o n t  é t é  soumis 

p o u r  p u b l i c a t i o n  a P h y t o c h e m i s t r y  e t  s o n t  r e p o r t é s  a l a  s u i t e  ( p u b l i -  

c a t i o n  n e  6 )  e t  f i c h e  t e c h n i q u e  T17. 

Dive r s  c r i t è r e s  o n t  é t é  d é f i n i s  a f i n  d e  c a r a c t d r i s e r  l a  

( ~ a +  + SC+) ATPase d e s  p i s t i l s  d ' O e n o t h è r e s .  L ' a c t i v i t é  de  c e t  enzyme- - 
v a r i e  en f o n c t i o n  des c o n c e n t r a t i o n s  en  Na' e t  K+. L ' o u a b a r n e  e s t  

f o r t e m e n t  i n h i b i t r i c e .  

+ A i n s i ,  nous  avons pu l o c a l i s e r  l a  p r é s e n c e  de (Na + K+) ATPase 

d a n s  l e s  o r g a n e s  f l o r a u x  d 1 0 e n o t h e h a .  

De p l u s ,  l ' a c t i v i t i  d e  c e t  enzyme é v o l u e  de f a ç o n  t o u t  Z f a i t  

r emarquab le  a p r e s  p o l l i n i s a t i o n .  

La t r a n s l o c a t i o n  d e s  i o n s  Na' e t  SC+ e s t  s t i r n u l e e  a p r è s  xénopo l -  

l i n i s a t i o n  e t  a t t e i n t  d a n s  l e s  s t i g m a t e s  un maximum a p r è s  eeux  h e u r e s  

de  c r o i s e m e n t  c o m p a t i b l e ,  p u i s  on a s s i s t e  à une l é g è r e  d i m i n u t i o n .  

Cependan t ,  l e s  v a l e u r s  s o n t  t o u j o u r s  f o r t  é l e v é e s .  Dans :es s t y l e s ,  

1 ' a c t i v i t g  enzymat ique  n e  f a i t  gu ' augmenter  e n  f o n c t i o n  du t emps .  

Apres c u t o p o l l i n i s a t i o n ,  une l é g è r e  a u g m e n t a t i o n  de l'activité 

d e s  ATPases e s t  e n r e g i s t r é e .  E l l e  e s t  maximum a p r è s  1 h e u r e  de  c r o i s e m e n t  

i n c o m p a t i b l e ,  p u i s  r é g r e s s e  aux v a l e u r s  i n i t i a l e s  d a n s  l e s  s t i c s a t e s  

comme dans  l e s  s t y l e s .  



Il nous semble donc que les modifications enregistrées concernent 

l'activation des ATPases du tube pollinique. 

III - INTERPRETATION DES RESULTATS 
A - (Na+ + K+) ATPaçe ET CROISSANCE DU TUBE POLLINIQUE -_--- ............................................. 

L'augmentation de l'activité des (Na+ + K+) ATPases témoigne 

de la croissance du tube pollinique dans les stigmates et dans les 

styles. 

En effet, après un croisement compatible, le tube pollinique 

traverse la papille stigmatique et poursuit sa croissance dans le 

stigmate puis dans le style jusqu'à l'ovaire et l'ovule, site de la 

syngamie. Cette croissance implique l'établissement d'échanges méta- 

boliques. Selon WEISENSEEL et JAFFE -313- la croissance du tube polli--_ 

nique repose sur une régulation harmonieuse des entrées du K+ et des 

sorties de protons, c'est-à-dire sur ses relations avec l'installation 

et le ddveloppement d'un transport actif des ions. 

11 semble que les ATPases ~ a +  et K' dépendantes puissent jouer 

un r81e important dans la régulation des flux ioniques. 

En effet, en pollinisation compatible, l'activité enzymatique 
I 

augmente avec la progression du tube pollinique dans le pistil. Quand 

l'extrémité du tube pollinique est encore localisée dans le stigmate, 

l'activité des ATPases est maximale, puis au fur et à mesure que le 

tube croIt dans le style, l'activité enzymatique évaluée au niveau 

du stigmate diminue alors que celle qui est enregistrée dans le style 

ne fait qu'augmenter. 

En croisement incompatible, le tube pollinique traverse le 

stigmate et sa croissance est bloquée peu après son arrivée dans le 

scyle. Les ATPases ne sont, dans ce cas, actives que 2 heures avec 



un maximcm d '  a c t i v i t é  a p r g s  1 h e u r e  de  p o l l i n i s a t i o n .  

B - COMPOSITION EN ACIDES GRAS ET REGULATION DE L ' A C T I V I T E  ...................................................... 
ENZYMATIQUE ----------- 

L ' a l t é r a t i o n  de 1 1 a c t i v i t 6  d e s  enzymes l i é s  aux membranes, e t  

c ' e s t  l e  c a s  d e s  ATPases, r é s u l t e  d e s  p e r t u r b a t i o n s  d a n s  l a  d i s t r i b u t i o n  

d e s  a c i d e s  g r a s .  Un nombre c o n s i d é r a b l e  de  t r a v a u x  t e n d e n t  à m o n t r e r  

que  l e s  a c i d e s  g r a s  l i b r e s  ou i n t é g r é s  aux membranes s o n t  d e s  modu- 

l a t e u r s  p u i s s a n t  s des  f o n c t i o n s  membranai res  ( F A R I A S  e t  c o l l  . - 7 3  -, 

SCBMALZING e t  c o l l .  - 2 6 7 - ,  KATZ e t  c o l l .  -137- ,  BOLDYREV -21- ,  CHEAH 

- 4 5 - ) .  Ce c o n t r d l e  des  f o n c t i o n s  membranai res  p a r  l e s  a c i d e s  g r a s  

s e  f a i t  p a r  : 

- une a c t i o n  v i s c o t r o p i q u e  s u r  l a  f l u i d i t é  e s s e n t i e l l e  à " l a  - -  
t r a n s l o c a t i o n "  d e s  i o n s  ~ a +  e t  K+ au  t r a v e r s  d e  l a  membrane, 

- e t  une r e g u l a t i o n  d i r e c t e .  Les a c i d e s  g r a s  s o n t  a c t i v a t e u r s  

ou i n h i b i t e u r s  d 'enzymes  l i é s  aux membranes. 

La r é g u l a t i o n  des  ATPases p a r  l e s  a c i d e s  g r a s  e s t  t r e s  i n t e r e s s a n t e .  

A i n s i  à b a s s e  t e m p é r a t u r e  ( 1 0 '  Cl l ' a c i d e  o l é i q u e  ( C l 8  : 1 )  s t i m u l e  

c e s  enzymes e t  l e s  i n h i b e  à 3 7 ' C  (SCBMALZING e t  c o l l .  -267-1. 

Ces r é s u l t a t s  i n d i q u e n t  que  l e s  p e r t u r b a t i o n s  membranai res  

f a c i l i t e n t  l e s  changements  c o n f o r m a t i o n n e l s  a e s  ATPases.  

Lorsque c e s  p e r t u r b a t i o n s  d e v i e n n e n t  t r o p  i m p o r t a n t e s  l e s  con- 

t r a i n t e s  l a t é r a l e s  q u ' e x e r c e n t  normalement  l e s  l i p i d e s  s u r  l e s  p r o t é i n e s  

i n t e g r é e s  s o n t  i n e f f i c a c e s  e t  l ' enzyme  n ' e s t  p l u s  ma in t enu  dans  une 

c o n f i g u r a t i o n  a c t i v e .  

Pour Oenothetra comme pour  P e t u n i a ,  l a  x 6 n o p o i i i n i s a t i o n  s ' a ccom-  

pagne & ' u n  a c c r o i s s e m e n t  de  l a  p e s m é a b i l i t e  membranai re  v i a  une 

augmen ta t ion  de l ' i n t é g r a t i o n  d e s  a c i d e s  o l é i q u e  e t  l i n o l é i q u e  



+ + 
( C l 8  : 1 ,  C l 8  : 2 ) .  Les ATPases Na et K dépendantes sont activées, 

le transport actif est maximal. 

L'autopollinisation s'accompagne d'une rigidité structurale de 

la membrane, d'une faible intégration des acides oléique et linoléique 

dans les lipides membranaires, d'une déviation faible ou nulle des 

ATPases. Le transport actif des ions est faible sinon nul. 

+ 
C - ( Na + K+) ATPaseç ET TURM-OVER LIPIDIQUE .......................................... + 

De plus, lorsque le taux de K diminue à l'intérieur des cellules, 

il s'en suit une accumulation de phospholipides et de sulfolipides 

(STUIVER et ~011. -290-1. 

Après un croisement incompatible les ATPases n'assurent pas le 

transport actif du K+ vers le compartiment intracellulaire. De plus, . - 
l'analyse des sulfolipides d'Oenothe&a m~640u&ienbi6 a permis de mettre 

en évidence, après 15 heures d'autopollinisation , un accroissement net 

de ces lipides dans les styles (DELBART et coll. -59-), en relation 

semble-t-il avec l'installation d'un processus de diffusion passive 

des ions. 

IV - CONCLUSION 
Ainsi, au terme de cette analyse, il a été possible de mettre 

en évidence des différences d'intensité dans le transport actif en 

fonction de la pollinisation. 

Ces résultats coïncident particulièrement avec ceux de l'analyse 

des lipides. Les ATPases impliquées dans ce transport actif sont 

régulées par la fluidité menbranaire et par les acides gras cocsti- 

tutifs des glycolipides. 



Un désordre dans  l'architecture membranaire cause par la réaction 

d'autoincompatibilité inhibe ces enzymes ; leur dysfonctionnement 

e n t r a l n e  en retour une accumulation des sulfolipides. 



CHAPITRE V I  

ANALYSES DES GLYCEROLI P I D E S  

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

De nombreuses  f o n c t i o n s  c e l l u l a i r e s ,  comme l e s  p r o c e s s u s  d e  

t r a n s p o r t ,  l e s  t r a n s f e r t s  d ' é n e r g i e  ou l a  t r a n s m i s s i o n  d e  s i g n a u x  

d é p e n d e n t  d e  : 

- l ' a r c h i t e c t u r e  m o l é c u l a i r e  d e s  membranes b i o l o g i q u e s ,  

- l ' o r i e n t a t i o n  v e c t o r i e l l e  d e s  c o n s t i t u a n t s  m e m b r a n a i r e s  - -  

( d i s t r i b u t i o n  a s y m e t r i q u e  d a n s  l e  p l a n  l a t é r a l  e t  t r a n s v e r s a l ) .  

En e f f e t ,  l a  membrane q u i  e n t o u r e  u n e  c e l l u l e  v i v a n t e  e s t  p l u s  

q u ' u n e  s i m p l e  e n v e l o p p e  ou q u ' u n e  f r o n t i è r e .  Non s e u l e m e n t  e l l e  d é f i n i t  

l e s  l i m i t e s  d e  l a  c e l l u l e ,  m a i s  e l l e  c o n t r i b u e  é g a l e m e n t  à m a i n t e n i r - .  

u n e  d i f f é r e n c e  e n t r e  l e  m i l i e u  i n t e r i e u r  d e  l a  c e l l u l e  e t  l ' e x t e r i e u r .  

Nous e n  v o u l o n s  p o u r  exemple  l e  t r a n s p o r t  a c t i f  d e s  i o n s .  

P o u r  c r é e r  e t  m a i n t e n i r  c e r t a i n s  g r a d i e n t s  d e  c o n c e n t r a t i o n  

e n  i o n s ,  il e s t  a b s o l u m e n t  n é c e s s a i r e  q u e  l a  membrane d é l i m i t e  un 

e s p a c e  c l o s ,  s i n o n  t o u t e  s u b s t a n c e  a b s o r b é e  à t r a v e r s  l a  membrane 

r e s s o r t i r a i t  immédia tement .  De p l u s ,  l e s  s u r f a c e s  i n t e r n e  e t  e x t e r n e  

d ' u n e  membrane d o i v e n t  s e  c o m p o r t e r  d i f f é r e m m e n t .  S i n o n  un i o n  ou 

m o l é c u l e s  a b s o r b é s  e n  un p o i n t  p o u r r a i e n t  B t r e  e x p u l s é s  e n  un a u t r e  

p o i n t ,  a v e c  à c h a q u e  p a s s a g e  u n e  d é p e n s e  e n  é n e r g i e .  Les p r o p r i é t é s  

f o n d a m e n t a l e s  d e s  membranes r é s u l t e n t  d e  l e u r  a s y m é t r i e  f o n c t i o n n e l l e  

q u i  r e f l s t e  l e u r  a s y m é t r i e  s t r u c t u r a l e  s o u s - j a c e n t e .  

Comme nous  l ' a v o n s  d é j à  v u ,  l e s  p r o t é i n e s  i n t é g r é e s  ou a s s o c i é e s  

a u x  membranes p o s s è d e n t  u n e  o r i e n t a t i o n  d é t e r m i n é e  ; l e s  m o l é c u l e s  

d e  p h o s p h o l i p i d e s ,  p l u s  p e t i t e s , q u i  p a r t i c i p e n t  à l ' é l a b o r a t i o n  de  l a  

m a t r i c e  de  l a  membrane p o s s è d e n t  a u s s i  u n e  d i s t r i b u t i o n  a s y m é t r i q u e  



FIGURE 33 

REPRESENTATION SCHEMATlQUE DES MOUVEMENTS DES PHOSPHOLIPIDES 

DANS L A  MATRICE MEMBRANAIRE 



(VAN DEENEN e t  c o l l .  - 299 - ,  KREBS - 1 5 4 - )  i l l u s t r é e  p a r  l a  f i g u r e  n o  3 3 .  

E l l e s  c o n d i t i o n n e n t  l ' a s y m é t r i e  d e s  a u t r e s  c o m p o s a n t s  m e m b r a n a i r e s .  

En r é a l i t é  c ' e s t  l ' e n s e m b l e  d e s  l i p i d e s  q u i  c o n f è r e  à l a  membrane 

s a  s t r u c t u r e  c a r  chaque m o l é c u l e  l i p i d i q u e  e s t  a m p h i p a t h i q u e .  A u s s i  l e s  

deux  p a r t i e s  d ' u n  l i p i d e  m e m b r a n a i r e  a y a n t  d e s  s o l u b i l i t é s  d i f f é r e n t e s ,  

l e s  m o l 6 c u l e s  l i p i d i q u e s  s ' a r r a n g e n t  s p o n t a n é m e n t  e n  un d o u b l e  f e u i l l e t  

f a i t  d e  deux c o u c h e s  d e  m o l é c u l e s .  De c e t t e  m a n i é r e  l a  p a r t i e  h y d r o p h o b e  

d e  c h a q u e  m o l é c u l e  e s t  p r o t é g é e  du m i l i e u  aqueux  t a n d i s  q u e  l e s  t ê t e s  

h y d r o p h i l e s  y  s o n t  immergées .  

Dans t o u t e s  l e s  membranes ,  l e s  l i p i d e s  o n t  l a  même o r g a n i s a t i o n  : 

d e u x  s u r f a c e s  h y d r o p h i l e s  q u e  s é p a r e  u n e  z o n e  c e n t r a l e  h y d r o p h o b e .  De 

p l u s  c e  f e u i l l e t  b i m o l é c u l a i r e  n ' e s t  p a s  s t a t i q u e .  Au c o n t r a i r e ,  c h a q u e  

c o u c h e  monomol€ icu la i re  c o n s t i t u e  un f l u i d e  à d e u x  d i m e n s i o n s .  L e s  molé-  * - 
c u l e s  l i p i d i q u e s  p e u v e n t  s ' y  d é p l a c e r  l a t é r a l e m e n t  d a n s  un m i n c e  f i l m  

l i q u i d e .  E l l e s  é c h a n g e n t  l e u r s  p o s i t i o n s  e n v i r o n  un  m i l l i o n  d e  f o i s  

p a r  s e c o n d e .  P a r  c o n t r e ,  d a n s  l a  t r o i s i è m e  d i m e n s i o n ,  l a  m o b i l i t é  d e s  

l i p i d e s  e s t  t r è s  r e s t r e i n t e .  P o u r  q u ' u n e  m o l é c u l e  l i p i d i q u e  p a s s e  d ' u n e  

c o u c h e  & l ' a u t r e  (mouvement l e n t  a p p e l é  f l i p - f l o p )  l a  t ê t e  p o l a i r e  

d o i t  f r a n c h i r  l a  zone  c e n t r a l e  h y d r o p h o b e  d e  l a  membrane d a n s  l a q u e l l e  

e l l e  e s t  i n s o l u b l e .  Des m e s u r e s  r é c e n t e s  i n d i q u e n t  q u e  l e  t a u x  d e  f l i p -  

f l o p  e s t  s i  f a i b l e  q u ' u n e  m o l é c u l e  donnée  n e  t r a v e r s e  c e t t e  b a r r i è r e  

q u ' u n e  f o i s  p a r  m o i s  au maximum. 

C e t t e  s t r u c t u r e  b i m o l é c u l a i r e  p e r m e t  a i n s i  à l a  membrane d ' a s s u r e r  

u n e  d e  s e s  f o n c t i o n s  e s s e n t i e l l e s  : é t r e  i m p e r m é a b l e  à l a  p l u p a r t  d e s  

m o l é c u l e s  s o l u b l e s  d a n s  l ' e a u .  En  e f f e t ,  c e s  s o l u t é s  d e v i e n n e n t  i n s o -  

l u b l e s  d a n s  l a  p a r t i e  l i p i d i q u e  c e n t r a l e .  

L a  p e r m é a b i l i t é  n e m b r a n a i r e  s ' e s t  a v é r é e  ê t r e  u n  p r o c e s s u s  

h a u t e m e n t  c c n t r ô l c  e t  s é l e c t i f  où l e s  l i p i d e s  r e p r é s e n t e n t  d e s  



TABLEAU 17 

LOCALISATION DES PRINCIPAUX PHOSPHOLIPIDES 

X 1 Nom Abreviat ion Local i s a  t'on ou j 1 fonc t ion  ------------------------------------------------------?-------------------- 

H 

+ 
-CE2-CYZ-N-(CH ) ' 

-fX -CY -XH 2 ' 2  2 

-aZ -C!i-NHZ 
I 
C30H 

Acidc phosphat idique 

Pnosphat idylcr iol ins  
ou léci thine 

?hospna t idy  le thanol -  
àmine GU cepna1 ino  

Phosphz t idy lsEr ine  

A? 

PC 

2E 

l 

-Cn2-C:4C%-CY,;H 
L i ? ! i o s p h a i ~ d y l ~ ~ y c ~ r o l  ?G i ( c h l o r ~ p l ~ s t e  1 

in te r r&dia i  te 
metabol ique 
(peu ékcncan t )  

c s n s t i  t u o n t  des 
n i t ~ t r a z é s  p l  as.;ii- 
qces 
r e t i c s l c n  e-r;?los- 
a i q ï e  

cons t i  t u a n t  ces  
mmlrànes  p73szi-  
ques non c? loro-  

?S 

-C!2-CSCH-CH2 
O 

H3-Px0 

i 
1 

i n t e r S a i z !  r e  cira- 
b o l i q s e  (peu aocn- 
a a n t )  

I 

Dipkosphat ioylgig-  ceparane  i n t e r n e  ce 1 
c h ?  ( c a r d i o l  ip56e )  l a  mitochondrie  

O .  i j G p  i l 
$.z-$:':- CU2 

24-CO-0 G-CO- R3 l 
l 

! 1 
1 

I 1 

r z r b r c n e  ? las .z : , iq~e  1 

I 

Phosphot idy l inos i  t o i  2 1  



m o l é c u l e s  p h y s i o l o g i q u e m e n t  t r è s  a c t i v e s .  

Comme l ' a u t o i n c o m p a t i b i l i t é  de  f é c o n d a t i o n  e s t  a s s o c i é e  à d e s  

t r o u b l e s  d e  p e r m é a b i l i t é  du m o i n s  d a n s  l ' A I S ,  l a  n é c e s s i t é  d ' a b o r d e r  

l ' é t u d e  d e s  g l y c é r o l i p i d e s  a  d o n c  é t é  r e t e n u e .  

I I  - RESULTATS 

Dans l e  b u t  d e  mieux d é f i n i r  l a  s t r u c t u r e  m e m b r a n a i r e  d e s  o r g a n e s  

r e p r o d u c t e u r s  v é g é t a u x ,  n o u s  a v o n s  d o n c  e n t r e p r i s  l ' a n a l y s e  s u c c i n c t e  

d e s  g l y c é r o l i p i d e s  ( t a b l e a u  n o  1 7  1 c h e z  Peitunia hqbhida e t  0eno;fhetra 

mi660uhiea6i .h.  

Ces l i p i d e s  o n t  donc ét6 e x t r a i t s  d e s  t i s s u s  s e l o n  l e  p r o t o c o l e  

d é c r i t  f i c h e  T24 t o u t  e n  r e s p e c t a n t  q u e l q u e s  p r é c a u t i o n s  p a r t i c u l i è r e s  

l o r s  d e  l ' e x t r a c t i o n  d e s  l i p i d e s  v é g é t a u x .  En e f f e t ,  l a  p l u p a r t  d e s  ' - 
v é g é t a u x  c o n t i e n n e n t  d e s  enzymes l i p o l y t i q u e s  q u i  s o n t  l i b é r é s  au  c o u r s  

du b r o y a g e  c e l l u l a i r e  ( p h o s p h o l i p a s e  D e t  c e r t a i n e s  a c y l h y d r o l a s e s )  e t  

d o n t  l ' a c t i v i t é  p e u t  ê t r e  a c c e n t u é e  p a r  l ' u t i l i s a t i o n  de  s o l v a n t s  

o r g a n i q u e s  a u  c o u r s  d e  l ' e x t r a c t i o n  d e s  l i p i d e s .  C e p e n d a n t ,  c e s  enzymes 

s o n t  i n a c t i f s  à f a i b l e  t e m p e r a t u r e .  I l  c o n v i e n t  d o n c  d ' e f f e c t u e r  l e s  

h o m o g é n é i s a t i o n s  à + 4OC. 

S u r  c e s  e x t r a i t s  l i p i d i q u e s  p r o v e n a n t  de  p o l l e n ,  s t i g m a t e s  e t  

s t y l e s  v i e r g e s  a u t o -  e t  x é n o p o l l i n i s é s  e t  p o u r  d e s  p o l l i n i s a t i o n s  de  

d u r é e  v a r i a b l e ,  n o u s  a v o n s  r é a l i s é  : 

- l e  d o s a g e  d e s  g l y c é r o l i p i d e s  e n  g é n é r a l  ( f i c h e  t e c h n i q u e  T261, 

- l e  d o s a g e  d e s  p h o s p h o l i p i d e s  ( f i c h e  t e c h n i q u e  T 2 5 ) .  

C e  s o n t  c e s  r é s u l t a t s  q u e  n o u s  a l l o n s  p r é s e n t e r .  



EVOLUTION DES GLYCEROLIPIDES AVEC LA POLLINISATION 

CHEZ OENOTHERA MISSOURIENSIS 

Tmps 

O 

30  min. 

l h  

2 h  

3 :1 

4 h  

15 5 

2 4  h 

! 
i 
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B X B  
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Stigmate S t y l e  

STlGMATE 
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&RlpI - 

e- 

7,27 

9,17 

12,69 

11,03 

9,46 

10,26 

13,13 

- 

XENOPOUINISATION 

SI X B 

St igmate 1 S t y l e  

10- 

b. 

1,98 

2,02 

2,M 

2,38 

1,87 

2 ,O2 

2,72 

- 

7,27 

0. 

STIGMATE 4 .  

-ha& 
2 .  

C..4 00 . S1 
1 2 3  16 24 huma 1 2  3 4  16 tuwu 

au. a (fyc*ro(ipd.l uuup 

3 -  STYLE 

--% 1 % 

2 .  c .4  4 . s1 
STYLE 

1 ,98  

Unp 

. . .,. .&... . . . .-... .....--....& 
1 - 

1' 

/Y"-- 

u s 1  . S1 
.,-as1 . 84 

temps 

9.43 1 1.77 

2,05 ::::: 1,99 

i' i i j i  
- 

1. i 16 24 h.Wm 1 2 3 4  15 

- --C' 

13,68 

10,06 

15,22 

- 

3,41 

? , 5 5  

2,06 
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A - EVOLUTION DES GLYCEROLIPIDES ............................ 
Comme nous avons pu réaliser une étude cinétique relativement 

complète de l'évolution de ces lipides en fonction de la pollinisation 

chez Oenotheka mibdounien4i4, nous présenterons d'abord ces résultats 

avant d'exposer ceux obtenus chez Petunia hybhida. 

a) Les glycérolipides d'0enoXheha mibbouhienbi4 
-=-P-=-E-=-Pi=-=-r-=-=-*--Z-=-E-E-=C-=-I-IT-=-= 

Les résultats n'ayant pas été publi-és sont reportés tableau no 18. 

Dans les stigmates, l'évolution du taux des glycérolipides avec 

la pollinisation est biphasique. Après, une accumulation de ces lipides, 

nous assistons dans un second temps à un retour relatif à la ligne 

de base (O heure). 

Cette évolution est enregistrée en auto comme en x6nopollini- - -  
sation bien que les pollinisations compatibles et incompatibles diffèrent 

entre elles par : 

- l'ampleur des perturbations (plus marquées en autopollinisation), 

- le délai nécessaire à cette accumulation : 1 heure (xénopolli- 

nisation), 3 heures (autopollinisation), 

- le temps nécessaire pour retrouver les valeurs de départ (res- 
pectivement 4 et 24 heures pour la xéno et l'autopollinisation). 

Nous avons également réalisé cette étude sur les styles. Nous 

constatons que les valeurs trouvées sont en général beaucoup plus 

faibles que précédemment. 

La pollinisation s'accompagne également de perturbations au 

niveau des glycérolipides stylaires. Ainsi aprss autopollinisation, 

on assiste à une brève augmentation de ces lipides, puis 9I~0660 modo, 

à une stabilisation pour des valeurs très basses. En xénopollinisation, 

le schéma général est celui d'une diminution du taux des glyckrolipides 

après un léger pic d'incorporation après 2 heures de pollinisation. 



A EVOLUTION DES GLYCEROLlPlDES AVEC LA POLLlNlSATlON CHEZ PETUNIA HYBRIDA 

kr r&ull;m sont rxpimQ ai img de uipaimitine par g de tissu lyophilisé 
at r ~ ~ t  la moyenne de 8 valeuo obtsnua~ pour 4 axmctions. 

t 

POLLINISATION 

%% % 

I 

s3.( SI% 

S1s2 .x Sl% 

sl%? % 

B EVOLUTION DES PHOSPHOLlPlDES AVEC LA POLLINISATION CHEZ PETUNIA HYBRIDA 

TEMPS 

O h  
t h  
4 h  
8 h  

O h  
l h  
4 h  
8 h  

1 h  
4 h  
8 h  

s 

l h  
4 h  
8 h  

r b i W t s  sont oxprim6s on me da pksphoiipidaug de tissu ly@ifis& 
et mW6ennm lo moyenne & 8 nkws obhnuai pour 4 uarcàons. 

POLLlNlSATlON 

% x %  

%% sls2 

%% Sl% 

L 

%% %% 

C 

STIGMATES 

%,80 
33-19 
33.74 
36.70 

54.80 
3446 
38.93 
39.86 

3352 
35.46 
28,50 

m,59 
3 5 3 4  
3523 

SrYLES 

35.50 
14,63 
13,69 
10.14 

35.50 
15.77 
13.18 
12,07 

9,88 
12.16 
11.94 

15.39 
16.28 
14.40 

TEMPS 

O h  

t h  
4 h  
8 h  

O h  
1 h  
4 h  
8 h  

t h  
4 h  
8 h  

1 h  
4 h  
8 h  

STIGMATES 

9.10 

12.65 
12,92 
11 ,O1 

9.10 
14.17 
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b )  L e s  g l y c é r o l i p i d e s  d e  P e t u n i a  h y b k i d a  
-=-P-P-P-=-P-=-P-t-P;P;E-=-ie-=-=-XXiE-=- 

Les r é s u l t a t s  o b t e n u s  p o u r  P e t u n i a  h y b h i d a  s o n t  r e p o r t é s  

t a b l e a u  19a.  Les  mêmes schémas ,  m o i n s  p r é c i s  s o n t  r e t r o u v é s .  L a  p o l l i -  

n i s a t i o n , q u e l  q u e  s o i t  l e  g é n o t y p e  d e  l a  p l a n t e , s ' a c c o m p a g n e  d ' u n e  

p e r t e  en g l y c é r o l i p i d e s  p a r  r a p p o r t  aux s t y l e s  v i e r g e s .  S e u l e  l ' a m p l i -  

t u d e  d e s  v a r i a t i o n s  o p p o s e  xéno  e t  a u t o p o l l i n i s a t i o n .  

B - EVOLUTION DES PHOSPHOLIPIDES -------------- --c----------- 
a )  L e s  p h o s p h o l i p i d e s  à Oenotheha m i b b o u h i e n h i b  

- X - P i = - = - = - = - = - = - = - = - = - r i P - = - = - - - X - = - =  

Les  r é s u l t a t s  e x p r i m é s  e n  mg/g de  t i s s u  f r a i s  s o n t  r e p o r t é s  

d a n s  l e  t a b l e a u  no 2 0  p r é s e n t é  p a g e  s u i v a n t e .  

Au n i v e a u  d e s  s t i g m a t e s ,  l a  p o l l i n i s a t i o n  c o m p a t i b l e  s ' a c c o m p a g n e  

d ' u n e  b a i s s e  du t a u x  d e s  p h o s p h o l i p i d e s ,  t r&s  b r u s q u e  e n t r e  O e t  . - 
4 h e u r e s ,  p l u s  s t a g n a n t e  e n s u i t e .  L ' a u t o p o l l i n i s a t i o n  m o d i f i e  p e u  ou 

p a s  l e  t a u x  de  c e s  l i p i d e s .  

Au n i v e a u  d e s  s t y l e s ,  l a  p o l l i n i s a t i o n  p e r t u r b e  é g a l e m e n t  l a  

d i s t r i b u t i o n  d e s  l i p i d e s  : a p r e s  une  b r u t â l e  c h u t e ,  l e  t a u x  d e s  phos -  

p h o l i p i d e s  r é a u g m e n t e  p u i s  amorce  u n e  l e n t e  r é g r e s s i o n .  La r é p o n s e  

i n d u i t e  p a r  l ' a u t o p o l l i n i s a t i o n  s ' i n s t a l l e  p l u s  l e n t e m e n t  m a i s  l e s  

p e r t e s  e n  p h o s p h o l i p i d e s  s o n t  p l u s  m a r q u é e s .  

b) L e s  p h o s p h o l i p i d e s  d e  PeXunia  h y b h i d a  
-r-=-=-=-=-r-=-=-=-I-=-=-=-=-=--- 

Les r é s u l t a t s  o b t e n u s  c h e z  P e t u n i a  h y b a i d a  e x p r i m é s  e n  mg/g 

d e  t i s s u  i y o p h i l i s é  s o n t  r e p o r t é  t a b l e a u  n o  19b.  

I l s  s e m b l e n t  d i f f é r e r  d e s  p r é c é d e n t s  s e l o n  l e  mode à e  p o l l i n i -  

s a t i o n .  A i n s i  au n i v e a u  d e s  s t i g m a t e s  comme au n i v e a u  d e s  s t y l e s ,  on 

a s s i s t e  2 une  b r u s q u e  a u g m e n t a t i o n  du t a u x  d e s  p h o s p h o l i p i d e s  a p r è s  

une  h e u r e  de  p o l l i n i s a t i o n .  C e t t e  a u g m e n t a t i o n  e s t  n e t t e a e n t  p l u s  

f a i b l e  en a u t o p o l l i n i s a t i o n .  



TABLEAU 20 

EVOLUTION DES PHOSPHOLIPIDES AVEC LA POLLINISATION 

CHEZ OENOTHERA MISSOURI ENSIS 
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La réaction incompatible s'accompagne ensuite d'une stabilisation 

des taux de phospholipides, ce qui n'est absolument pas le cas après 

xénopollinisation. Diverses modalités d'évolution sont ressenties en 

fonction du génotype de la plante. 

C ) EVOLUTION DU RAPPORT PL/GCL (*) ........................... 
Nous avons analysé l'évolution de ce rapport PL/GCL afin de mieux 

mettre en évidence les mobilisations respectives de ces deux types de 

molécules. 

a) Evolution du rapport PL/GCL chez Oenoffhena 
-P-=-5-=-E-Ei=-t-=-=-=-=-EE=-=EIIpP5-II;I;-= 

Les résultats sont reportés figure no 34 (page suivante). 

Au niveau des stigmates la pollinisation (compatible ou non) ,, 

provoque une accumulation. preférentielle des GCL au detriment des 

phospholipides. Seul le délai pour atteindre le minimum d'intéqration 

des phospholipides varie (respectivement 2 et 4 pour la xéno et l'auto- 

pollinisation). Ensuite, la pollinisation incompatible induit un retour 

vers la valeur de depart, tandis qu'en xénopollinisation l'incorporation 

des phospholipides reste toujours faible. 

A u  niveau des styles, la pollinisation (auto et xéno)  provoque 

une évolution similaire du rapport PL/GCL, du moins pour les trois 

premières heures. Pendant cette période, les PL sont énormément, puis 

beaucoup moins, incorporés. Après 4 heures, les deux pollinisations 

diffèrent, la xénopollinisation maintenant une incorporation moins 

(i&) PL phospholipides 
- - -  

GCL glycérolipides 
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p r o n o n c é e  d e s  PL. 

Un f a i t  c u r i e u x  d o i t  é g a l e m e n t  è t r e  s o u l i g n é  : c ' e s t  l ' o p p o s i t i o n  

e n t r e  l e s  v a l e u r s  o b t e n u e s  d a n s  l e  s t i g m a t e  e t  l e  s t y l e  ( r e s p e c t i v e m e n t  

0 , 4 2  e t  1 , 0 4 ) .  Le t u b e  p o l l i n i q u e  t r a v e r s e  deux  t y p e s  d e  t i s s u s  t r è s  

d i f f é r e n t s  l ' u n  d e  l ' a u t r e .  

b )  E v o l u t i o n  du PL/GCL c h e z  P ~ ~ u M ~ u  
- e - = - t - P r L - E - E - t - E - m - = - = - i i = - = - t  

L ' o p p o s i t i o n  e n t r e  s t y l e  e t  s t i g m a t e  s e  r e t r o u v e  é g a l e m e n t  c h e z  

Petunia  ( 0 , 3 3  e t  O 1 1 ï  r e s p e c t i v e m e n t ) .  

P o u r  i l l u s t r e r  l ' é v o l u t i o n  de  c e  r a p p o r t  PL/GCL n o u s  a v o n s  r e p o r t é  

f i g u r e  n o  3 4  l e s  v a l e u r s  o b t e n u e s  p o u r  l e  c l ô n e  T2U. 

Au n i v e a u  d e s  s t y l e s ,  1 ' 1 5 v o l u t i o n  du r a p p o r t  PL/GCL t r a d u i t  

comme c h e z  Oenotheha l e  mëme phénomene.  A p r è s  une  l é g è r e  augrnentatio_n,  

d e  l ' i n t é g r a t i o n  d e s  P L ,  on r e t r o u v e  e n c o r e  l a  mëme é v o l u t i o n  : 

m o i n s  d e  p h o s p h o l i p i d e s ,  p l u s  d e  g l y c é r o l i p i d e s .  

11 c o n v i e n t  é g a l e m e n t  de  m o d u l e r  c e t t e  c o n c L u s i o n ,  l ' é v o l u t i o n  

du r a p p o r t  PL/GCL d i f f è r e  e n  f o n c t i o n  du c l ô n e .  

I I I  - INTERPRETATION 

I l  s e m b l e  t r g s  d i f f i c i l e  de  r é s u m e r  l ' é v o l u t i o n  d e s  ç l y c é r o - e t  

p h o s p h o l i p i d e s ,  l a  m e i l l e u r e  s c h é m a t i s a t i o n  e s t  donnée  p a r  l ' a n a l y s e  

d e  l ' é v o l u t i o n  ou r a p p o r t  PL/GCL m e t t a n t  e n  é v i d e n c e  une d i m i n u t i o n  

g l o b a l e  du t a u x  d e  p h o s p h o l i p i d e s  a u  p r o f i t  d e s  g l y c é r o l i p i d e s .  

L e s  à e u x  - 1 a n t e s  r é a g i s s e n t  à l a  p o l l i n i s a t i o n  de  f a ç o n  s i n i l a i r e  

s a u f  p e n d a n t  l a  p r e m i è r e  h e u r e .  En e f f e t ,  l e  r a p p o r t  P L / G C L  e s t  

e x a c t e m e n t  i n v e r s é .  E n s u i t e  au  f u r  e t  à m e s u r e  d e  l a  c r o i s s a n c e  du 

t u b e  p o l l i n i q u e ,  c e  r a p p o r t  s u b i t  l e s  mêmes p e r t u r b a t i o n s .  Ces r é s u l t a t s  

s o n t  -5 r a p p r o c h e r  d e  c e u x  o b t e n u s  p a r  CARON - 3 9 - ,  q u i  a v a i t  c o n s t a t é  



chez Ocnotheaa, un effondrement très net surtout apres x6nopollinisation 

des taux de phospholipides. 11 se pose donc le problème de la sfgnifi- 

cation d'une perturbation aussi importante, qui de plus semble etre 

en contradiction avec la nécessité d'une croissance rapide du tube 

pollinique. En effet, on.slattendrait plutbt'a retrouver des lipides 

membranaires très augmentés témoignant ainsi de l'efficacité des 

systèmes d1410ngation du tube pollinique. 

Il se pourrait que le formidable appel d'eau vers les tissus 

des organes reproducteurs,puisse provoquer une dilution artificielle 

da nos lipides, masquant ainsi leur eventuelle évolution. Cela ne 

s'appliquerait qu'aux Oenothères. En effet, les stigmates et les 

styles de Petunin sont lyophilises. 

Des défauts de synthèse ou de transfert par l'intermédiaire des - - 
protéines transporteuses de PL (MOORE - 2 0 4 - 1  pourraient également etre 

invoqués mais ne conviendraient pas & tous les résultats obtenus avec 

P e t u n h  h y b h i d a  (cl8ne W166K). Cependant, les études réalisées avec ce 

matériel ne couvrent pas une période suffisamment longue pour O t r ~  

réellement significatives. 

Si l'effondrement des PL est un phénomène caractéristique de la 

pollinisation, quelles répercussions a-t-il au niveau de la réaction 

dl incompatibilité ? 

Les phospholipides interviennent tout particulièresent &ans les 

systèmes de transfert d'électrons des chafnes respiratoires, ainsi que 

dans les phénom6nes de perméabilité membranaire. 

A - RELATION AVEC LES CBAINES DE TRANSPORT D'ELECTRONS 
---------------------*--------------------------- 

Les syst&mes enzymatiques de la charne respiratoire dépendent 

de la présence de phospholipides membraneires. Dans les chaz~es de 



transport d'électrons les phospholipides interviennent à trois niveaux : 

- ils permettent l'interaction entre le cytochrome C et son 
oxydase, 

- ils maintiennent l'enzyme dans une configuration spatiale 
compatible avec l'activité catalytique, 

- de plus, la présence de diphosphatidylglycérol est indispensable 
au maintien de 1' activité enzymatique. 

Des résultats analogues ont été trouvés pour le système NADH- 

réductase. 11 semble que les phospholipides jouent un r6le vital dans 

les phosphorylations oxydatives, que ce soit au niveau des mitochondries, 

des microsomes ou du reticulum endoplasmique (JOLLIOT-MAZLIAK -128-, 

JONES-WAKIL -130-) . 

Or les styles autopollinisés consomment plus d'oxygène que les-_ 

styles xénopollinisés ou vierges (BRIS-LORCH -31-1. Existe-t-il une 

relation directe entre ces deux phénomènes ? 

B - ROLE DANS LES REACTIONS DE TRANSPORT M E M B R A N A I R E  ........................ ---- -..------------------ 
11 existe une littérature extensive sur le rôle des phospho- 

lipides dans les réactions de transports membranaires. Les propriétés 

de perméabilité des systèmes membranaires sont en relation avec leur 

composition en phospholipides. Ainsi la perméabilité des membranes 

érythrocytaires aux substances ioniques et non ioniques est en relation 

étroite avec le rapport lécithine/sphingomyéline. Les lécithines 

contiennent généralement une proportion plus élevée d'acides gras 

insaturés que les sphinqcmyelines. Or le àegré de saturation des 

phospholipides membranaires conditionne l'optimisation de la perméabilité. 

De plus, les phospholipides sont considérés comme les cofacteurs, 

au même titre que les sulfolipides, des ATPases responsables du 



t r a n s f e r t  a c t i f  d e s  i o n s  au t r a v e r s  d e  l a  membrane, e t  e n  p a r t i c u l i e r  

d e s  ATPases c c 2 +  d é p e n d a n t e s  (SCZMALZING e t  col i . .  - 2 6 7 - ) .  

De p l u s ,  l e  c o u p l a g e  f o n c t i o n n e l  e n t r e  PL e t  p h o s g h o l i p a s e  

pe rme t  l a  m o d u l a t i o n  de l ' a c t i v i t é  enzymat ique  d e s  ATPases.  En e f f e t ,  

l # a c t i v a t i o n  d e s  p h o s p h o l i p a s e s  s e c o n d a i r e  a une e n t r é e  a c c r u e  d e  

c a 2 +  p e u t  c a u s e r  une a u g m e n t a t i o n  t r a n s i t o i r e  de  l a  c o n c e n t r a t i o n  

en  a c i d e s  g r a s  l i b r e s .  . O r  une t e l l e  a u g m e n t a t i o n  à p r o x i m i t é  de  l a  

( c a 2 + )  ATPases d o i t  c o n t r i b u e r  d t e r m i n e r  l e  s i g n a l  c a 2 +  p a r  ampl i -  

f i c a t i o n  des  e n t r é e s  d e  c e s  i o n s  (SCHMALZING e t  c o l l .  - 2 6 7 - ) .  

Il s e  p o u r r a i t  donc  que  l e s  p h o s p h o l i p i d e s  p u i s s e n t  c o n t r o l e r  

l e s  e n t r é e s  e t  l e s  s o r t i e s  d e  ca2+ s i  i m p o r t a n t e s  d a n s  l a  r é g u l a t i o n  

d e  l a  c ~ o i s s a n c e  du t u b e  p o l l i n i q u e .  



CHAPITRE V I 1  

ANALYSE DES GSL ACIDES COMPLEXES 

1 - INTRODUCTION 

Le b u t  de c e t t e  é t u d e  e t a i t  de  m e t t r e  e n  é v i d e n c e  d e s  GSL p l u s  

complexes que l e s  p r é c é d e n t s  pouvant  j o u e r  l e  r ô l e  d e  marqueurs  de 

s u r f a c e  . 
NOUS avons  donc m o d i f i e  n o t r e  é t a p e  d ' e x t r a c t i o n .  A-rss chrona-  

t o g r a p h i e  en couche s i n c e ,  il a  é t é  p o s s i b l e  d e  m e t t r e  en é v i d e n c e  un 

GSL t r è s  c u r i e u x .  

Ce s o n t  les r é s u l t a t s  de  c e t t e  a n a l y s e  q u e  nous  r a p p o r t o n s .  

I I  - MISE EN EVIDENCE D ' U N  GLYCOLIPfDE A C I D E  TRES COMPLEXE - - 
A - MISE EN EVIDENCE D ' UN GLYCOLIPIDE RESORCINOL- POSITIF .................................................... 

N o t r e  p r é c é d e n t e  t e c h n i q u e  d ' e x t r a c t i o n  d e s  GSL n e u t r e s  ( f i c h e  T 2 )  

c o m p o r t a i t  une é t a p e  de déphasage  au c o u r s  d e  l a q u e l l e  l e s  GSL t r è s  

p o l a i r e s  p a s s a i e n t  d a n s  l a  phase  aqueuse .  

Nous avons donc  é t 6  amenés d m o d i f i e r  l e  p r o t o c o l e  en suppr iman t  

1 ' é t a p e  de déphasage .  

Pour c e t t e  é t u d e ,  l e s  GSL s o n t  e x t r a i t s  d e s  t i s s u s  ( p o l l e n  ou 

p i s t i l )  s e l o n  l a  t e c h n i q u e  p r é c o n i s é e  p a r  IRWIN e t  I R W I N  -126- pour  

l ' e x t r a c t i o n  d e s  g a n g l i o s i d e s  ( F i c h e  T18). 

L ' e x t r a i t  l i p i d i q u e  a i n s i  ob tenu  a é t é  déposC s u r  une p l a q u e  

d e  g e l  de  s i l i c e .  La m i g r a t i o n  s ' e s t  d é r o u l e e  d a n s  l e  s o l v a n t  c l a s s i q u e  

d e s  g l y c o l i p i d s s  (chloroforne/méthanol/eau - 65/25/4  - v / v / v ) .  Les 

chromatogrammes o n t  é t é  r L v ë l é s  p a r  d i v e r s  r é a c t i f s  r é v é l a n t  l e s  

g l y c o l i p i d e s  ( F i c h e  T 5 ) .  Apres  p u l v e r i s a t i o n  du r é a c t i f  r & s o r c i n o l / E C l  

s p é c i f i q u e  d e s  a c i o e s  s i a l i q u e s ,  u n e  énorme t a c h e  p o u r p r e - v i o l a c é e  



PROTOCOLE DE PURIFICATION DES GANGL~OSIDES SELON IRWIN 

STIGMATES OU STYLES 

HOMOG EN EISATION 
CHLOROFORME- MFTHANOL 

I CHROMATOGRAPHIE 
SUR l 

1 ACIDE SlLlClQUE 1 

A CHLORDFORME 65 

METHANOL 25 

EAU 4 

B CHLOROFORME 50 

METHANOL 59 

EAU 15 . 

A et B : témoins d e  gangliosides 
FA : Fraction A 
FB : Fraction B 



e s t  a p p a r u e .  J u s q u ' à  p r é s e n t ,  l ' e x i s t e n c e  d ' a c i d e  s i a l i q u e  d a n s  l e s  

g l y c o l i p i d e s  v é g é t a u x  n ' a  j a m a i s  é t é  d é m o n t r é e  (SCBAUER - 2 6 4 - 1 .  A u s s i  

c e t t e  t a c h e  n o u s  a - t - e l l e  i n t r i g u é e .  

Une i d e n t i f i c a t i o n  d e s  g l y c o l i p i d e s  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  e n  couche  

m i n c e  d a n s  l e  s o l v a n t  s p é c i f i q u e  d e s  g a n g l i o s i d e s  d é c r i t  p a r  HARTH e t  

c o l l .  -106)  a  é t é  t e n t é e .  L ' e x t r a i t  c o - m i g r e  a v e c  l e s  t é m o i n s  d e  

g a n g l i o s i d e s  animaux GM (a), G D l a  ( e )  e t  G T  ( O ) .  C e t t e  i d e n t i t e  
1 

e n t r e  l e s  Rf d e s  g a n g l i o s i d e s  t é m o i n s  e t  ceux  d e  n o s  e x t r a i t s  a  é t é  

v é r i f i é e  d a n s  p l u s i e u r s  a u t r e s  s y s t è m e s  s o l v a n t s  d é c r i t s  f i c h e  t e c h n i q u e  

T19. A c h a q u e  f o i s  c e s  l i p i d e s  s e  s o n t  r é v é l é s  a v o i r  l e  même compor- 

t e m e n t  c h r o m a t o g r a p h i q u e  q u e  c e l u i  d e s  g a n g l i o s i d e s  t é m o i n s .  

Nous a v o n s  d o n c  a p p l i q u é  l e  p r o t o c o l e  d'IRWIN e t  I R W I N  -126- 

e t  s o u m i s  l e s  e x t r a i t s  à u n e  & t a p e  de  p u r i f i c a t i o n  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  . - 
d ' a b s o r p t i o n  s u r  a c i d e  s i l i c i q u e  ( F i c h e  t e c h n i q u e  T 2 0 ) .  Normalement  

c e t t e  é t a p e  p e r m e t  d e  p u r i f i e r  l e s  g a n g l i o s i d e s .  

Nous a v o n s  d o n c  s o u m i s  un m é l a n g e  t é m o i n  d e  g a n g l i o s i d e s  e t  

d i v e r s  e x t r a i t s  d e  p o l l e n ,  d e  s t i g m a t e  ou d e  s t y l e  à c e t t e  é t a p e  de  

p u r i f i c a t i o n .  Les  f r a c t i o n s  F 2  o n t  é t d  r e c u e i l l i e s  e t  a n a l y s e e s  p a r  

c h r o m a t o g r a p h i e  e n  c o u c h e  m i n c e  d a n s  l e  s y s t è m e  d e  H A R T H  e t  c o l l .  ou  

d e  ZANETTA e t  c o l l .  ( F i c h e  T 1 9 ) ,  s u r  p l a q u e  à HPTLC. 

Les  mgmes r é s u l t a t s  o n t  é t 6  o b t e n u s  : c ' e s t - à - d i r e ,  i d e n t i t é  de  

compor tement  e n t r e  n o s  e x t r a i t s  e t  l e s  t é m o i n s  d e  g a n g l i o s i d e s .  Les  

r é s u l t a t s  s o n t  r e p o r t é s  f i g u r e  n o  3 5 .  

( 0 )  GM1 = m o n o s i a l o g a n g l i o s i d e  

G D l a  = d i s i a l o g a n g l i o s i d e  

GT = t r i s i a l o g a n g  i i o s i d e  



EXTRAIT SEC 

HYDROLYSE 

H e 4  0.1 N 80 mn W C  

PHASE INFERIEURE PHASE SUPERlEURE 

I EAU 

CHROMATOGRAPHIE 
d'ich.nge ionque 

DOWEX 1 x 2 

SYSTEME HARTH et colt. u 
L FORMIATE 5% I 

/ HPTLC 1 1 HPTLC I I I 
/",d;li; ) I d d e "  "adlulase, 1 

butamIr a. acétique propanol, eau 7;3 n-ôutanolln. pmpairol 
HCI 0.1 N 11211 

A :TEMOIN GANGLIOSIDES' 
' B :PHASE INFERIEURE 
C,E,G :TEMOIN ACIDE SIALIQUE 
D,F,H :F2 d e  DOWEX 



B - ESSAIS DE CARACTERISATION DES ACIDES SIALIQUES 
- - - - - - - C - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

Le compor tement  t r è s  c u r i e u x  d e  n o s  e x t r a i t s  en  c h r o m a t o g r a p h i e ,  

l e s  a n a l o g i e s  a v e c  l e  compor tement  d e s  g a n g l i o s i d e s  t é m o i n s  n o u s  o n t  

b i e n  m a l g r é  n o u s ,  c o n d u i t  v e r s  un e s s a i  d e  c a r a c t é r i s a t i o n  d e s  a c i d e s  

s i a l i q u e s  c h e z  l e s  p l a n t e s .  

a )  H y d r o l y s e  a c i d e  d e s  e x t r a i t s  
-E-=-t-r-=-t-P-=-*-=-=-=-P-P 

Les  l i p i d e s  d e  l a  f r a c t i o n  F2,  e n c o r e  c o n t a m i n é s  p a r  d e s  p i g m e n t s  

c h l o r o p h y l l i e n s ,  o n t  é t é  s o u m i s  à une  h y d r o l y s e  a c i d e  douce  p a r  

H2S0 0 , l  N p e n d a n t  1  h e u r e  à 80°C, f i c h e  t e c h n i q u e  T21. 
4  

Dans c e s  c o n d i t i o n s  (SCEAUER -264-1 l e s  a c i d e s  s i a l i q u e s  s o n t  

l i b é r é s  d e  l e u r s  g l y c o c o n j u g u é s  : 2 0 %  s e u l e m e n t  d e s  a c i d e s  s i a l i q u e s  

s o n t  d é t r u i t s  au  c o u r s  d e  c e t t e  h y d r o l y s e ,  p a r  c o n t r e  i l s  s o n t  t o u s  . - 
O - d é a c y l é s .  

Aprgs  d é p h a s a g e  o b t e n u  p a r  a d d i t i o n  d e  c h l o r o f o r m e  e t  d e  m é t h a n o l ,  

d e s  p a r t i e s  a l i q u o t e s  d e s  p h a s e s  i n f é r i e u r e s  e t  s u p é r i e u r e s  o n t  é t é  

d é p o s é e s  e t  a n a l y s é e s  s u r  p l a q u e  dlHPTLC d a n s  l e s  c o n d i t i o n s  p r é c é -  

demment d é c r i t e s  ( F i c h e  T19)  ( f i g u r e  n o  36). 

La r é v é l a t i o n  d e s  chromatogrammes p a r  p u l v é r i s a t i o n  d ' u n  r é a c t i f  

r é s o r c i n o l / E I C l  e s t  n é g a t i v e .  P a r  c o n t r e ,  il a p p a r a î t  d a n s  l a  p h a s e  

i n f é r i e u r e  d e s  g l y c o l i p i d e s  o r c i n o l  p o s i t i f s  m i g r a n t  d a n s  l a  z o n e  d e s  

GSL n e u t r e s .  

La p h a s e  s u p é r i e u r e  a q u e u s e  a  é t é  p u r i f i é e  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  

d ' é c h a n g e  i o n i q u e  s u r  DOWEX 1 x  2  ( f i c h e  T 2 l ) , ( f i g u r e  no  36). 

Normalement ,  l e s  a c i d e s  s i a l i q u e s  s o n t  é l u é s  au n i v e a u  d e  l a  

f r a c t i o n  2 p a r  l e  f o r m i a t e  à 5%.  

C e t t e  f r a c t i o n  2 a  é t é  a n a l y s é e  p a r  ccm d a n s  tous l e s  

s y s t è m e s  s o l v a n t s  p e r m e t t a n t  l a  s é p a r a t i o n  e t  l ' i d e n t i f i c a t i o n  d e s  



FIGURE 37 

ACTION DE LA NEURAMINIDASE DE VlBRlO CHOLERAE SUR LES EXTRAITS 

DE STIGMATES OU DE STYLES 

libération de f i  formyl pyruvate dosé a 549 nm exprimé 

en pg acide sialique 

temps 
I l  I l  
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24 32 heures 

ETUDE SPECTRALE DU CHROMOGENE FORME LORS DU DOSAGE PAR LA METHODE 

DE WARREN 



a c i d e s  s i a l i q u e s  ( F i c h e  T 2 1 ) .  

Dans t o u s  l e s  c a s ,  s a u f  un : (BPTLC s u r  s i l i c e  e t  m é l a n g e  s o l v a n t  

b u t a n o l / a c i . d e  a c é t i q u e / e a u  - 2 / 1 / 1 ) ,  n o s  e x t r a i t s  c o n t i e n n e n t  a p r è s  

h y d r o l y s e  a c i d e ,  un  composé r é s o r c i n o l  p o s i t i f  C O - m i g r a n t  a v e c  l e  

t é m o i n  d ' a c i d e  n e u r a m i n i q u e .  C e p e n d a n t ,  u n e  d i f f é r e n c e  de  c o l o r a t i o n  

e s t  e n r e g i s t r é e .  L e s  t é m o i n s  s o n t  d ' u n  b l e u  v i o l a c é  c a r a c t é r i s t i q u e  

d e s  a c i d e s  s i a l i q u e s ,  l e  composé l i b é r é  p a r  h y d r o l y s e  a c i d e  donne  

a v e c  l e  r é s o r c i n o l / H C l  u n e  c o l o r a t i o n  p l u t d t  p l u s  p o u r p r e .  

b) f f y d r o l y s e  p a r  l a  n e u r a m i n i d a s e  d e  V.Lb/rio choCehae 
-e-P-=-O-E-L-P-=-=-P-L-=-L-~-2: -=-=- f f=-E-~-t -~-=-=-=-  

Nos e x t r a i t s ,  a i n s i  q u e  d e s  s i a l o c o n j u g u 6 ~  t é m o i n s  o n t  e t 6  

i n c u b é s  e n  p r é s e n c e  d e  n e u r a m i n i d a s e  d e  Vibh io  cho.tehue. S e l o n  l a  

n a t u r e  du g l y c o c o n j u g u é  e t  d e  l ' a c i d e  s i a l i q u e ,  l a  l i b é r a t i o n  enzynt?-- 

t i q u e  de  c e  d e r n i e r  p e u t  s e  f a i r e  p l u s  ou m o i n s  r a p i d e m e n t  (30  m i & .  

à 24 h e u r e s ) .  

Au b o u t  de  8 h e u r e s ,  n o s  composés commencent à ê t r e  s e n s i b l e s  

à l a  n e u r a m i n i d a s e .  Une c i n é t i q u e  d e  l i b é r a t i o n  d e  c e s  composés a  

e t 6  r é a l i s g e .  Des p a r t i e s  a l i q u o t e s  du m i l i e u  d ' i n c u b a t i o n  s o n t  

p r é l e v e e s  e t  d é p h a s e e s  p a r  a d d i t i o n  d e  c h l o r o f o r m e  e t  d e  m é t h a n o l .  

La  p h a s e  a q u e u s e  e s t  p u r i f i é e  s u r  Dowex 1  x  2 .  L a  f r a c t i o n  F2 é l u é e  

e n  f o r m i a t e  à 5% e s t  d o s é e  p a r  l a  m é t h o d e  d e  WARREN e t  c h r o m a t o g r a p h i é e  

e n  couche  m i n c e  d a n s  l e s  s o l v a n t s  s p é c i f i q u e s  d e s  a c i d e s  s i a l i q u e s .  

La p h a s e  i n f é r i e u r e  e s t  a n a l y s é e  s u r  HPTLC d a n s  l e s  s o l v a n t s  c a r a c -  

t é r i s t i q u e s  d e s  g a n g l i o s i d e s .  Les r é s u l t a t s  s o n t  r e p o r t é s  f i g u r e  n o  37a .  

e t  t é m o i g n e n t  de  : 

- l ' a p p a r i t i o n  p r o g r e s s i v e  d a n s  l a  p h a s e  a q u e u s e  d ' u n  COmFOS6 

r e s s e m b l a n t  à de  l ' a c i d e  s i a l i q u e ,  

- e t  de  l a  d i s p a r i t i o n  p r o g r e s s i v e  d a n s  l a  p h a s e  o r g a n i q u e  de  

composés  r e s s e m 9 l a n t  aux g a n g l i o s i d e s .  



C )  C a r a c t é r i s a t i o n  d e s  a c i d e s  s i a l i q u e s  a p r e s  r e a c t i o n  de  WARREN 
- P - P - = - = - P - P - f - l - 0 - 5 - I - ~ - = - % - = - % - = - = - = - = - = - = - = - = - = - = - = - = - ~ - = -  

Normalement l e s  a c i d e s  s i a l i q u e s  l i b r e s  a p r è s  o x y d a t i o n  2 e r i o d i q u e  

r é a g i s s e n t  avec  l ' a c i d e  t h i o b a r b i t u r i q u e  pour  donner  un composé c o l o r é  

rouge  d o n t  l e  maximum d ' a b s o r p t i o n  e s t  s i t u é  8 549 nm. 

Cependan t ,  t o u s  composés c a p a b l e s  d e  l i b é r e r  a p r è s  o x y d a t i o n  

p e r i o d i q u e  un groupement  P - f o r m y l p y r u v i q u e  i n t e r f è r e n t  d a n s  ce  dosage .  

Af in  de  l i m i t e r  l e s  i n t e r f é r e n c e s  d u e s  au L- fucose ,  au  

2 -  d é o x y r i b o s e ,  aux a c i d e s  2-céto-3-déoxyaldoniques e t  aux a c i d e s  

g r a s  d é s a t u r é s  (SCXAUER - 2 6 4 - ) , l e s  composés l i b é r é s  a p r e s  h y d r o l y s e  

a c i d e  d o i v e n t  ê t r e  p u r i f i é s  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  s u r  DOWEX 1 x 2 .  

Nous p r é s e n t o n s  f i g u r e  n o  3 7 b  l e  s p e c t r e  d ' a b s o r p t i o n  d ' u n  * 

a c i d e  s i a l i q u e  t é m o i n  ( N . A . N . A .  : a c i d e  N a c é t y l  n e u r a m i n i q u e )  e t  c e l u i  

du composé l i b é r é  p a r  h y d r o l y s e  a c i d e  d e  n o s  e x t r a i t s ,  a p r è s  l a  . - 
r é a c t i o n  a c i d e  p e r i o d i q u e - a c i d e  t h i o b a r b i t u r i q u e  ( F i c h e  T22). Une 

f o i s  d e  p l u s ,  l e s  c o u r b e s  s e  s u p e r p o s e n t  p a r f a i t e m e n t .  La D . O .  a 

532  nm e s t  t o u j o u r s  t r è s  i n f é r i e u r e  8 c e l l e  o b t e n u e  à 549  nm. A i n s i  

nos e x t r a i t s  semi p u r i f i é s  l i b è r e n t  p a r  h y d r o l y s e  a c i d e  un compose 

a c i d e  é l u 6  en f o r m i a t e  q u i ,  a p r è s  o x y d a t i o n  p e r i o d i q u e ,  donne un 

P- f  o r m y l p y r u v a t e .  

d) Analyse  e n  s p e c t r e  de  masse du composé l i b é r é  
-5 -=-P-P-=-P-=-=-P-=-=- I -PP=-=- t t t -P-=- I -= -=-  

Aucun d e s  p r é c é d e n t s  c r i t è r e s ,  b i e n  q u ' a l l a n t  t o u s  é t r angemen t  

dans  l e  même s e n s ,  ne  p e u t  a s s u r e r  l a  c a r a c t é r i s a t i o n  s a n s  a m b i g u l t é  

de  l a  p r é s e n c e  d ' a c i d e  s i a l i q u e  d a n s  c o s  e x t r a i t s  l i p i d i q u e s .  

Nous avons donc  eu r e c o u r s  à une  a n a l y s e  p a r  s p e c t r o m e t r i e  de 

masse. 

C e t t e  a n a l y s e  d o n t  l e s  m o d a l i t e s  o p é r a t o i r e s  s o n t  r e p o r t é e s  

F i c h e  T23 a é t é  r é à l i s é e  en c o l l a b o r a t i o n  a v e c  l e s  é q u i p e s  des  



P r o f e s s e u r s  FOURNET e t  STRECKER. 

La d é t e r m i n a t i o n  de  l a  s t r u c t u r e  du composé l i b é r é  à p a r t i r  d e s  

G S L  a c i d e s  s ' e s t  r é v é l é e  d i f f i c i l e .  En e f f e t ,  l e s  c o n d i t i o n s  s t a n d a r d  

d ' a n a l y s e  e n  s p e c t r o m é t r i e  d e  m a s s e  n ' o n t  c o n d u i t  q u ' à  l ' i d e n t i f i c a t i o n  

d ' u n  h é x o s i t o l  p u r .  I l  s e m b l e  q u e  l ' o s e  l i b é r é ,  s o i t  i n s t a b l e  p o u r  l e s  

c o n d i t i o n s  o p é r a t o i r e s  u t i l i s é e s .  De p l u s ,  il ne  s ' a g i t  p a s  d ' u n  o s e  

p h o s p h o r y l é ,  c a r  il a  é t é  i m p o s s i b l e  d e  m e t t r e  e n  é v i d e n c e  l a  moindre  

t r a c e  de  p h o s p h o r e .  

Une s e c o n d e  t e c h n i q u e ,  f a i s a n t  e n  o u t r e  a p p e l  à l a  t r i m é t h y l s i -  

l a t i o n ,  e s t  e n  c o u r s  d e  m i s e  au  p o i n t  a f i n  d e  c a r a c t é r i s e r  s a n s  ambi- 

g u ï t é ,  c e  composé.  

III - EVOLUTION DE CE GLYCOLIPIDE ACIDE AVEC LA POLLINISATION 

Le d o s a g e  d e  c e  g l y c o l i p i d e  a c i d e  p e u t  ê t r e  r é a l i s e  p a r  l a  

mé thode  d e  WARREN p u i s q u e  l ' u n  d e s  o s e s  c o n s t i t u t i f s  donne a p r è s  

o x y d a t i o n  p e r i o d i q u e  l e  / j . - f o r m y l p y r u v a t e  c a p a b l e  d e  s e  c o n d e n s e r  a v e c  

l ' a c i d e  t h i o b a r b i t u r i q u e .  

A u s s i  a p r è s  h y d r o l y s e  a c i d e  ménagée d e s  e x t r a i t s ,  p u i s  p u r i f i -  

c a t i o n  s u r  Dowex 1 x 2 ,  nous  a v o n s  d o s é  c e s  g l y c o l i p i d e s  p a r  l ' i n t e r -  

m é d i a i r e  du A - f o r m y l p y r u v a t e  e t  d e  l a  r é a c t i o n  d e  WARREN ( F i c h e s  T l 8  à 

T221. 

Les  r é s u l t a t s  r e p o r t é s  d a n s  l e  t a b l e a u  no  2 1  s o n t  e x p r i m é s  eri 

çig d ' a c i z e s  s i a l i q u e s  p a r  g d e  t i s s u .  Nous a v o n s  a n a l y s é  l ' é v o l u t i o n  

de  c e s  l i p i d e s  d a n s  l e s  s t y l e s  e t  l e s  s t i g m a t e s  d e  f l e u r s  v i e r g e s ,  

a u t o  ou x é n o p o l l i n i s é e s  pour  u n e  p é r i o d e  d e  p o l l i n i s a t i o n  a l l a n t  d e  

O à 3 6  h e u r e s .  
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DE LA POLLINISATION CHEZ PETUNIA 



A - RESULTATS --------- 
a )  E v o l u t i o n  au  n i v e a u  d e s  s t i g m a t e s  

-P-=-=-*-5-P-P-S-=-EE=-EEX-=-=-=- 

La r é p a r t i t i o n  d e s  g l y c o l i p i d e s  a c i d e s  d a n s  l e s  s t i g m a t e s  

v i e r g e s  e s t  r e l a t i v e m e n t  homogGne. La x é n o p o l l i n i s a t i o n  e s t  c a r a c t e -  

r i s é e  p a r  l ' a p p a r i t i o n  d ' u n  p i c  i m p o r t a n t  de  G S L  a c i d e s  c o m p l e x e s  

p o u r  l a  p é r i o d e  6 à 1 2  h e u r e s ,  l e  maximum s e  s i t u a n t  a p r è s  8 h e u r e s  

d e  c r o i s e m e n t  c o m p a t i b l e .  

P a r  c o n t r e ,  l ' a u t o p o l l i n i s a t i o n  e s t  c a r a c t é r i s é e  p a r  l ' a p p a -  

r i t i o n  de  d e u x  p e t i t s  p i c s  d o n t  l e s  maximums s o n t  s i t u é s  v e r s  9 e t  

16  h e u r e s .  

b )  E v o l u t i o n  a u  n i v e a u  d e s  s t y l e s  
-0-1-=-=-0-=-=-r-=-P-0-=-t-=-= 

I c i . . e n c o r e ,  l a  r é p a r t i t i o n  d a n s  l e s  s t y l e s  v i e r g e s  e s t  t r è s  . - 
homogëne. P a r  c o n t r e  l a  x é n o p o l l i n i s a t i o n  e s t  c a r a c t é r i s é e  p a r  un 

énorme p i c  c e n t r é  s u r  l a  p é r i o d e  7 - 8  h e u r e s  s u i v i  p a r  un  r e t o u r  a 

un n i v e a u  d e  b a s e  t r è s  f a i b l e .  

Le p r o f i l  d ' i n c o r p o r a t i o n  a p r e s  a u t o p o l l i n i s a t i o n  e s t  r e l a -  

t i v e m e n t  s e m b l a b l e .  Un énorme p i c  c e n t r é  s u r  l a  p é r i o d e  7-8  h e u r e s  

e s t  é g a l e m e n t  m i s  en  é v i d e n c e .  C e p e n d a n t ,  une  s e c o n d e  v a g u e  d ' i n c o r -  

p o r a t i o n  d é b u t e  v e r s  18 h e u r e s  e t  p e r s i s t e  j u s q u ' à  36  h e u r e s .  

M a l h e u r e u s e m e n t ,  l e  manque d ' i n f o r m a t i o n  p o u r  l a  p é r i o d e  18 -36  h  

n e  nous  T e r m e t  p a s  d e  c o n c l u r e  p l u s  e n  d é t a i l s .  

B - I N T E R P R E T A T S O N  -------------- 
L e  p o l l i n i s a t i o n ,  q u ' e l l e  s o i t  c o m p a t i b l e  ou n o n ,  e s t  c a r a c t é r i s é e  

p a r  une  i n c o r p o r a t i o n  m a s s i v e  de  c e s  g l y c o l i p i d e s  a c i d e s  d a n s  l e s  

membranes.  



ANALYSE CHROMATOGRAPHIQUE EN COUCHE MINCE D'EXTRAITS DE PISTILS 

- 

HPTLC DANS LE SYSTEME DE HARTH ET COLL. 

i 

GANGLIOSlDES TEMOINS EXTRAITS DE STYLES OU STIGMATES 
w 

GANGLI OS IDE 

GD3 

GDla 

GD1b 

*1 

GP1 

R f 

O, 400 

0,280 

1 

R f 

0, 2 70 

I 
I 

P i c  

1 

0,259 

O, 189 

O, 146 

O, 103 

0, 077 

0,055 

2 

3 

4 . 
5 

6 

t 

0, 2 60 

0, 190 

0, 145 

0,107 

0, 075 

. 



L'incorporation est légèrement plus faible en autopollinisation. 

Un autre trait différencie auto et xénopollinisation. En effet, 

dans les croisements incompatibles, une seconde vague d'incorporation 

vient se surajouter à la première. 

Ces pics peuvent traduire deux phénomènes possédant une signi- 

fication métabolique très différente : 

a - il s'agit de l'apparition progressive d'un même composé 
acide, 

b - ou celle d'un composé se "sialylant" de plus en plus. 
Comme l'examen des chromatogrammes révèle deux ou trois taches 

CO-migrant avec le GM le GD et le GT, il nous a semblé important 
1 ' 1 a 

de définir l'évolution respective de ces composés analogues aux 

divers gangliosides témoins. - - 

IV - EVOLUTION DES DIVERS GSL ACIDES 
Les extraits de pistils préparés sur colonne d'acide silicique, 

selon la méthode d91RWIN et IRWIN, ont @té purifiés (Fiches T18, T î O ) ,  

puis analysés sur HPTLC dans le système de HARTH et coll. (Fiche T19). 

Cinq fractions majeures sont révélées par pulvérisation des 

plaques au réactif résorcinol/~Cl. Leur Rf respectif, ainsi que ceux 

des gangliosides témoins sont reportés tableau no 22. 

Une fraction CO-migre avec le GM ( r )  ou le GT ( r )  et le reste 
1 

avec les disialogangliosides. 

LES chromatogrammes ont été ensuite "densitométrés" (àensitomètre 

de type Helena) afin de suivre en fonction du temps l'évolution de la 

répartition de ces GSL acides. 

(*  1 G M  = monosialoganglioside 
1 

GT = trisialoganglioside 



C ii3'ri h i du 

EVOLUTION DE LA REPARTITION DES DIVERS GSL ACIDES COMPLEXES EN FONCTION 

DU TEMPS ET DE LA POLLINISATION 

- temoins de gangliosides (voir tableau) ------ styles vierges W 166K 

--------- p~l len W 166k ----- styles W166K x W166K 

---. pollen T2U - styles WtWK x T2U 



A - ANALYSE DES GSL ACIDES DES PISTILS VIERGES ET DU POLLEN --- .................................................... 
Dans un premier  temps ,  n o t r e  & t u d e  s ' e s t  p o r t é e  s u r  l ' é v o l u t i o n  

d e s  GSL z c i d e s  d e s  p i s t i l s  v i e r g e s  p l a c é s  dans  d e s  c o n d i t i o n s  e n v i -  

ronnemen ta l e s  i d e n t i q u e s  à c e l l e s  que s u b i s s e n t  l e s  p i s t i l s  l o r s  d e s  

p o l l i n i s a t i o n s  i n  v i X h o .  Après 6, 8 ,  12 e.t 3 6  h e u r e s  de p o l l i n i s a t i o n ,  

l e s  e x t r a i t s  de  G S L  a c i d e s  o n t  é t é  p u r i f i é s  e t  a n a l y s é s  en HPTLC. 

Peu d e  v a r i a t i o n s  (non s i g n i f i c a t i v e s )  o n t  i t 6  e n r e g i s t r e e s  au 

n i v e a u  de  c e s  GSL a c i d e s .  Un p r o f i l  s t a n d a r d  de  r é p a r t i t i o n  d e s  GSL 

a c i d e s  a pu ê t r e  m i s  e n  é v i d e n c e  ( f i g u r e  no 3 8  1 ; il e s t  c a r a c t é r i s é  

p a r  l a  p r é s e n c e  de 5 p i c s  CO-migrant  avec  l e s  t émoins  de  g a n g l i o s i d e s ,  

l e s  p i c s  1 e t  s u r t o u t  2 s o n t  l e s  p i c s  ma jeu r s  d e s  e x t r a i t s .  

Les e x t r a i t s  de  p o l l e n  s o n t  a n a l y s é s  d a n s  l e s  mêmes c o n d i t i o n s  : 

3  p i c s  d ' i m p o r t a n c e  i n é g a l e  s o n t  r é v é l é s .  Le p o l l e n  W166K s e  c a r a c t é r i s e  

p a r  deux énormes p i c s  (1 e t  5 )  e t  p a r  un p l u s  f a i b l e  ( 3 ) ,  t a n d i s  que 

l e  p o l l e n  T U, même s ' i l  pos sède  un g r a n d  p i c  5 s e  c a r a c t d r i s e  p a r  
2 

un p r o f i l  moins e x a c e r b é  au n iveau  d e s  p i c s  1 et 3 .  

B - EVOLUTION DU PROFIL DE REPARTITION DES GSL ACIDES EN .................................................... 
XENOPOLLINISATION ----------------- 

Nous avons donc r e p o r t é  f i g u r e  n o  3 8  l ' b v o l u t i o n ,  en f o n c t i o n  

du temps e t  de l a  x é n o p o l l i n i s a t i o n ,  du p r o f i l  d e  r e p a r t i t i o n  des  

GSL a c i d e s  complexes.  

Les 6 p r e m i è r e s  h e u r e s  de p o l l i n i s a t i o n  compa t ib l e  s e  t r a d u i s e n t  

p a r  une augmenta t ion  des  p i c s  2 ,  3 ,  4 c o r r e s p o n d a n t  aux d i s i e l o g a n -  

g l i o s i d e s  s e  f a i s a n t  au d é t r i m e n t  du p i c  1  CO-migrand avec  l e  GM 
1 

an ima l .  



Puis apres 12 et 18 heures, le pic 1 continue de régresser 

au profit plus ou moins des pics 2, 3, 4 et 5. 

36 heures de x~nopollinisation se traduisent par la reapparition 

d'un pic 1 se faisant au detriment du pic 2, mais egalement par l'ampleur 

des pics 3 à 5. 

C - EVOLUTION DU PROFIL DE REPARTITION DES GSL ACIDES EN ---------------------------------------------------- 
AUTOPOLLINISATION -- -------- --_---- 

Les 6 premieres heures de pollinisation incompatible inbuisent 

la meme évolution du profil de répartition que la xinopolli~~.i.ration, 

c'est-&-dire : accumulation des composés correspondant aux phes 2 

d 4 mais, également, augmentation du pic 6 correspondant aux B ~ i s i a -  

locon jugués animaux. 

Puis, tout comme en x&nopollinisation, ce profil de répartition 

s'accentue avec le temps. 11 convient de souligner l ' i m p o w e e  

relative du pic 6 qui ne fait qu'augmenter. 

Ensuite, après 36 heures de pollinisation, il n'y a plus de 

ressemblance avec la xdnopollinisation. Le profil incompatible se 

caracterise par un pic majeur (1). 

D - SIGNIFICATION BIOLOGIQUE ----------_------------- 
Il semble ooac que la pollinisation daas un premier temps s'ac- 

compagne de profondes modifications dans le profil Ce repartition des 

GSL acides complexes. 

La disparition progressive du pic 1 au profit de composes plus 

polaires caractérise auto et xénopollinisation, qui ne s'opposent 

qu'au niveau du composé le plus polaire du pic 6. 

Puis, apres 36 heures de pollinisation , les similitudes ont 



d i s p a r u  e t  deux p r o f i l s  d e  r é p a r t i t i o n  p e u v e n t  ê t r e  m i s  e n  é v i d e n c e  : 

- 1 p r o f i l  e x t r ê m e m e n t  s i m p l i f i é  e n  a u t o p o l l i n i s a t i o n  a v e c  

p r e s q u e  e x c l u s i v e m e n t  l e s  composés  m o i n s  p o l a i r e s  du p i c  1 ,  

- 1 p r o f i l  complexe  e n  x é n o p o l l i n i s a t i o n .  

I l  e s t  a c t u e l l e m e n t  d i f f i c i l e  d e  d é f i n i r  a v e c  p r é c i s i o n  l a  

s i g n i f i c a t i o n  b i o l o g i q u e  d e  c e t t e  e v o l u t i o n  d a n s  l a  r 6 p a r t i t i o n  d e s  

GSL a c i d e s  c o m p l e x e s .  En e f f e t ,  l e  manque d ' i n f o r m a t i o n s  p r é c i s e s  

c o n c e r n a n t  l a  s t r u c t u r e  d e  c e s  g l y c o l i p i d e s  l i m i t e  n o t r e  d i s c u s s i o n .  

Néanmoins ,  s i  o n  p r o c è d e  p a r  a n a l o g i e  a v e c  l e  compor tement  d e s  c e l l u l e s  

a n i m a l e s ,  il s e m b l e  q u e  d i v e r s e s  p h a s e s  p e u v e n t  ê t r e  d i s t i n g u é e s  : 

- 0-6 h  = p h a s e  d e  c r o i s s a n c e  e t  d e  m a t u r a t i o n  a v e c  p r é s e n c e  d e  

p i c s  d e  p l u s  e n  p l u s  p o l a i r e s ,  

- 6-8 h  = m a t u r a t i o n  a u  d é t r i m e n t  du p i c  1 ,  

- 18-36 h = i n s t a l l a t i o n  d ' u n e  r é p o n s e  à l a  r é a c t i o n  d ' a u t o i n -  

c o m p a t i b i l i t é ,  s e  t r a d u i s a n t  p a r  l ' o p p o s i t i o n  d e s  deux p r o f i l s .  S e u l  

l e  p r o f i l  o b t e n u  a p r è s  x é n o p o l l i n i s a t i o n ,  t r a d u i t  un s y s t è m e  e n  

p l e i n e  é v o l u t i o n .  

V - C O N C L U S I O N  

L ' é v o l u t i o n  d e s  GSL a c i d e s  c o m p l e x e s  s e  p o u r s u i t  d e  l a  même 

f a ç o n  q u e  c e l l e  d e s  GSL n e u t r e s ,  e t  t r a d u i t  l e s  mêmes é t a p e s  : 

c r o i s s a n c e  c e l l u l a i r e  e t  m a t u r a t i o n  d e s  c o m p o s a n t s  m e m b r a n a i r e s .  

Ces  deux phénomènes  s ' a c c o m p l i s s e n t  m a i n t e n a n t  d e  f a ç o n  t r&s  

c l a s s i q u e  e t  s e  t r a d u i s e n t  p a r  d e s  m o d i f i c a t i o n s  d a n s  l a  r é p a r t i t i o n  

d e s  GSL, e n  f o n c t i o n  du nombre de  r é s i d u s  o s i d i q u e s  c o n t e n u s  d a n s  l a  

m o l é c u l e .  



C O N C L U S I O N - R E S U M E  



L'étude biochimique des réactions de reconnaissance et d'auto- 

rejet qui suivent la pollinisation incompatible permet de dégager 

un certain nombre de données intéressantes qui peuvent s'intégrer 

à l'intérieur d'un métabolisme complexe dont tous les mécanismes 

sont loin d'être élucidés. 

Nous avons successivement abordé dans ce travail, l'analyse 

des glycérolipides, des glycosphingolipides neutres et acides et, 

en relation avec leurs propriétés, les ( ~ a +  + K+) ATPases. 

Nos essais d'isolement, de fractionnement et de caract0risation 

des lipides des extraits de pollens et de styles chez Peiunia hybh.ida 

et Oetzo.theha m i d d o ~ h i e n d i . 4  nous ont conduit a des resultats positifs 

tant sur le plan analytique que sur le plan physiologique. Bien que 

la plus grande prudence s'impose quant à l'interprétation de ces 

résultats en fonction de l'incompatibilité gamétophytique de fécon- 

dation, il est cependant évident que les variations quantitatives et 

qualitatives relevges dans les structures de ces lipides semblent 

constituer vraisemblablement une première approche du processus de 

reconnaissance dirigée par le gène S d'incompatibilité. 

1 - FEYSIOLOGIE DE L'INCOMPATIBILITE ET ACTIVITES MEMBRANAIRES 
Les recherches que nous avons effectuées sur l'évolution des 

glycolipides neutres et acides après pollinisation, nous ont permis 

de dégager les points suivants : 

- les membranes témoignent d'un phénomène de régulation de 

croissance, 

- auquel se surajoute dans un premier temps, une étape de 
différenciation et àe maturation, 



- de  p l u s ,  l e s  membranes r é a l i s e n t  un p u i s s a n t  c o n t r d l e  Cie l a  

p e r m é a b i l i t é  p a r  1 ' i n t e r m e d i a i r e  d e  c e s  m o l é c u l e s  l i p i d i q u e s .  

A - GLYCOLIPIDES ET R E G U L A T I O N  DE CROISSANCE -------- ---- ---------------- ------------ 
VICKER e t  CRITCRLEY -306)  o n t  mon t r e  que  l a  c r o i s s a n c e  t i s s u l a i r e  

é t a i t  accompagnée S 'une  d i m i n u t i o n  d e s  t e n e u r s  en  g l y c o l i p i d e s  e t  d ' u n  

r a c c o u r c i s s e m e n t  d e  l e u r s  chaSnes  p o l y s a c c h a r i d i q u e s  e t  que  p a r a l l è -  

l e m e n t  c e s  f a i t s ,  l e s  t e n e u r s  en g l y c o p r o t 6 i n e s  a l l a i e n t  c r o i s s a n t e s  

a i n s i  que  l a  l o n g u e u r  de  l e u r s  c h a f n e s  o s i d i q u e s .  

C e  phénomène d é c r i t  j u s q u ' a  p r é s e n t  p o u r  l e s  c e l l u l e s  a n i m a l e s ,  

e s t  r e t r o u v e  é g a l e m e n t  d a n s  l e  r è g n e  v é g 6 t a l .  

A i n s i ,  l a  c r o i s s a n c e  du t u b e  p o l l i n i q u e  e s t  c a r a c t e r i s é e  p a r  l a  

d i m i n u t i o n  de l e u r s  t e n e u r s  en g l y c o s p h i n g o l i p i d e s  m a i s  a u s s i  p a r  un 

r a c c o u r c i s s e m e n t  de  l a  l o n g u e u r  de l e u r  c h a i n e  p o l y s a c c h a r i d i q u e .  

En e f f e t ,  t o u t  a u  l ong  d e  l a  c r o i s s a n c e  du t u b e  p o l l i n i q u e ,  on  a s s i s t e  

à u n e  i n t é g r a t i o n  p r é f é r e n t i e l l e  d e s  monog lycosy lcé ramides  d a n s  l e s  

s y s t e m e s  membrana i res .  P a r a l l è l e m e n t ,  d a n s  l e s  e s p e c e s  que  nous  avons  

é t u d i i e s  ( P e t u n i n  e t  O e n o t h e x a ) ,  il a é t é  p o s s i b l e  de  m e t t r e  e n  

é v i d e n c e  l ' a c c u m u l a t i o n  d e  g l y c o p r o t é i n e s  d e  h a u t  p o i d s  m o l é c u l a i r e  

(LINSKENS e t  C O L I .  -180-, VANDERDONK -301-1 . 
I l  e s t  donc  é v i d e n t  q u ' a u  c o u r s  de l a  p r o g r e s s i o n  du t u b e  p o l l i -  

n i q u e  c o m p a t i b l e  dans  l e s  t i s s u s  du p i s t i l ,  l e s  GSL m o n t r e r o n t  une 

d v o l u t i o n  i d e n t i q u e  à c e l l e  q u i  a  é t é  d e c r i t e  d a n s  l e s  e x t r a i t s  de 

c e l l u l e s  a n i m a l e s  en c r o i s s a n c e .  

L ' a u t o p o l l i n i s a t i o n  p rovoque ,  q u a n t  à e l l e ,  d a n s  un p r e m i e r  

t emps ,  une  é v o l u t i o n  du p r o f i l  de r é p a r t i t i o n  d e s  GSL s i m i l a i r e s  m a i s  

non i d e n t i q u e  a c e l l e  o b t e n u e  en x é n o p o l l i n i s a t i o n .  Sn e f f e t ,  l e  t u b e  

p o l l i n i q u e  i n c o m p a t i b l e , &  l ' i n s t a r  âu x é n o t u b e , p e u t  c r o î t r e  dans l e s  



t i s s u s  s t y l a i r e s .  S a  p r o g r e s s i o n  p l u s  l e n t e  s ' a c c o m p a g n e  d e  m o d i f i -  

c a t i o n s  d e  m o i n d r e  e n v e r g u r e .  Dans un s e c o n d  t e m p s ,  l a  r é a c t i o n  

d ' a u t o - r e j e t  a  l i e u  : l e  t u b e  p o l l i n i q u e  i n c o m p a t i b l e  e s t  b l o q u é  

à m i - h a u t e u r  d a n s  l e  s t y l e  e t  l e s  s i m i l i t u d e s  a v e c  l a  x e n o p o l l i n i -  

s a t i o n  s ' a r r ê t e n t  ; l e  p r o f i l  de  r é p a r t i t i o n  d e s  GSL ne  r e f l è t e  p l u s  

l ' é l o n g a t i o n  c e l l u l a i r e .  

De p l u s ,  il semble  q u e  l ' é v o l u t i o n  e n r e g i s t r é e  au n i v e a u  d e s  

GSL s o i t  a t t r i b u a b l e  à l a  c r o i s s a n c e  du t u b e  p o l l i n i q u e .  L ' i n d u c t i o n  

d ' u n  m é t a b o l i s m e  d e  t y p e  p o l l i n i q u e  a p r è s  x é n o p o l l i n i s a t i o n  e t  d a n s  

l e s  p r e m i e r s  s t a d e s  de  l ' a u t o p o l l i n i s a t i o n , e s t  p a r f a i t e m e n t  i l l u s t r é e  

p a r  l e s  r é s u l t a t s  de  l ' a n a l y s e  d e s  b a s e s  2. l o n g u e  c h a r n e  d e s  GSL 

n e u t r e s  e t  a c i d e s .  En e f f e t ,  il a  Bte  p o s s i b l e  d a n s  un p r e m i e r  t emps  

d ' a t t r i b u e r  à c e r t a i n e s  b a s e s  d e  t y p e  s p h i n g o s i n e ,  une  o r i g i n e  p r é c i s e .  

Les  b a s e s  s e  r é p a r t i s s e m e n t  e n  d e u x  g r o u p e s  : 

- l e s  b a s e s  d e  " t y p e  p o l l i n i q u e " ,  c ' e s t - à - d i r e  r e n c o n t r é e s  p l u s  

s p g c i a l e m e n t  d a n s  l e s  e x t r a i t s  d e  p o l l e n ,  

- l e s  b a s e s  d e  " t y p e  s t y l a i r e " ,  l o c a l i s é e s  p r é f é r e n t i e l l e m e n t  

d a n s  l e s  G S L  d e s  s t y l e s  e t  d e s  s t i g m a t e s .  

A p r è s  q u e l q u e s  h e u r e s  s e u l e m e n t  d e  p o l l i n i s a t i o n ,  i l  a p p a r a r t  

d a n s  l e s  e x t r a i t s  de  s t y l e s  p o l l i n i s é s  d e s  GSL d o n t  l e s  b a s e s  à l o n g u e  

c h a l n e  ( s p h i n g o s i n e )  s o n t  t y p i q u e s  du g a m é t o p h y t e  mâle .  La b a l a n c e  

e n t r e  c e s  b a s e s  q u e  nous  a v o n s  a p p e l é e s  " p o l l i n i q u e s "  ou " s t y l a i r e s "  

r e p r é s e n t e  un e x c e l l e n t  m a r q u e u r  p o u r  s u i v r e  l ' é v o l u t i o n  du m g t a b o l i s m e  

d e s  GSL m e m b r a n a i r e s  d z n s  un  s t y l e  p o l l i n i s é .  

B - GLYCOLIPIDES : TEMOINS D ' U N  ETAT DE MATURATION CELLULAIRE ......................................................... 
Un d e  n o s  o b j e c t i f s  é t a i t  d e  r e c h e r c h e r  l e s  i n d i c e s  de  l a  

m a t u r a t i o n  d e s  d é t e r m i n a n t s  de  s u r f a c e  du t u b e  p o l l i n i q u e .  



L ' a n a l y s e  d e s  GSL n e u t r e s  e t  d e s  GSL complexes a p e r m i s  de 

m e t t r e  en é v i d e n c e  c e t t e  d t a p e  de d i f f é r e n c i a t i o n .  

Au n iveau  d e s  GSL n e u t r e s ,  ce  phénomgne e s t  p l u s  é v i d e n t  en  

a u t o p o l l i n i s a t i o n  q u ' e n  x é n o p o l l i n i s a t i o n  : e n  8 h e u r e s  d e  p o l l i n i -  

s a t i o n  i n c o m p a t i b l e ,  l e  t u b e  p o l l i n i q u e  a c q u i e r t  d e s  g l y c o l i p i d e s  

p l u s  g l y c o s y l é s  t e l s  que  l e s  DGCer, TGCer e t  TRGCer. Ce phénomène 

e s t  moins v i s i b l e  en x é n o p o l l i n i s a t i o n  cay  l a  c r o i s s a n c e  a c t i v e  

du t u b e  p o l l i n i q u e  q u i  s e  t r a d u i t  p a s  l ' a c c u m u l a t i o n  e t  l 1 i n c o r p o -  

r a t i o n  de MGCer masque ldg&rem:nt c e t t e  p h a s e  de  m a t u r a t i o n  d e s  

g l y c o l i p i d e s .  

C e t t e  d i f f e r e n c i a t i o n  d e s  d é t e r m i n a n t s  d e  s u r f a c e  e s t  é g a l e m e n t  

t rQs  n e t t e  a u  n i v e a u  d e s  GSL a c i d e s  complexes.  La p o l l i n i s a t i C n  s e  

t r a d u i t  p a r  : 

- l e  m a i n t i e n  d ' u n  t a u x  é l e v é  d e  GSL a n a l o g u e s  aux GM e t  
1 

t r a d u i s a n t  un é t a t  6e c r o i s s a n c e  a c t i v e ,  

- mais é g a l e m e n t  p a r  l ' a p p a r i t i o n  de  GSL a n a l o g u e s  aux d i  e t  

t r i s i a l o g a n g l i o s i d e s ,  c ' e s t - à - d i r e  a d e s  GSL d o n t  l e  g l y c a n n e  a  

b v o l u é  p a r  a d d i t i o n  s u c c e s s i v e  d e  r é s i d u s  o s i d i q u e s .  

L ' e x i s t e n c e  d ' u n e  p h a s e  de  d i f f é r e n c i a t i o n  d e s  d g t e r m i n a n t s  

d e  s u r f a c e  c o n s t i t u e  un p r e m i e r  a rgument  p o u r  l a  c o n f i r m a t i o n  de  n o t r e  

h y p o t h g s e  : B s a v o i r  que l e  p o l l e n  d e s  p l a n t e s  à A I G  e s t  un p o l l e n  

immature  dont  l a  m a t u r i t é  s e  d é v e l o p p e  au c o u r s  du s t a d e  d e  t u b e  

p o l l i n i q u e .  

On peu t  donc  e n v i s a g e r  l ' a p p a r i t i o n  q u e l q u e s  h e u r e s  a p r e s  

l a  ? o l l i n i s a t i o n  des  d é t e r m i n a n t s  d i r e c t e m e n t  i m p l i q u é s  & a n s  : 

- l e  ddcodage de l ' i n f o r m a t i o n  " s o i  - non s o i " ,  

- l a  t r a n s m i s s i o n  d e  c e t t e  i n f o r m a t i o n  au  t r a v e r s  de  l a  membrane 

v e r s  l e  cy top la sme  e t  l a  m a c h i n e r i e  b i o s y n t h 6 t i q u e .  



C - GLYCOLIPIDES : DETERMINANTS DE SURFACE ...................................... 
Le p l u s  g r a n d  p r o b l è m e  q u i  s e  p o s e  d a n s  l ' i n s t a l l a t i o n  de  l a  

r é a c t i o n  d e  r e j e t  c o n c e r n e  l e s  m o d a l i t é s  d e  l a  d é t e r m i n a t i o n  du 

s i g n a l  s p e c i f i q u e  au  g è n e  S .  Nous a v o n s  vu p récédemment  l e s  m o d a l i t é s  

d e  l ' é m i s s i o n  d ' u n e  i n f o r m a t i o n .  C e l a  s u p p o s e  un l i g a n d  s p é c i f i q u e  

e t  un r é c e p t e u r  c a p a b l e  d e  d é c o d e r  l e  m e s s a g e  e t  d e  l e  t r a n s m e t t r e  

v e r s  l ' i n t é r i e u r  d e  l a  c e l l u l e .  

L e s  G S L  n e u t r e s  p o u r r a i e n t  é v e n t u e l l e m e n t  ë t r e  i m p l i q u é s  d a n s  

l ' é m i s s i o n  ou l a  r é c e p t i o n  d e  l ' i n f o r m a t i o n  s p é c i f i q u e  d ' a u t o - r e j e t .  

C e p e n d a n t  b i e n  q u e  1' a n a l y s e  d e  l e u r  c o m p o s i t i o n  e n  o s e s  s o i t  t r o p  

f r a g m e n t a i r e ,  il ne  s e m b l e  p a s  q u e  c e  s o i t  l e  c a s .  P a r  c o n t r e ,  l e s  

GSZ a c i d e s c o m p l e x e s  p o u r r a i e n t  d e  p a r  l a  p r é s e n c e  d e  c e t  o s e  c u r i e u x ,  

a v o i r  un p o u v o i r  d e  d i s c r i m i n a t i o n  s u p é r i e u r  a u x  GSL n e u t r e s .  L e u r s  

a n a l o g i e s  d e  compor tement  a v e c  l e s  g a n g l i o s i d e s  q u i  s o n t  d i r e c t e m e n t  

i m p l i q u b s  d a n s  l a  r é c e p t i o n  de  f a c t e u r s  b i o l o g i q u e s ,  s o n t  d e s  a r g u m e n t s  

e n  f a v e u r  d ' u n  r ô l e  p o t e n t i e l  d a n s  l a  r e c o n n a i s s a n c e .  C e p e n d a n t ,  

comme n o u s  l ' a v o n s  d i t ,  l e  c a r a c t è r e  f r a g m e n t a i r e  d e  n o s  é t u d e s  n e  

n o u s  p e r m e t  p a s  d e  c o n c l u r e  p l u s  f e r m e m e n t .  L a  d é m o n s t r a t i o n  de  l e u r  

c a p a c i t é  à f i x e r  u n e  m o l é c u l e  s p é c i f i q u e  du g è n e  S s ' a v è r e  i n d i s p e n s a b l e  

a f i n  d e  c o n f i r m e r  c e  r ô l e .  

D - GLYCOLIPIDES ET PERMEABILITE CELLULAIRE ....................................... 
I l  s e m b l e  q u e  l a  r é g u l a t i o n  de  p e r m é a b i l i t é  c e l l u l a i r e  p r o c è d e  

d ' u n  e n s e m ~ l e  c o h é r e n t  de  v a r i a t i o n s  o b s e r v é e s  d a n s  l a  m a t r i c e  l i p i -  

d i q u e .  Nous n e  t i e n à r o n s  p a s  compte  d a n s  c e t t e  d i s c u s s i o n  d e s  r B s u l t a t s  

o b t e n u s  c h e z  l e s  g l y c é r o l i p i c i e s  e t  l e s  p h o s p h o l i p i d e s  e n  r a i s o n  d e  

l e u r  a n a l y s e  f o r t  i n c o m p l è t e .  



Cependant ,  l ' é t u d e  f i n e  de l ' é v o l u t i o n  d e s  G S L  n e u t r e s  e t  

a c i d e s ,  t a n t  dans  l e u r  t a u x  que dans  Leur s t r u c t u r e ,  f a i t  a p p a r a f t r e  

un schéma g é n é r a l  d ' u n e  r é g u l a t i o n  c o n c e r t e e  e t  programmée de  l a  

p e r m é a b i l i t é .  Ce c o n t r d l e  s ' e x e r c e  a deux n i v e a u x  d i f f é r e n t s  : 

- une r é g u l a t i o n  v i s c o t r o p i q u e  s e  t r a d u i s a n t  p a r  une b a l a n c e  

s a t u r a t i o n - d é s a t u r e t i o n  e t  un c o n t r d l e  d e  l a  l o n g u e u r  d e s  c h a f n e s  

a l i p h a t i q u e s  d e s  a c i d e s  g r a s  e t  d e s  b a s e s  d e  t y p e  s p h i n g o s i n e ,  

- une r é g u l a t i o n  i n t e r f a c i a l e  p l u s  d i f f i c i l e  & a p p r é c i e r ,  m a i s  

p r é s e n t e  e t  e f f i c a c e .  

A i n s i  e n  x i n o p o l l i n i s a t i o n ,  un arogramme b i e n  d i f i n i  e n t r a f n e  d e s  

m o d i f i c a t i o n s  t r e s  cohé , r en te s  d e  l a  m a t r i c e  l i p i d i q u e  e t  c o n d u i s a n t  

v e r s  une o p c i n i s a t i o n  de l a  f l u i d i t é  membrana i r e .  L ' é v o l u t i o n  s y n c h r o n e  

du p r o f i l  de r é p a r t i t i o n  d e s  b a s e s  e t  d e s  a c i d e s  g r a s  au n i v e a u  d e s  

s u l f o l i p i d e s  e t  d e s  g l y c o s p h i n g o l i p i d e s  n e u t r e s  c o n c o u r t  r e n d r e  

l a  membrane p l u s  pe rméab le .  

C e t t e  o p t i m i s a t i o n  de  l a  f l u i d i t é  membranai re  ne s e  r e t r o u v e  

p a s  a p r e s  c r o i s e m e n t  i n c o m p a t i b l e .  Il s e m b l e r a i t  q u ' a u  c o n t r a i r e  

on  a s s i s t e  à l ' i n s t a l l a t i o n  d ' u n e  membrane de  p l u s  en p l u s  imperm8able .  

De g l u s ,  l e  c o n t r o l e  de l a  p e r m é a b i l i t é  membranaire  r é s i d e  

e g a l e m e n t  dans  une  a c t i v a t i o n  programmée d e s  enzymes e t  coenzymes 

r e s p o n s a b l e s  d e  l a  t r a n s l o c a t i o n  d e s  i o n s  au t r a v e r s  de  l a  membrane. 

L 'Ctude  d e s  s u l f o l i p i d e s  e t  d e s  ATPaçes K+ e t  ~ a *  d é p e n d a n t e s  

a  pe rmis  de  s o u l i g n e r  l e s  e i f f é r e n c e s  f o n d a m e n t a l e s  q u i  o p p o s e n t  

a u t o  e t  x & n o p o l l i n F s a t i o n  e n  c e  q u i  c o n c e r n e  l e  t r a n s p o r t  a c t i f .  En 

e f f e t ,  s e u l e  l a  x é n o p o l l i n i s a t i o n  p o s s e d e  d e s  s t r u c t u r e s  membrana i r e s  

f a v o r i s a n t  l a  t r a n s l o c a t i o n  d e s  i o n s ,  e t  a s s u r a n t  p a r  l à ,  un r é e l  

t r a n s p o r t  a c t i f  d e s  i o n s  t o u t  au long  d e  l a  c r o i s s a n c e  du t u b e  

p o l l i n i q u e .  



Après  un c r o i s e m e n t  c o m p a t i b l e ,  il e x i s t e  u n e  r e g u l a t i o n  d e  l a  

b a l a n c e  d e s  e n t r é e s  d e s  i o n s  . K+ e t  d e s  s o r t i e s  d e  p r o t o n s  q u i  t e n d  

à m a i n t e n i r  l a  membrane d a n s  un é t a t  d e  d é p o l a r i s a t i o n  q u i  v a  f a c i l i t e r  

l a  d i f f u s i o n  du ca2+. E n f i n ,  l e  c a l c i u m  à s o n  t o u r  r é g u l e r a  l a  c r o i s s a n c e  

du t u b e  p o l l i n i q u e  e n  m a i n t e n a n t  : 

- u n e  c e r t a i n e  f l e x i b i l i t é  d e s  m i c r o f i b r i l l e s  i m p l i q u é e s  d a n s  

l n é l o n g . a t i o n  d e  l a  p a r o i ,  

- u n e  a c t i v a t i o n  o p t i m a l e  d e s  v é s i c u l e s  t r a n s p o r t a n t  l e s  

p r é c u r s e u r s  d e s  membranes .  

Nous i n s i s t e r o n s  t o u t  p a r t i c u l i è r e m e n t  s u r  l e  c o n t r ô l e  q u ' e x e r c e n t  

l e s  l i p i d e s  s u r  l a  p e r m é a b i l i t é  aux i o n s  comme : 

- c o f a c t e u r s  e s s e n t i e l s  à l ' a c t i v i t é  d e s  enzymes du t r a n s p o r t  

a c t i f ,  

- m o l é c u l e s  i n d i s p e n s a b l e s  au m a i n t i e n  d e s  enzymes d a n s  u n e  

c o n f i g u r a t i o n  c o m p a t i b l e  a v e c  l ' a c t i v i t é  c a t a l y t i q u e ,  

- s o u r c e  d ' a c t i v a t e u r s  o u  d ' i n h i b i t e u r s  d e  c e s  mêmes enzymes.  

A c e  t i t r e  l e s  p h o s p h o l i p i d e s  s o n t  c o n s i d 4 r b o  e n  e f f e t  comme d e s  

p o u r v o y e u r s  d ' a c i d e s  o l e i q u e  e t  l i n o l é i q u e  l i b r e s  q u i  p e u v e n t  

r é g u l e r  à l e u r  t o u r  1 ' a c t i v i t é  d e s  ATPases c a 2 +  d é p e n d a n t e s .  

Nous a v o n s  d o n c  e s s a y e  de  r é s u m e r  f i g u r e  n a  39 l e s  i n t e r e -  

l a t i o n s  p o s s i b l e s  e n t r e  l i p i d e s  e t  p e r m é a b i l i t é  m e m b r a n a i r e  e n  f o n c t i o n  

de  l a  p o l l i n i s a t i o n .  

S e l o n  de  nombreux a u t e u r s  (CRESTI e t  a l .  - 5 2 - 1  HERRERO e t  

c o l l .  -111-), d i f f é r e n t s  t e r r i t o i r e s  s o n t  d i s t i n g u é s  à p a r t i r  d e  

l ' e x t r é m i t é  du t u b e  p o l l i n i q u e  e n  v o i e  d ' é l o n g a t i o n  : 

- une  z o n e  a p i c a l e  r i c h e  e n  v é s i c u l e s ,  

- un peu  e n  a r r i è r e  u n e  r é g i o n  OU c o e x i s t e n t  m i t o c h o n d r i e s  

e t  s a c c u l e s  du r é t i c u l u m  e n d o p l a s m i q u e  l i s s e ,  
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- e n c o r e  p l u s  en  a r r i è r e  l e  c y t o p l a s m e  c o n t i e n t  l e  complément 

u s u e l  d e s  o r g a n e l l e s  d e s  c e l l u l e s  v é g é t a l e s ,  c o n s i d é r a b l e m e n t  e n r i c h i  

e n  d i c t y o s o m e s  e t  e n  r é t i c u l u m  e n d o p l a s m i q u e  r u g u e u x .  I l  s e m b l e r a i t  

q u e  c e s  d i c t y o s o m e s  s o i e n t  i m p l i q u é s  d a n s  l ' é l a b o r a t i o n  d e s  v é s i c u l e s  

q u i  m i g r e n t  p a r  l a  s u i t e  v e r s  l ' e x t r é m i t é  a p i c a l e  du t u b e  p o l l i n i q u e .  

S e l o n  PICTON e t  c o l l .  -242- ,  l ' é l o n g a t i o n  d e  l ' e x t r é m i t é  du 

t u b e  p o l l i n i q u e  e t  l a  f u s i o n  d e s  v é s i c u l e s  s o n t  d e u x  phénomènes 

d i s t i n c t s  r é g u l g s  p a r  l a  r e d i s t r i b u t i o n  du c a 2 +  c o n t e n u  d a n s  l e s  

m i t o c h o n d r i e s  e t  l e  r é t i c u l u m  e n d o p l a s m i q u e .  

I l  s e  p o u r r a i t  q u ' e n  x é n o p o l l i n i s a t i o n  l l A T P a s e  c a 2 +  d é p e n d a n t e  

s o i t  p e u  ou p a s  a c t i v é e ,  p e r m e t t a n t  a i n s i  q u e  l i b é r a t i o n  du c a 2 +  s u f -  

f i s a n t e  p o u r  m a i n t e n i r  l e s  d e u x  phénomènes de  f u s i o n  d e s  v é s i c u l e s  

e t  de  t r a n s p o r t  au maximum d e  l e u r  p o t e n t i a l i t é .  

P a r  c o n t r e ,  e n  a u t o p o l l i n i s a t i o n ,  l e s  membranes s o n t  r i c h e s  

e n  p h o s p h o l i p i d e s ,  p a u v r e s  en  a c i d e s  o l é i q u e  e t  l i n o l é i q u e  , b i e n  

q u e  c e s  a c i d e s  g r a s  s o i e n t  i d e n t i f i é s  à l ' é t a t  l i b r e .  I l  s e  p o u r r a i t  

2 + q u ' u n  f l u x  d e  Ca a c t i v e  l e s  p h o s p h o l i p a s e s  l i b é r a n t  a i n s i  l e s  

a c i d e s  o l é i q u e  e t  l i n o l é i q u e  q u i  v o n t  à l e u r  t o u r  a c t i v e r  l e s  

i c a 2 + )  ATPases p r o v o q u a n t  l ' e x p u l s i o n  du c a 2 + .  C e l u i - c i  e x e r c e  a l o r s  

un d o u b l e  c o n t r o l e  : 

- il i n h i b e  l e s  phénomenes  m e t t a n t  e n  j e u  l e s  m i c r o f i b r i l l e s ,  

- e t  il o p t i m i s e  l ' a c t i v i t é  d e s  v é s i c u l e s .  

C e t t e  h y p o t h è s e  c e p e n d a n t  n é c e s s i t e  une  v e r i f i c a t i o n  p a r  

1' i n t e r m é d i a i r e  du d o s a g e  d e s  ( c a 2 + )  ATPases .  

E - GSL, EXISTENCE ET AMPLIFICATION D ' U N  S I G N A L  ........................................... 
S e l o n  LINSKENS - 1 8 2 -  e t  DEURENBERG -60-61-62-, un S i g n a l ,  a y a n t  

p o u r  b u t  l ' o r c h e s t r a t i o n  d e s  n o u v e l l e s  i n d u c t i o n s  m é t a b o l i q u e s ,  s e r a i t  



é m i s  p a r t i r  du s t i g m a t e  v e r s  l e  s t y l e  e t  l ' o v a i r e .  

Deux h y p o t h è s e s  c o n c e r n a n t  l a  n a t u r e  d e  ce  s i g n a l  s o n t  a c t u e l l e m e n t  

p r o o o s é e s  e t  c o r r e s p o n d e n t  à l a  d i f f u s i o n  d ' u n e  s u b s t a n c e  b i o l o g i q u e m e n t  

a c t i v e  e t / o u  à l a  p r o p a g a t i o n  d ' u n  s t i m u l u s  é l e c t r i q u e .  

La v i t e s s e  de  p r o p a g a t i o n  de c e  s i g n a l  s e r a i t  r e l a t i v e m e n t  

l e n t e  (LINSKENS -182- ,  DEURENBERG -62-1. 

Bien que l a  s é q u e n c e  des  évènements  s u r v e n a n t  immédiatement  

a p r e s  l a  s t i m u l a t i o n  d e s  r é c e p t e u r s  p é r i p h é r i q u e s  a p p r o p r i . 6 ~  ne 

s o i t  p a s  complètement  é l u c i d é e ,  un f a i t  e s t  c e r t a i n :  l a  membrane 

c e l l u l a i r e  e s t  8 l ' o r i g i n e  de  l a  t r a n s m i s s i o n  e t  de l ' a m p l i f i c a t i o n  

d e s  s ignaux  v e r s  l e  compar t imen t  i n t r a c e l l u l a i r e .  

Les r é s u l t a t s  que nous  avons  o b t e n u s  s u r  l ' é v o l u t i o n  d e s  

l i p i d e s  ( P L  e t  GSL) p e r m e t t e n t  d ' a r g u m e n t e r  en  f a v e u r  d ' u n e  t r a n s m i s s i o n  

l e n t e  e t  d ' une  a m p l i f i c a t i o n  f a i b l e  d e s  s i g n a u x  a p r è s  a u t o p o l l i n f s a t i o n .  

La t r a n s m i s s i o n  e t  l ' a m p l i f i c a t i o n  d e s  s i g n a u x  t r a n s i t a n t  p a r  

l a  membrane r e p o s e n t  s u r  l e  c a r a c t è r e  e s s e n t i e l l e m e n t  a s y m é t r i q u e  

et f l u i d e  de c e t t e  d e r n i s r e .  L ' a s y m é t r i e  p r o v i e n t  non s e u l e m e n t  d e  

l a  s t r u c t u r e  d e s  d i v e r s  l i p i d e s  m a i s  é g a l e m e n t  de  l a  r é p a r t i t i o n  d e s  

p h o s p h o l i p i d e s  e t  des  g l y c o s p h i n g o l i p i d e s  e n t r e  l e s  deux  couches  de 

l a  m a t r i c e  l i p i d i q u e .  Les GSL g r a c e  B l e u r  c h a î n e  o l i g o s a c c h a r i d i q u e  

s e  l o c a l i s e n t  p r é f é r e n t i e l l e m e n t  d a n s  l a  couche  e x t e r n e r  t a n d i s  que 

l e s  p h o s p h o l i p i d e s  s o n t  e n f o u i s  p l u s  profondément  d a n s  l a  couche  l a  

p l u s  i n t e r n e  de  l a  m a t r i c e .  

Après p o l l i n i s a t i o n  l e s  p r o p o r t i o n s  r e l a t i v e s  e n  p h o s p h o l i p i d e s  

e t  e n  g l y c o s p h i n g o l i p i d e s  e v o l u e n t  d i f f é r e m m e n t  en f o n c t i o n  du mode 

d e  p o l l i n i s a % i o n .  En e f f e t ,  a p r è s  x é n o p o l l i n i s a t i o n ,  l e  t a u x  d e s  

GSL n e  v a r i e  p a s  ou peu ,  t a n d i s  que  c e l u i  d e s  g l y c é r o l i p i d e s  e t  d e s  

p h o s p h o l i p i d e s  s ' e f f o n d r e .  Pe r  c o n t r e ,  en a u t o p o l l i n i s a t i o n ,  l e  



r a p p o r t  GSL/GL e t  PL e s t  i n v e r s é  à c a u s e  d e  l a  t r 5 s  n e t t e  d i m i n u t i o n  

d e s  GSL. L e s  membranes a p r è s  a u t o -  e t  x é n o p o l l i n i s a t i o n  ne  p o s s è d e n t  

p a s  l a  méme s t r u c t u r e  e t  p a r  c o n s é q u e n t  p a s  l a  même a s y m é t r i e .  

La f l u i d i t é  d e s  membranes  e s t  e n  é t r o i t e  r e l a t i o n  a v e c  l e  d e g r é  

d e  s a t u r a t i o n  d e s  c h a l n e s  a l i p h a t i q u e s  d e s  a c i d e s  g r a s  e t  d e s  b a s e s  

d e  t y p e  s p h i n g o s i n e .  Nos r é s u l t a t s  o n t  m i s  e n  é v i d e n c e  l ' a u g m e n t a t i o n  

du d e g r é  de  s a t u r a t i o n  d e s  c h a l n e s  h y d r o c a r b o n é e s  a p r è s  a u t o p o l l i n i -  

s a t i o n ,  c o n f é r a n t  a i n s i  aux  membranes une  r i g i d i t é  c a r a c t é r i s t i q u e  

e t  u n e  a p t i t u d e  t r è s  r é d u i t e  p o u r  a c h e m i n e r  e f f i c a c e m e n t  u n e  i n f o r m a t i o n  

p e r ç u e  e n  s u r f a c e .  

Nos r é s u l t a t s  i n d i q u e n t  c l a i r e m e n t  q u e  l a  m o b i l i s a t i o n  d e s  

composés  l i p i d i q u e s  a g i s s a n t  e n  s y n e r g i e  a v e c  d ' a u t r e s  c o n s t i t u a n t s  

m e m b r a n a i r e s  p o u r  t r a n s m e t t r e  e t  a m p l i f i e r  une  i n f o r m a t i o n  n ' e s t  p a s  

o p t i m a l e  en  a u t o p o l l i n i s a t i o n .  Il s e m b l e r a i t  q u ' a p r è s  a u t o f e c o n d a t i o n ,  

t o u s  l e s  s i g n a u x  é m i s  n e  t r a n s i t e n t  q u e  l e n t e m e n t  ( v o i r e  p a s  du t o u t )  

a u  t r a v e r s  d e  l a  membrane p r o v o q u a n t  a i n s i  un  r e t a r d  i n é l u c t a b l e  d a n s  

l ' i n d u c t i o n  d e  nouveaux  m é t a b o l i s m e s  a d a p t é s  au m a i n t i e n  d e  l a  

c r o i s s a n c e  d e s  t u b e s  p o l l i n i q u e s  d a n s  l e s  t i s s u s  s t y l a i r e s .  

II - INTEGRATION DES RESULTATS D A N S  U N  MODELE METABOLIQUE EXPLICATIF 

DE L'AIG 

A u  t e r m e  de  c e t t e  é t u d e ,  il s e m b l e  d e  p l u s  e n  p l u s  é v i d e n t  q u e  

l e s  l i p i d e s  s o i e n t  t o u t  p a r t i c u l i è r e m e n t  i m p l i q u é s  d a n s  l e  c o n t r ô l e  

d e  1 ' A I G .  C e p e n d a n t ,  a c t u e l l e m e n t  s ' i l  e s t  d i f f i c i l e  de  d é m o n t r e r ,  d a n s  

l ' é t a t  a c t u e l  d e s  c h o s e s ,  l e u r  p a r t i c i p a t i o n  d a n s  l a  d é t e r m i n a t i o n  

à e  l a  r é a c t i o n  de  r e c o n n a i s s a n c e  e t  d a n s  l ' i n d u c t i o n  d ' u n e  r é p o n s e  

d ' a u t o - r e j e t ,  il e s t  c l a i r  q u e  l e s  m o d i f i c a t i o n s  c o n c e r t é e s  q u ' i l s  

s u b i s s e n t ,  t r a d u i s e n t  p o u r  i e  moins  u n e  p a r t i c i p a t i o n  a c t i v e  d a n s  l a  

p h a s e  de  r é p o n s e .  



L ' a n a l y s e  de  l ' e v o l u t i o n  d e s  g l y c o l i p i d e s  en f o n c t i o n  de l a  

p o l l i n i s a t i o n  e s t  fondamen ta l e  c a r  e l l e  permet  de  r e t r a c e r  l e s  

d i v e r s e s  & t a p e s  t r a v e r s é e s  p a r  l e  t u b e  p o l l i n i q u e  au c o u r s  de s a  

c r o i s s a n c e ,  mais  éga l emen t  d e  s u i v r e  l e  d é r o u l e m e n t  d ' u n e  phase  d e  

m a t u r a t i o n  des  d é t e r m i n a n t s  d e  s u r f a c e .  

Le t u b e  p o l l i n i q u e ,  e t  p a r  1 8  méme l e  gamé tophy te  male, s e  d i f f é -  

r e n c i e  a u  cour s  d e s  p r e m i è r e s  h e u r e s .  De nouveaux GSL a p p a r a i s s e n t  

à s a  s u r f a c e .  Ces GSL, c o n s i d é r é s  comme d e s  m o l é c u l e s - c o d e  p e u v e n t  

r é g u l e r  ou i n i t i e r  d e s  phénom&nes nouveaux e t  s p é c i f i q u e s .  I l s  p o u r -  

r a i e n t  mime j o u e r  un r d l e  p r i m o r d i a l  c a r  i l s  s o n t  p o t e n t i e l l e m e n t  

c a p a b l e s  de  donne r  l e  s i g n a l  d e  l a  d e r n i e r e  d i v i s i o n  d e  noyau. 

C e t t e  p a r t i c i p a t i o n  d e s  GSL à l a  r é a c t i o n  d 1 i n c o m p a t i b i l i t 6  

p e u t  ega l emen t  e t r e  i l l u s t r é e  p a r  l e  comportement  du t u b e  p o l l i n i q u e  

en p r é s e n c e  de c y c l o h e x i m i d e  ou d e  puromycine.  

En e f f e t ,  s i  de  l a  c y c l o h e x i m i d e  e s t  i n j e c t é e  d a n s  l e  c a n a l  

s t y l a i r e  de  Lieium a v a n t  l a  p o l l i n i s a t i o n ,  e l l e  provoque  au n i v e a u  

du t u b e  p o l l i n i q u e  un sOv6re r e t a r d  de c r o i s s a n c e  a i n s i  que des 

m a l f o r m a t i o n s .  A i n s i  l e  t u b e  p o l l i n i q u e  p o u s s e  en  n t i r e - b o u c h o n "  

e t  c e t t e  c r o i s s a n c e  ne s e  l i m i t e  p l u s  au c a n a l  s t y l a i r e .  

Lorsque  l a  cyc lohex i rn ide  e s t  i n j e c t é e  a p r è s  1 2  h e u r e s  de p o l l i -  

n i s a t i o n  c o m p a t i b l e ,  l a  c r o i s s a n c e  du t u b e  p o l l i n i q u e  normale  j u s q u ' à  

1 H  e s t  i n h i b Q e  e t  l e  t u b e  p o l l i n i q u e  ne  p r o g r e s s e  p l u s  d a n s  l e  s t y l e  

(ASCSER e t  c o l l .  - 14-12-1 . 
De même, l ' a p p l i c a t i o n  de  puromycine a v a n t  p o l l i n i s a t i o n  p e r -  

t u r b e  l a  c r o i s s a n c e  du t u b e  p o l l i n i q u e  ; il a même é t &  p o s s i b l e  d e  

l e v e r  l ' i n c o m p a t i b i l i t b  en  i n h i b a n t  l e  p o l l e n  i n c o m p a t i b l e ,  a v a n t  

d ' e f f e c t u e r  l a  p o l l i n i s a t i o n ,  a v e c  d e  l a  c y c l o h e x i m i d e  (FERRARI e t  

~011. - 7 4 - ) .  Le p o l l e n  i n c o m p a t i b l e  e s t  a l o r s  c a p a b l e  d e  p é n é t r e r  



l e  s t i g m a t e  de  Bhasbica. 

Des r é s u l t a t s  a n a l o g u e s  o n t  é t é  o b t e n u s  s u r  Tkadescent ia  o u  s u r  

Petunia h g b h i d a  (KOVALEVA e t  c o l l .  -153-). Ces  d i v e r s e s  e x p é r i e n c e s  

o n t  ét6 i n t e r p r é t é e s  u n i q u e m e n t  e n  t e r m e  d e  s y n t h è s e  p r o t é i q u e .  En 

e f f e t ,  l a  p u r o m y c i n e  y  i n t e r v i e n t  e n  d é s t a b i l i s a n t  l e  complexe 

r i b o s o m e - p o l y p e p t i d e  n a i s s a n t  e t  l a  c y c l o h e x i m i d e  e n  i n t e r f é r a n t  a v e c  

l e  f a c t e u r  d ' é l o n g a t i o n .  

C e p e n d a n t ,  c e s  deux  a n t i b i o t i q u e s  a g i s s e n t  é g a l e m e n t  a u  n i v e a u  

d e  l a  b i o s y n t h è s e  d e s  GSL n e u t r e s  e t  a c i d e s  ( V A K I R T Z I  e t  c o l l .  - 2 9 8 - 1 .  

En e f f e t ,  d a n s  d e s  c o n d i t i o n s  d ' i n h i b i t i o n  permamente  de  l a  s y n t h è s e  

p r o t é i q u e ,  l a  b i o s y n t h è s e  d e s  GSL e s t  s t r i c t e m e n t  l i m i t é e  à c e r t a i n e s  

c a t é g o r i e s  p o s s é d a n t  un g l y c a n n e  t r è s  r é d u i t .  

La b i o s y n t h è s e  d e s  GSL n e  n é c e s s i t e  p a s  une  s y n t h è s e  c o n t i n u e  

d e  l a  s é c r é t i o n  d e s  p r o t é i n e s .  L e s  c h a n g e m e n t s  o b s e r v é s  s e m b l e n t  

d a v a n t a g e  a s s o c i é s  à d e s  a l t é r a t i o n s  du r é t i c u l u m  e n d o p l a s m i q u e  e t  

de  l ' a p p a r e i l  d e  G o l g i  où s ' e f f e c t u e  l ' é l o n g a t i o n  d e s  g l y c a n n e s  d e s  

GSL (ROTHMAN L O D I S B  - 2 6 2 - )  p l u t ô t  q u ' à  c e l l e s  d e s  enzymes i m p l i q u é s  

d a n s  l e u r  é l a b o r a t i o n .  L ' a c t i o n  d e  c e s  a n t i b i o t i q u e s  s u r  l a  b i o s y n -  

t h è s e  d e s  GSL s e  s i t u e  8 d e u x  n i v e a u x  : 
* 

- a l t é r a t i o n  du r é t i c u l u m  e n d o p l a s m i q u e ,  

- i n h i b i t i o n  d e s  g l y c o s y l t r a n s f é r a s e s  i m p l i q u é e s  d a n s  l ' é l o n -  

g a t i o n  de  l a  c o p u l e  o s i d i q u e ,  r é s u l t a n t  d e  l a  f i x a t i o n  d e  l ' i n h i b i t e u r  

s u r  l e s  membranes.  

11 se  p o u r r a i t  d o n c ,  q u e  l o r s  de  c e s  e x p é r i e n c e s  de  l e v e e  d e s  

b a r r i è r e s  d ' i n c o m p a t i b i l i t é ,  l e s  membrenes r é g r e s s e n t  v e r s  un é t a t  

i m m a t u r e .  Les  d é t e r m i n a n t s  d e  s u r f a c e  ne s o n t  p l u s  s y n t h é t i s é s  en  

p r é s e n c e  d ' a n t i b i o t i q u e s  e t  l e s  nouveaux GSL q u i  s ' a c c u m u l e n t  p o s s è d e n t  

un g l y c a n n e  ( r é d u i t  i 1 ou 2 u n i t é s  s a c c h a r i d i q u e s )  q u i  n ' e s t  p l u s  
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l e  v e c t e u r  d ' u n e  i n f o r m a t i o n  s p é c i f i q u e .  

A c t u e l l e m e n t  de  nombreux t r a v a u x  i m p l i q u e n t  d e  p l u s  e n  p l u s  

f réquemment  l e s  GSL d a n s  l e s  r é a c t i o n s  d e  r e c o n n a i s s a n c e .  Récemment, 

i l s  o n t  é t é  l o c a l i s é s  au  n i v e a u  d e s  m i c r o t u b u l e s  (SAKAKIBARA e t  c o l l .  

- 2 6 5 - ) .  S i  c e t t e  a s s o c i a t i o n  " G S L - m i c r o t u b u l e s "  e s t  d é m o n t r é e  comme 

un phénomène g e n k r a l ,  c e l a  c o n d u i r a  à u n e  m e i l l e u r e  c o m p r é h e n s i o n  

d e s  mécan i smes  i m p l i q u é s  d a n s  l e  t r a n s p o r t  ou a s s u r a n t  l a  t r a n s m i s s i o n  

v e r s  l e  noyau  d e s  m e s s a g e s  b i o l o g i q u e s  p e r ç u s  à l a  s u r f a c e  c e l l u l a i r e .  

B i e n  q u e  nous  n ' a p p o r t i o n s  a u c u n e  p r e u v e  r é e l l e m e n t  s u f f i s a n t e ,  

il s e m b l e  q u e  l e s  GSL, d e  p a r  l e u r  g l y c a n n e  e t  l ' é v o l u t i o n  q u e  s u b i t  

c e l u i - c i  a v e c  l a  p o l l i n i s a t i o n ,  d o i v e n t  é t r e  c o n s i d é r é s  comme j o u a n t  

un  r 6 1 e  p r i m o r d i a l  d a n s  l ' i n i t i a t i o n  du compor tement  du t u b e  p o l l i n i q u e .  

De p l u s ,  s ' i l s  s o n t  d i r e c t e m e n t  i m p l i q u é s  d a n s  l ' é m i s s i o n  de  

s i g n a u x  s o c i a u x ,  i l s  p a r t i c i p e n t  é g a l e m e n t  e n  t a n t  q u ' é l é m e n t s  de  l a  

m a t r i c e  l i p i d i q u e  à l ' é l a b o r a t i o n  d ' u n e  r é p o n s e  i n t r a - c y t o p l a s m i q u e  

( c o n s 6 q u e n c e  d i r e c t e  du s i g n a l  p e r ç u ) .  

Nous a v o n s  donc  e s s a y é  d e  s c h é m a t i s e r  t a b l e a u  n o  23 , l e s  

d i v e r s e s  f a c e t t e s  d ' u n e  r é p o n s e  c o n s é c u t i v e  à un s i g n a l  d ' a u t o - r e j e t .  

L a  r é p o n s e  i n c o m p a t i b l e  s ' a c c o m p a g n e  d e  p e r t u r b a t i o n s  au n i v e a u  d e s  
* 

t r o i s  g r a n d s  m é t a b o l i s m e s  ( l i p i d i q u e ,  p r o t e i q u e  e t  g l u c i d i q u e ) .  

Les  " d é v i a t i o n s "  du m é t a b o l i s m e  l i p i d i q u e  a p r è s  un c r o i s e m e n t  

i n c o m p a t i b l e  s o n t  o r i e n t é e s  v e r s  un nouveau  c o n t r ô l e  de  l a  p e r m é a b i -  

l i t é  m e m b r a n a i r e  e t  d e s  c h a î n e s  8 ' o x y d a t i o n  c e l l u l a i r e .  

Les  d é v i a t i o n s  d e s  m é t a b o l i s m e s  g l u c i d i q u e s  e t  p r o t é i q u e s  con-  

d u i s e n t  à l ' a c c u m u l a t i o n  d e  c a l l o s e  e t  d ' é t h y l è n e  p a r  l e  r e l a i s  du 

g a l a c t o s e  (TOPPAN e t  c o l l .  -293- ,  COLCLASURE e t  c o l l .  - 4 9 - ) .  Ce d e r n i e r  

f a c t e u r  p e u t  au même t i t r e  q u e  l a  p r o d u c t i o n  d ' a c i d e s  g r a s  p o l y i n s a -  

t u r é s  (BOSTOCK e t  c o l l .  - 2 2 - 1  m e t t r e  e n  j e u  un s y s t è m e  a n a l o g u e  aux 

p h y t o a l e x i n e s  q u i  c o n t r o l e r a i t  é g a l e m e n t  l a  c r o i s s a n c e  de  l ' a u t o - t u b e .  



III - CONCLUSION GENERALE E T  P E R S P E C T I V E S  D ' A V E N I R  

Les  r e c h e r c h e s  e f f e c t u é e s  au c o u r s  de  c e s  d e r n i e r e s  années  dans  

l e  domaine d e s  l i p i d e s  d e s  o r g a n e s  f l o r a u x  o n t  f a i t  r e s s o r t i r  l ' i m p o r -  

t a n c e  du r 8 l e  r é g u l a t e u r  que  j o u e n t  l e s  membranes d a n s  l a  b i o l o g i e  

d e  l a  r e p r o d u c t i o n .  Les o b s e r v a t i o n s  o n t  s u s c i t é  l e  c o n c e p t  d ' u n e  

m a t u r a t i o n  des  d é t e r m i n a n t s  d e  s u r f a c e  i m p l i q u é e  dans  l a  d i s c r i m i -  

n a t i o n  s o i  - non s o i  e t  Ont  p l a c e  l e s  membranes v é g e t a l e s  au  p r e m i e r  

r a n g  des m o d i f i c a t i o n s  i n d u i t e s  au c o u r s  d e  l ' a u t o i n c o m p a t i b i l i t 6  

Les  é t u d e s  que  nous avons  menees s u r  l ' é v o l u t i o n  d e s  g l y c o s p h i n -  

g o l i p i d e s  e t  d e s  p h o s p h o l i p i d e s  nous o n t  p e r m i s  d e  d é g a g e r  l e s  p o i n t s  

s u i v a n t s  : 

1) en a n a l y s a n t  l ' d v o l u t i o n  d e s  g l y c o s p h i n g o l i p i d e o  n e u t r e s  

e t  a c i d e s  complexes e t  en  comparant  l e s  t a u x  d e  c e s  g l y c o l i p i d e s  

en  f o n c t i o n  de l a  l o n g u e u r  d e  l e u r  c h a r n e  o l i g o s a c c h a r i d i q u e ,  il 

e s t  p o s s i b l e  de p o s t u l e r  q u e  l e  t u b e  p o l l i n i q u e  s u b i  une  é t a p e  dè 

m a t u r a t i o n  de ses d é t e r m i n a n t s  de  s u r f a c e  s e  t r a d u i s a n t  p a r  l ' a p p a -  

r i t i o n  d e  g l y c o l i p i d e s  d o n t  l e  g l y c a n n e  e s t  de p l u s  e n  p l u s  complexe.  

C e t t e  é t a p e  de m a t u r a t i o n  e x p l i q u e r a i t  l a  l e n t e u r  d e  l ' é t a b l i s s e m e n t  * 
de l a  r l a c t i o n  i n c o m p a t i b l e  d a n s  l e s  p l a n t e s  a A I G ,  comparée au  

b l o c a g e  b r u t a l  o b s e r v e  d a n s  l e s  p l a n t e s  à AIS. T a n t  que  l e  s i g n a l  

d ' a u t o - r e j e t ,  n ' e s t  pas  donne  ou p e r ç u  ( p a r  manque de  m a t u r a t i o n ) ,  

l e s  s t y l e s  a u t o  e t  x 6 n o p o l l i n i s é s  é v o l u e n t  de  f a ç o n  s i m i l a i r e .  Lorsque  

l e  s i g n a l  e s t  é m i s ,  il y  a a c t i v a t i o n  de v o i e s  m é t a b o l i q u e s  p r é c i s e s  

c o n d u i s a n t  ou non à l ' i n h i b i t i o n  de  l a  c r o i s s a n c e  du t u b e  p o l l i n i q u e .  

Les g l y c o p r o t é i n e s  e t  l e s  g l y c o l i p i d e s  e l a b o r a n t  l e u r  g l y c a n n e  

de f a ç o n  i d e n t i q u e  ( m a t u r a t i o n  dans  l a  membrane p a r  l e s  mêmes g l y c o -  

s y l t r a n s f  g r a s e s )  , l l e t a p e  de  m a t u r a t i o n  d e s  GSL p o u r r a i t  t e m o i g n e r  

de  c e l l e  de g l y c o p r o t é i n e s  s p é c i f i q u e s .  



2 )  t o u j o u r s  g r â c e  à l ' a n a l y s e  de  l l & v o l u t i o n  d e s  d i v e r s  GSL 

n e u t r e s ,  n o u s  a v o n s  pu  m e t t r e  e n  é v i d e n c e  u n e  p h a s e  d e  c r o i s s a n c e  

r e l e v a n t  de  s y n t h è s e s  t r è s  a c t i v e s  de  l a  p a r t  du t u b e  p o l l i n i q u e .  

C e t t e  p h a s e  de  c r o i s s a n c e  s e  t r a d u i t  p a r  l ' a c c u m u l a t i o n  d e  GSL d o n t  

l e s  c h a l n e s  o l i g o s a c c h a r i d i q u e s  s o n t  t r è s  c o u r t e s  e t  d o n t  l e s  b a s e s  

s o n t  e s s e n t i e l l e m e n t  d e  t y p e  p o l l i n i q u e ,  e x c l u a n t  a i n s i  l a  p a r t i c i -  

p a t i o n  d i r e c t e  d e s  t i s s u s  s t y l a i r e s  à c e s  s y n t h è s e s .  

3 )  l ' a n a l y s e  d e  l a  c o m p o s i t i o n  en a c i d e s  g r a s  e t  en  b a s e s  d e  

t y p e  s p h i n g o s i n e  d e s  GSL n e u t r e s  e t  d e s  s u l f o l i p i d e s  a  p e r m i s  de 

m e t t r e  e n  é v i d e n c e  l ' i n s t a l l a t i o n  d ' u n  c o n t r d l e  c o h é r e n t  e t  p r é c i s  

d e  l a  p e r m é a b i l i t é  m e m b r a n a i r e .  Ce d e r n i e r  c o m p o r t e  u n e  r é g u l a t i o n  

v i s c o t r o p i q u e  ( a u  moyen d ' u n  c o n t r ô l e  du d e g r é  d e  s a t u r a t i o n  e t  d e  l a  

l o n g u e u r  d e s  c h a î n e s  a l i p h a t i q u e s )  e t  u n e  r é g u l a t i o n  i n t e r f a c i a l e  ( a u  

moyen d ' u n  c o n t r e l e  d e  l a  b a l a n c e  GSL/PL) ,  La m i s e  e n  p l a c e  d e  c e  

c o n t r e l e  d e  l a  p e r m é a b i l i t é  a  é t é  v é r i f i é e  p a r  l e  d o s a g e  d e  l ' a c t i v i t é  

d e s  ATPases  i m p l i q u é e s  d a n s  l e  t r a n s p o r t  a c t i f  d e s  i o n s  ~ a +  e t  K". 

4 )  l ' a n a l y s e  d e  l a  r é p a r t i t i o n  d e s  d i v e r s e s  c l a s s e s  d e  l i p i d e s  

a  p e r m i s  d e  s o u l i g n e r  l e  f a i t  q u e  l e s  membranes  s o n t  t r è s  d i f f e r e n t e s  

a p r è s  une  p o l l i n i s a t i o n  c o m p a t i b l e  ou i n c o m p a t i b l e .  c e t t e  r é p a r t i t i o n  

différentielle d e s  l i p i d e s  a p r è s  p o l l i n i s a t i o n  a  d e s  r b p e r c u s s i o n s  

i m p o r t a n t e s  au  n i v e a u  d e  l ' a s y m é t r i e  d e s  membranes  q u i  c o n d i t i o n n e ,  

a u  même t i t r e  que l a  f l u i d i t é , l a  t r a n s m i s s i o n  e t  l ' a m p l i f i c a t i o n  d e s  

s i g n a u x  p e r ç u s  en  s u r f a c e .  Nos r é s u l t a t s  i n d i q u e n t  c l a i r e m e n t  q u ' a p r è s  

a u t o p o l l i n i s a t i o n ,  l e s  membranes c e l l u l a i r e s  o n t  d e s  a p t i t u d e s  t r è s  

r é d u i t e s  p o u r  a c h e m i n e r  e f f i c a c e m e n t  une i n f o r m a t i o n .  

5 )  il s e m b l e  q u e  l e s  r é g u l a t i o n s  i o n i q u e s  a i e n t  un r ô l e  p r i m o r d i a l  

d a n s  l e  phénomène d 1 a u t o i n c o m p a t i b i l i t 8 .  L e s  é t u d e s  s u r  l ' a c t i v i t é  

+ 
d e s  ( ~ a +  + K ) ATPases o n t  p e r m i s  ûe  r e l i e r  l e  mouvement d e s  i o n s  



~ a +  e t  K+ avec  l a  c r o i s s a n c e  du t u b e  p o l l i n i q u e .  De meme l ' a n a l y s e  

d e  l ' é v o l u t i o n  d e s  P L  p e r m e t  de  s o u l i g n e r  l e  r d l e  c a p i t a l  du c a l c i u m  

d a n s  l e s  mouvements du "membrane f l o w "  en r e l a t i o n  a v e c  l ' e x t e n s i o n  

du t u b e  p o l l i n i q u e .  

6 )  il nous  semble i n t é r e s s a n t r  au t e r m e  de c e  t r a v a i l , d e  d r e s s e r  

une c o n p a r a i s o n  e n t r e  l e  r è g n e  a n i m a l  e t  l e  r è g n e  v é g é t a l .  Dans l e s  

deux c a s  l e  s u c c e s  de l a  f é c o n d a t i o n  dépend d ' u n e  i n t e r a c t i o n  d e  t y p e  

r é c e p t e u r - l i g a n d  e t  r e p o s e  s u r  l a  p a r t i c i p a t i o n  des membranesr d e s  

i o n s  e t  d e s  polymères  s u l f a t 6 s  (SHAPIRO - 2 7 5 - 1 .  T o u t e s  a l t e r a t i o n s  

d a n s  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  c a 2 + ,  ~ a + ,  K+ e t  d a n s  l a  f l u i d i t é  membranaire  

modu len t  l a  repense f i n a l e  e t  compromet ten t  l e  s u c c è s  d e  l a  f g c o n d a t i o n .  

Dans l e s  deux r è g n e s ,  l e  t e r m e  u l t i m e  de  l a  f é c o n d a t i o n  c o r r e s p o n d  

l a  f u s i o n  d e s  gamètes  ma le  e t  f e m e l l e .  Le t u b e  p o l l i n i q u e ,  au  méme 

t i t r e  que l e  s p e r m a t o z o i d e , d o i t  p o u v o i r  f u s i o n n e r  a v e c  l ' o v u l e .  La 

c o o p é r a t i o n  d e s  membranes à c e t  i n s t a n t  e s t  é v i d e n t e .  Ces d e r n i è r e s  

d o i v e n t  é t r e  " f u s i b l e s "  e t  l a  n o t i o n  d ' u n e  f l u i d i t é  membranai re  

a p p r o p r i i e  e s t  s o u s - j a c e n t e - O r  l a  f u s i o n  e n t r e  l e s  m a t r i c e s  l i p i d i q u e s  

n e  p e u t  a v o i r  l i e u  que p o u r  d e s  c o n d i t i o n s  d e  t e m p é r a t u r e  s u p é r i e u r e  

B l a  t e m p é r a t u r e  de t r a n s i t i o n  d e  p h a s e  d e s  p h o s p h o l i p i d e s .  C e c i  e s t  

à r a p p r o c h e r  d e  l a  thermodépendance  d e s  p r o c e s s u s  d e  f é c o n d a t i o n  t a n t  

chez  l e s  v é g é t a u x  que chez l e s  animaux.  11 s e m b l e r a i t  (SBAPIRO - 2 7 5 - 1  

que d e s  zones  d e  f u s i o n  p r é e x i s t e n t .  Leur e x i s t e n c e  a  été mise  en  

é v i d e n c e  p a r  d e s  é t u d e s  p h y s i q u e s  ( é t u d e  en  f l u o r e s c e n c e  d e s  l i p i d e s ,  

ou  a p r ë s  i n c o r p o r a t i o n  d ' u n  marqueur  de  s p i n  l e  5 - d o x y l s t é a r a t e ) .  L e  

c a l c i u m  s e r a i t  un é l é m e n t  i m p o r t a n t  dans  l a  f u s i o n  d e s  membranes, 

c a r  il e s t  c a p a b l e  de d é s t a b i l i s e r  l a  b i c o u c h e  l i p i d i q u e  (en  i n d u i s a n t  

l a  f o r m a t i o n  d e  n i c ro -domaines  c r i s t a l l i n s  d a n s  l e s  p h o s o h o l i p i d e s  

a c i d e s )  e t  de donner  n a i s s a n c e  3 d e s  s i t e s  oi3 l a  f u s i o n  membranaire  

p e u t  s e  r é a l i s e r .  



Ainsi même si le tube pollinique incompatihle achuait sa 

croissance jusqu'au sac embryonnaire, il serait incapable d'effectuer 

la fusion, car ses membranes sont trop rigides. Par contre, le 

xénotube ne présente pas cette réduction de fluidité membranaire si 

néfaste. 

Dans les deux règnes, les évènements aboutissant à la fécondation 

de l'oeuf sont très soigneusement orchestrés. Les aspects régulateurs 

doivent encore être définis mais la programmation successive des 

évènements métaboliques est très nettement dependante d'un contrdle 

membranaire. 

Au terme de ce travail, de nombreuses incertitudes subsistent, 

révélées par l'abondance des hypothèses avancées dans la discussion 

de ces résultats. Une meilleure définition des structures lipidiques 

nembranaires, des relations de la membrane avec la réception et le 

transfert d'un signal doivent étre abordées. Ces recherches consti- 

tueront l'objet de nos prochaines investigations dans ce problème 

particulièrement important de la biologie que représente 

1 'incompatibilité. 

11 nous semble en effet primordial de définir plus précisément 

la structure des glycannes des GSL acides complexes et leur évolution 

selon les différents modes de pollinisation. 

De plus, il est nécessaire de preciser leur rôle biologique 

dans la réaction de reconnaissance. En effet, tout glycoconjugué 

impliqué dans cette étape doit Etre capable de fixer spécifiquement 

une molécule codée par le gène S d'incompatibilité. 

La seconde orientation de nos travaux concerne la signification 

biologique de l'évolution des phospholipides. En effet, il semble 

qu'il y ait deux grands groupes de récepteurs : une classe reliée à 

la production de CAMP, une autre induisant généralement le catabolisme 



du phosphatidyl-inositol et la mobilisztion du calcium (NISRIZUKA - 2 3 3 - )  

dans les tissus-cible ; lorsque ces derniers sont stimulés, il y a 

libération de calcium, d'acide arachidonique et de CAMP. Les produits 

Bu catabolisme du phosphatidyl-inositol lié a un récepteur ont été 

identifids comme du diacylglyc6rol et de l'inositol-phosphate qui se 

reconvertit partiellementen inositol 1-2 phosphate cyclique. Le rôle 

du diacylglycérol est de servir de signal pour le contrele transmem- 

branaire de la phosphorylation des protéines (NISHIZUKA -233-) . Il 

nous semble donc très important de porter notre attention sur ce 

phosphatidyl-inositol, ainsi que sur deux lipides particuliers qui 

apparaissent uniquement dans les styles apres 4 heures de pollinisation. 

Dans le meme but (définir les modalités d'action d'un éventuel recepteur 

lié aux lipides), l'étude des (ca2+) ATPases semble intéressante. 
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Quelques aspects du métabolisme 
des glycosphingolipides des styles 

et du pollen chez Petunia hybrida, 
espèce auto-incompatible 

PAR D. COUST-IUT (l), H.F. LINSKEXS (=), Y. JIOSCHETTO (3) 

et C. DELBART (4) 

Résumé. - La participation des glycosphingolipides au mt tabol ime  particulier p r t -  
senté par I'incompatibillté gamétophyique chez Pclunia hybrida, espéce auto-incompa- 
tibie, est envisager. La distribution et  I'4volution des glycosphingolipides totaux, acides 
et neutres, sont analysées dans les pollens e t  les styles (vierges. auto et  xenopoilinisés) 
par de nombreuses techniques chrornatographiques e t  fluorimttriques en fonction de la 
pollinisation compatible e t  incompatible. La composition en acides gras des glycosphin- 
golipides neutres montre l'Importance de la participation der glycosphingoiipides dans 
le métabolisme de l'incompatibilit4. 

Summary. - The participation of gl~cosphingolipids in the metabolism of the gamelo- 
phytic incompatibility reaction in the self-compatible species Pelunia hybrida has begn 
investigated. The  distribution and the concentration changes of total glycosphingoiipids, 
as well as t h e  acid and neutral fractions, were analyzed in the pollen and styles alter 
self- and cross-poliination. These were compared t o  the glycosphingolipids composition 
of unpoilinated styles. The composition of the Iatty acids of the neutral glycosphingo- 
lipids changed dramatically, so that  the involvcment of these substances in the metabolism 
of the incompatibility reaction seems possible. 

Les glycosphingolipides constituent une classe de lipides complexes azotés 
qui, bien que largement distribués chez les étres vivants, demeurent mys- 
térieux notamment dans le monde végétal ou leur fonction et Ieur métabo- 

.lisme n'ont fait  l'objet que de travaux limités. 
Il nous a paru intéressant d'analyser leur participation au métabolisme 

dans le cadre d'un processus physiologique actif, l'incompatibiiité gaméto- 
phytique de fécondation qui se concrétise par l'inhibition de croissance du 
tube pollinique incompatible dans le style présentant les mêmes allèles d'incom- 
patibilith. 

(1) Biologie Végttale, Faculté de Pharmacie. 59015 Lille Cedex. 
(2) Institut de  Botanique. Faculté des Sciences, L'niversité de Nirnegue (Pays-Bas), 

Tarnooiveid. 
(3) Centre de  Technoiogie Biomédicale, ISSERM, 27, rue C. Gukrin, 59000 Lille. 
(4) I.U.T. Université des Sciences et  Techniques, 59630 Villeneuve-d';\scq. 
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Nous avons utilisé les styles vierges, autopollinisés et xiinopollinisés, ainsi 
que le pollen de Peimiia hybrida, espèce auto-incompatible, clones W 166 Ii 
avec les allèles d'incompatibilité S l  S2, et  T 2 U avec les allèles d'incompati- 
biiite S3 S3, cultivés dans le Jardin Botanique de l'Université de Nimègue. 

8) 31 éthodes. 

Omniprésents dans toutes les structures vivantes mais selon des concen- 
trations extrêmement faibles, l'obtention, la purification etle fractionnement 
des glycosphingolipides exigent une grande multiplicité de techniques schéma- 
tisées dans les étapes suivantes : 

Extraction des lipides totaux selon FOLCH [ l ,  21 modifié par KARLSSON 
(31. 

Extraction des glycosphingolipides totaux aprks methanolyse alcaline 
menagée [4]. 

Purification et  fractionnement des glycosphingolipides totaux par cou- 
plage de différentes techniques .chmrnatographiques [3] : d'adsorption sur 
colonne d'acide silicique (51, d'échange ionique sur colonne de diéthylamino- 
ethyl-cellulose (DE,= - cellulose) [3], d'adsorption, 2I nouveau, sur colonne 
d'acide silicique atin de pulüier et de fractionner les glycolipides neutres et 
acides précedemrnent obtenus apres chromatographie sur colonne de DEAE- 
cellulose. 

Des chromatographies unidimensionnelle, ascendante, en couche mince 
de gel de silice G [6] permettent le controle des extractions, des purifications 
et l'identification des céramides et cérébrosides dans les conditions suivantes : 
activation d'une heure 2I i 110 OC ; solvant de migration [7] : chloroforme - méthariol - eau (65 : 25 : 4 V /V /V) ; réactifs d'identification : vapeurs 
d'iode, solution de Rhodamine 6 G [SI et examen en lumière ultra violette : 
solution hydro-méthanolique d'a - naphtol sulfurique [9]. 

Dosage fluorimétrique aprks méthanolyse des glycosphingolipides totaux 
et forniation d'un complexe avec la fluorescamine [IO]. 

Chromatographie en phase gazeuse (CGL) appliqutie : - 1) aux acides gras des glycosphingolipides neutres libérés par hydrolyse 
acide Ill] transrnéthylation et purification [12] par couche mince dans le 
benzène ; - 2) aux oses selon 131. 

1) Des dosuqcs /luorimetriques des glycosphingolipides toiauz,  neutres el acides. 

A) 1-a lluorimétrie a été appliquée aux glycosphingolipides totaux obtenus 
par hydrolyse alcaline des lipides totaux. Ce mode de dosage est basé sur la 
iiiesure de la lïuorescence développée par le complexe sphingosine, libérée par 





hydrolyse et  la fluorescainine [SI. Les lectures sont effectuées pour des X d'exci- 
tatioii de 383 nm et d'dniission de 480 nm. 

Lcs résultats des dosages des giycosphingolipides totaux sont consignés 
dans le tableau 1. Les teneurs, exprimées en n moles /g de tissu lyophilisé, 
sont tres variables suivant que l'on compare styles vierges et  pollens d'une 
part, styles vierges ou styles pollinisés (auto et  xénopollinisés) d'autre part. 

Styies vierges et styles xénopollinisés ont des teneurs équivalentes, infé- 
rieures celles des poiiens S1 S2 et  S3 S3. L'autopollinisation s'accompagne, 
malgré l'apport pollinique, d'une diminution des teneurs en giycosphingo- 
lipides totaux beaucoup plus marquée au début de la réaction (O ti Y h) qu'a 
la fln (24 h). Les résultats des dosages sont identiques avec les styles auto- 
pollinisés (S3 S3). S3. 

B) Une partie aliquate des glycosphingolipides acides élués en chroma- 
tographie sur colonne de DUE-cellulose par le méthanol-chlorure de Lithium 
sont dosés par fluorimétrie et  les résultats des dosages rapportés dans le 
tableau 2. 

On y reléve des différences quantitatives entre les extraits des pollens 
S1 S2 Et S3 S3 (les teneurs des pollens S3 S3 sont plus élevées que celles des 
pollens S i  S2), e t  aussi entre pollen S1 S2 et  styles vierges homologues SI S2, 
ces derniers étant quantitativement plus riches en sphingolipides acides que 
les pollens. 

TABLEAU 2. - Comparaison de la variation des teneurs en gfycorphingolipides acides 
totaux selon les diff6rentes combinaisons. 

Conc. a. moles/ Taux r e l a c i t l  1 / g. d e  t i s s u  styles v i e n e s  / i 
1 Styles vierges U166K 1 08.74 1 1,000 i 

Sty les  aucopol l in i sës  0 h 
UI66K X U166K / 4 3 . 6 i  1 0.891 1 

La comparaison des variations des teneurs de ces composés au cours de la 
polliiiisation souligne coinbien le comportement métabolique des glycosphin- 
golipides acides est perturbé. .Au debut de la pollinisation, tous les styles 
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auto ou xénopollinisés ont des teneurs qui vont en diminuant; par la suite, 
cette chute des valeurs ne concerne plus que :es styles uutopoili~iisés e t  va 
s'accentuant jusqu'lr la fin du temps considéré (34 h). 

Notons, enfin, la présence d'un composé non identifié, de Rf nul, z naphtol 
positif, reconnu dans tous les chrornatograrnrnes en couche mince des extraits 
de styles vierges et dans les extraits de styles autopollinisés dans lesquels il 
est quantitativement trés abondant. 

C) Les glycosphingolipides neutres élués par chromatographie sur colonne 
DUE-cellulose (solvant chloroforme-méthanol) sont purifiés par chrornato- 
graphie d'adsorption sur colonne d'acide silicique iquilibrée en chloroforme. 
Leur fractionnement est réalisé par un mélange éiuant chloroforme-méthanol, 
de polaritti croissante par augmentation progressive des concentrations crois- 
santes en méthanol. Cinq sous-fractions sont recueillies, numérotées de 1 B 5. 

Par chromatographie en couche mince : des céramides (sous-fraction 1). 
des monoglycosyl céramides (sous-fraction 2), des di et triglycosyl céramides 
(sous-fraction 3), des lipides polaires (sous-fractions 4 et  5) sont identifiés 
dans tous les extraits de pollens et de styles. De plus, nous caractérisons 
dans les chrornatogrammes des extraits de styles vierges et de styles auto- 
pollinisb un compos4, qui, par son caractkre naphtol positif est identique 
au composti rtivélk sur les chromatograrnmes de glycosphingolipides acides. 
La  distribution de ces glycosphingolipides neutres dans les différentes sous- 
fractions des extraits de pollens et de styles est confirmée par fluorimétrie, 
ce qui permet également une bonne évaluation quantitative de ces composés : 
céramides et  monogalactosyl céramides sont les composants majeurs des styles 
e t  appartiennent respectivement aux sous-fractions 1 et 2 de tous les extraits. 
Les di et  tri  glycosylcéramides et les lipides polaires sont, par contre, les 
composants les mieux représentés dans les extraits de pollens (sous-fractions 
3 et 4). 

Le comportement des glycosphingolipides neutres en fonction de la poilini- 
sation est envisagé en comparant les taux des glycosphingolipides neutres 
dans les sous-fractions des difT4rents extraits de styles vierges, autopollinisés 
et  xénopollinisés. La pollinisation entrainr une diminution des teneurs en 
cCramides et rnonoglycosylcérarnides de O lr 8 h qui est beaucoup plus marquée 
dans les styles autopollinis4s. De 8 A 24 h la pollinisation montre un accrois- 
sement du taux de ces composants notamment des monogalactosyl-cérarnides 
qui deviennent ainsi d'une manière Gniforme, dans toutes les fractions 3 des 
styles auto et  xénopoilinisés, le composé prépondérant. Remarquons que les 
concentrations finales en ce composé demeurent toujours inférieures ti celles 
qui sont observées en xénopoilinisation. 

L'examen des courbes de la cinétique des glycosphingolipides neutres 
établies dans les différentes sous-fractions en fonction des pourcentages, des con- 
centrations relatives et des temps de pollinisation considérés, confirme ces 
faits (tableau 3). 

L'inversion du profil des courbes de O A 3 h qui est constaté dans les ciné- 
tiques des sous-fractions 3, 4 et  5 ne peut s'expliquer que par l'important 
apport pollinique dont Les fortes concentrations indiquées dans !e tableau 
1 interviennent ici. 



T.IBLEAU 3. - Cinétique du métabolisme des glycosphingolipides neutres dans les 
sous-fractions 1 ,  2, 3, 4, 5. 

4 d66K wl66K n. mies/g tissu 
a......~ M66K T2U % @@ 
m.-.-i wl66Kw166K % % GSL 

/ 4Q 

G 
b o  
1 
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3) RésuitaIs des analyses en chromalographie phase gazeuse f C G L ) .  

Cette technique permet l'analyse des copules glucidiques des glycosphin- 
golipides et  l'établissement de leur composition en acides gras. 

A) L'analyse des copules glucidiques Il31 est actuellement l'élude. Les 
résultats partiels que nous rapportons ici montrent une grande richesse des 
pollens en glucose et  surtout en mannose. 

Au cours de  la pollinisation, une diminution importante du taux de glucose 
superieure A 54 % est caractérisée en incompatibilité. Par  contre le taux 
mannose /glucose augmente dans les styles autopollinisés~ dans de fortes pro- 
portions. Cette augmentation ne semble pas due à l'apport pollinique mais 
doit ètre recherchée dans une intervention métabolique. 

3) Composition en acides gras des giycosphingolipides neufres ( GSL neulres) . 
L'etude de  la composition en acides gras des GSL neutres a été entreprise 

dans les différents extraits stylaires e t  polliniques, dans des conditions précé- 
demment décrites. 

La composition en acides gras des extraits de pollen, de styles vierges, 
autopollinisés e t  xénopollinisés, est rapportée dans le tableau 1. Il est évident 
que le type de  colonne retenu limite notre analyse : aucun acide gras chaine 
carbonee courte, inférieure ti CI4 : O (ac. myristique) ne peut Stre identifie 
clairement, les acides béhéniques et  homolinolénique ne sont pas séparés. 

La composition des extraits est homosene qualitativement, cependant des 
diflérences quantitatives nettes apparaissent si nous comparons : extraits de 
pollens et extraits des styles vierges ; pollinisations compatibles et  incompa- 
tibles. 

Les teneurs en acides gras sont plus élevées ou équivalentes dans les styles 
vierges (SlS2) que dans les extraits polliniques (SI S2) Les styles sont riches 
en acide palmitique (C* : O). Le pollen S l  S2 est mieux pourvu en acide oléïque 
(Ig : 1), linoléïque (13 : 3) et  homolinolénique r béhénique que les styles 
vierges S1 S2 ou que le pollen S2 S3 qui n'est riche qu'en homolinolenique -+ 
béhénique. 

Nous avons envisage la distribution des acides gras selon Ia loiigueur des 
chaines dans les styles pollinisés : (acides gras saturés Ci chaine carbonée courte 
et  acides gras insaturés ti chalne carbonée moyenne). 

Les acides gras chalne carbonée relativement courte sont mierix repré- 
sentés dans les styles et les pollens. Inversement, les acides gras h chaine 
carbonée moyenne sont quantitativement mieux représentés dans les pollens. 

Le comportement de ces acides gras a été analysé au cours des différentes 
pollinisations, compatibles ou incompatibles. Il diflere surtout seloii les lon- 
gueurs des chaines des acides gras considérés et  s'avère intéressant. En effet, 
dans les premières heures de pollinisation (O h 8 h), la xénopollinisation montre 
par rapport a u x  styles vierges un accroissement des teneurs des acides gras 
insaturés ti chalne moyenne, puis de 8 h à 21 h, une diminution de ces mêmes 
teneurs. Par contre dans les mêmes conditions expérimentales, l'autopollini- 
sation montre de O Ci 24 heures une diminution constante des teneurs des 
acides gras ti chaine courte et  un accroissement constant des teneurs en acides 
gras chalne moyenne. 



.~CTUALITÉS BOTASIQUES 

Si les résultats obtenus ne représentent encore qu'une approche très 
limitée dans ses conclusions des mécanismes qui président B l'titablissement 
de l'incompatibilité gametophytique de fécondation, ils témoignent cependant 
de i'importance du rdle qu3&xercent ces glycosphingolipides dans le méta- 
bolisme. 

L'apport des différentes techniques est considCrable : e!les permettent eii 

effet une meilleure connaissance de la distribution de ces composés dans les 
pollens et les styles et  surtout de leur devenir en confrontant les differentes 
pollinisations compatibles ou incompatibles aux styles vierges. 

Ainsi l'autopollinisation est caractérisée par une diminution des teneurs 
des différentes classes de glycosphingolipides, en particulier : diminution 
accusée des teneurs en sphingolipides totaux (de O A 8 h notamment) en giyco- 
sphingolipides acides. 

Le soin apporté au devenir des glycosphingoüpides neutres montre que 
les teneurs en céramides, composants majeurs des styles vierges et en mono- 
glycosyl-céramides vont, dans les 8 premières heures de I'autopollinisation, 
diminuer fortenient et devenir équivalentes puis ces taux s'accroissent et 
Analement d'une manikre moins marquée qu'en xbnopollinisation, le mono- 
glycosyi-céramides devient le constituant majeur des styles pollinisés. 

Enfln, la composition en acides gras des glycosphingolipides neutres a été 
btabiie. L'autopoiiinisation est marquée par la diminution importante des 
teneurs en acides gras A chaîne courte, et parallèlement par l'accroissement 
des teneurs des acides gras chaine moyenne. 

Ces rCsultats sont importants B plusieurs titres : - d'une part, l'hypothèse que nous avions précédemment envisagCe [14] 
concernant le rBle inhibiteur des acides gras A chaine courte sur la croissance 
est renforcée par l'analyse de leur comportement au cours de l'autopollini- 
sation ; 
- d'autre part, nous avons voulu rechercher la participation des glyco- 

sphingolipides A un metahoiisme. Le comportement des glycosphingolipides 
neutres permet de l'attester : analysé au niveau de différentes sous-classes en 
fonction de la pollinisation, les glycosphingolipides ne peuvent étre consi- 
déres comme de simples témoins mais comme des participants au métabolisme 
prCsidant la pollinisation. 

Le comportement des céramides,'des monogiycosyl-ceramides et surtout 
celui des acides gras analysé au cours des difiCrentes pollinisations illustrent 
clairement la participation directe des giycosphingolipides neutres à un méta- 
bolisme que l'on peut qualifier u d'opposition u qui résultent de l'affrontement 
de deux métabolismes, l'un a cnractere r stylaire D (ac. gras chaine courte) 
e t  l'autre B caractkre a pollinique r (ac. gras A chaine moyenne). 
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SUMMARY 

The cefl surfau is a logical place to look for possible causes of the brcakdown in crllular 
intaactions that charaaerizc the gametophytic incompatibiiity of feniiiiaùon. Indicarions that 
cfiangn in cellular giycolipids w a e  related to rnalignant procas or qrowh inhibition or viral 
transformation Lead us to study the possible role of the glycosphingolipids (GSL). Those GSL are 
thought to be reiatively tissue specific compared, to say. phospholipids. The sensitive metabolic 
control and thtir antigcnic properties apparcntly expresscd at the cet1 surface make glycolipids of 
considerable in tna t .  h i o u s  data implicate them as recepron for a wide variecy of molecula 
which can influence intraccllular events. We report here the identification of the GSL OC pollen and 
unpollinated sryla of Perunia hybrida self-incompatible specia, in order to study furrher the 
cvolution of thox  GSL during the incompatibility phenomenon. 

11 semble que la surfaces cellulaires aient un rôle important a jouer dans les interactions qui 
caractérisent I'incompatibi1ité gamétophytique de fécondation. Le fait que la distribution des 
glycolipida varie au cours des processus de tumonsarion. d'inhibition de contact ou de 
transformation nous a conduit a envisager le rôle d a  glycosphingolipides (GSL). Cs GSL sont plus 
spécifiques d'un rissu que la phospholipides. Leur controle rné;abolique, leun propriétés 
antigeniqua cxprimks à la surface cellulaire permettent de l a  considéra comme récepteurs a une 
grande variété de molkcuia. Nous avons donc caracrérise les GLS des poilens et d a  sryla vierges de 
Pemnia h-vbrida, espèce auto-incompatible, afin de pennectre L'étude ultérieure de l'évolution de ces 
GSL en fonction de la pollinisation compatible ou non. 

1. INTRODUCTION 
Cellular surt'ôces play a major part in the  initiation of cellular interactions, 

identification processes, prowth, interc,ollular adhesion, and oncogenic rrans- 



formation (Oppenheimer 1977; Hakomori 1975; Hoelzl-Wallach 1973). These 
various activities seem io be linked to the presence of glycoconjugates. 

The gametophytic incompatibility of fertilizarion (Linskens 1980) under 
investigation is a complev physiologicai process which impiies that: 
- the S ailele of incompatibility contained in the microspore has been 
identified by the tissues of a style carrying the sarne S ailele (recognition 
reaction), 
- information has been transrnitted, characterized by the appearance of a wave 
of metabolic changes and by the rejecticui of the incompatible pollinic tube 
whose growth will be thwarted inside the style (Linskens 1980; Deurenberg 
19771, 
- changes of metabolic poilen result in inhibition of pollen tube growth 
(rejection reaction). 

Ail these events involve the presence of membraneous structures whose 
adaptability wili allow the identification and the transmission of the iden- 
tification signai, both of which are linked to ionic changes (Linskens and 
Spanjers 1973; Deurenberg 1977). For this reason we have become interested in 
the study of glycosphingolipids. These molecules, with their ~trictly 
membraneous character and their heterogenous structure, could fulfill the 
multiple functions that they are believed to be capable of. For instance, in 
Perunia, a self incompatibie specics which is Our basic research material, both 
fatty acids and long chained bases of glycosphingoiipids are thought to play a 
pan in the suuaure and in the control of membraneous plasticity. T'he 
sequence of carbohydrate is thought to be responsible for the existence of local 
conditions of membrane permeability whose variations are closeiy reiated with 
the recognition process of the S allele. Therefore we looked at the composition 
of giycosphingolipids in pollen and styles. 

abbreviarions: 
GSL: 
CER: 
.MGCER: 
DGCER: 
TGCER: 
TRGCER: 
DEAE Cellulose: 
DEGS: 
LCB: 

glycosphingolipids 
ceramides 
monoglycosylccramides 
diglycosy lceramides 
triglycosylcerarnides 
tecraglycosyiceramides 
diechyl arninoechy l ïelluiose 
diechylene glycol succinate 
long shained basa 

2. iMATERIAL AND METHODS 
2.1. Plant materiai: 

The present study was conducted with Perunia hybrida media vulgaris 
(Linskens 1955; Linskens and Straub 1978). The dones WI66K (self incom- 
patibiiity alleles Si, Sz) and T2U (self incompatibility aileles Sj, S3) were 
cultivated in the Bocanical Gardens of the University of Nijmegen. 



2.2. Analyrical merhods: 
2.2.1. isolation of glycosphingolipids (GSL): 

The polar lipids from pollen and styles were obtained using the standard 
Foich method (Folch et ai. 1957. The CER, ,MGCER, DGCER. TGCER and 
TRGCER were separated, after a mild alkaline hydrolysis, by TL-chromate- 
graphy on sificic acid and on DEAE cefluiose column, according to the Karlsson 
procedure (Karlsson et al. 1973). Those GSL were finaily purified by thin layer 
preparative chromatography in the cfassic soivent CHC13-CH30H-Hz0 
(65-254, v/v/v) and developed. with Rhodamine (Karlsson et ai. 1973). 

22.2. hydrolysis of GSL and analysis of their fatty acids and LCB composition: 
The purified CER, MGCER, DGCER, TGCER and TRGCER were hydro- 

lysed under acidic conditions by a methanol hydrochloric solution (IN HCI in 
CH30H containing 10 molecuIes of HtO) for 23 hours in a nitrogen sueam 
(Gaver and Sweeiey 1965). 

2.L 1. i. analysis of fatty ucidr composition: 
The fatty acids from the hydrolysate shouid first be extracted by n-hexane 

and then trans-esterificated in the CH30H-HzS04 mixture (Kates 1972). The 
resulting freed fatty acids are then purified by TLC (Kates 1972) and identified 
by GLC under the following experimentai conditions: mode1 Varian 1800 fiamc 
ionisation detector, standard column of 10% DEGS on chromosorb W 60-80 
mesh AW, at a column temperature of 176 OC, and a nitrogen Stream of 25 
&/min. 

2.2.1.2. analysis of the composition of the long chained bases: 
This andysis invoives: the extraction of fatty acids by n-hexane (Karlsson 

and .Martensson I%8) followed by the seleetive extraction of the long chained 
bases by diethyl ether under alkaline conditions; 
- the transformation of those long chained bases into stable DNP derivatives 

by 1-fluoro-23 dinitrobentene (Karisson 19'70); 
- the purification of those DNP derivatives by TLC (Karlsson and 

~Martensson 1968); 
- their transformation into aldehydes by oxidation with lead tetraacetate 

(Sugita et ai. 1976); 
- Cnaily, their identification by GLC on a standard column of 10% DEGS 

on chromosorb W 60-80 mesh AW, at a temperature of 150 "C and a nitrogen 
Stream of 19-20 ml/min; 
- the nature of the aidehydes is confirmed by an additionai GLC analysis of 

the LCB transformation into fatty acids beforehand. For this purpose, the 
aidehydic mixture is directiy oxidized by ICMnOj without previous cataiytic 
hydrogenation (Slomiany and Horowirz 1970). The fatty acids thus obcained 
are trans-esterified, purified by TLC and analysed as described above. 



3. RESULTS 

3.1. Composirion in farty aciak: 
The distribution of various neutral GSL fatty acids was anaiysed in T2U and 

W166K pollen and in the unpollinated W166K styles. They were also exarnined 
for any reiationships between aliphatic chain length (shon-medium-long), 
distribution of odd fatty acids and saturation degree of the Cl8 fatty acids 
(stearic, oleic, linoleic and linolenic acids), 
The resuits of those anaiysis are Iisted in Tabies 1 and 2. The possibility of a 

reiationship between the amount of fatty acids, the stylar or pollinic origin of 
the extracts and genotype was aiso looked Sot. 

A great homogeneity in the distribution of fatty acids, whatever the styiar or 
pollinic nature of the extracts and/or of the analysed genotype, was observed. 

Table 1. Distribution of fatty acids in the differcnt ciasses of Qiycosphilngolipids in virgin styles 
(W166K). 

TRGCER 

1 .a7 
2.14 

1.69 
1.49 

3.29 
1.17 

1.15 
0.95 
1.52 
2.29 

2.02 
i .06 

2o.U 
6.31, 

2.34 
0.98 

10.12 
15.as 
2.46 
0.60 

1 .aa 
l .O& 

13.b2 
0.67 

0.73 
0,87 

0.80 
0.73 - 

99.99 

TGCER 

0.85 
0.17 

0.15 
0.06 

1.20 
0.13 

0.24 
0.13 

7 - 9 7  
2.90 

2.14 
0.83 

15.52 
8.L6 

2.35 
1 .O5 

11.95 
14.38 
3.25 
0.36 

1 . lg 
1.39 

17.56 
0.95 
1.30 
1.86 

1.U 
t .O5 

99.99 

Fatty aciiis 

CIO : O 
CIO : 1 

Cl1 : O 
CTT : 1 

c l 2  : 0 
Cl2 : 1 

C 7 3  : O 
Cl3 : 1 
Cl4 : O 
Cl4 : 1 

Cl5 : O 
Cf5 : 1 

c16 : O 
C16 : i 

Cl7 : O 
C i 7  : i 

c i8  : O 
c l8  : 1 
Ci8 : 2 
Cl8 : 3 

czo : O 
CZO : 1 

C22 : O 
C22 : 1 

C23 : O 
C23 : 1 

C2h : O 
C2k : 1 

CER 

0.17 
0.11 

O .20 
0.12 

6.65 
2.00 

1.57 
0.21 

O .a2 
O -25 

3.55 
O .L6 

17.L5 
3.69 
0.42 
O .56 

9.0k 
19.18 
8.35 
3.7'4 
1 .lrl 
0.97 

9.79 
2.88 

1 -30 
O .LS 

2.60 
2 .O3 ',,, 

MGCER 

0.08 
0.21, 

0.07 
0.08 

0.78 
0.15 

0.10 
0.21 

2.63 
0.32 
i .ii6 
o.Li 

23.36 
3.74 

0.97 
0.58 

1 . 2  
16.50 
2.87 
0.71 

0.86 
11  .b 

12.51 
i .92 

1.01) 
1.43 

1.30 
pas dosé 

O K E R  

0.58 
O.& 

0.21 
0.16 

2.37 
0.29 

0.29 
0.55 
1.37 
0.38 

0.76 
0.69 

19.10 
2.33 

1 - 7 7  
0.34 

11.68 
9.96 
1.98 
0.85 
1 .a1r 
2.39 

28-19 
i .6 j  

1.92 
2.42 

3.L5 
1.56 

99-99 99.H 



However, when comparcd to unfenilized styles, the TIU or W166K pollec, 
although very similar to each other, are characrerized by weaker desaturation 
and a relarively greater amount of short chained fatty acids, for example lauric 
acid for the pollen extracts, and palmitic acid for the stylar one. This led us to 
divide the fatty acids into two groups according to their occurence in pollen and 
style respectively . 

Furthermore, we noticed the individualkation of ail pollen TRGCER, which 
differs greatly from the other classes of GSL by their high amount of long- 
chained fatty acids (Cl8 CO C24) regardless of their saturation degree, and by a 
concomitant low arnount of short chained fatty acids (Cl0 to C17). 

3.2. composition of long-chained bases: 
We identified 12 isolated peaks which correspond to 24 parent long-chained 

bases whose specifications are given in Table 3. The resuits concerning the 
distribution of those LCB among the various GSL are listed in Tables 4 and 5. 

Table 2. Distribution of fatry acids in the differcnt classes of glycosphingolipids in pollen ( R U  and 
W166K). 

1 CER HGCER D K E R  1 T G t E R  
1 1 f l --- 

re& PoLlen Pollen Pollen Polien ?aLL.n ? d e n  Pollen 
v166a 1 1 u166ii / ?2u 1 2 %  / w66x 1 T2u 



unfertilized style extracts (see Table 3). However, the f ciasses differ by having 
varying arnounts of sphingosine. 

The pollen are also characterized by a racher high arnount of hepta- 
decasphinganine - hydroxysphingosine ( ~ r o u p  B) and heptadecasphingenine 
- hydroxysphingenine (group E). In addition they also contain high arnounts 
of sphingenine (57mo). Higher quantities of that base can also be found in the 
styles (80mo). 

3.2.3. long-chained bases frorn the diglycosylcerarnides (DGCER): 

Cornparing the distribution of LCB among stylar and pollinic DGCER, 
shows marked differences. The DGCER of the unpollinated W166K styles are 
rich in LCB belonging to group D (sphinganine-hydroxynonadecasphinganine), 
E (heptadecasphingenine-hydroxysphingenine) and G (sphingenine). On the 
other hand the pollinic DGCER, whatever the jenotype (T2U or W166K) 
differs from the stylar DGCER by high arnounts of LCB in Sroup B (heptadeca- 
sphinganine-hydroxysphinganine) C (hexadecasphingenine) and F (nonadeca- 
sphinganine-hydroxyeicosasphingenine) . 

3.2.4. long-chained bases frorn the tnglycosylceramides (TGCER): 

The distribution of LCB among the TGCER of the unpollinated W166K 
styies, and T2U or W166K are very similar. However, the stylar TGCER can be 
characterized by the observation that their LCB belong to groups C (hexadecas- 
phingenine), E (heptadecasphingenine-hydroxysphingenine) and H (eicos- 
asphingenine). 

As for the pollens, they can be defined by the e.xistence of LCB frorn the 
jroup B (heptadecasphingenine-hyfroxysphinganine). hloreover the nonadec- 
asphingenine (1 proup) seems to be more specific of TZU pollen. 

3.2.5. long-chained bases from the tetragiycosylceramides (TRGCER): 

It seems difficult to find a specific base characteristic of the poilinic and 
stylar TRGCER. However, we have every reason to believe that the LCB of the 
1, K and L groups are esszntiaily pollinic in nature. On the other hand, the 
major bases of the stylar TRGCER are those belonging to groups D (sphin- 
ganine-hydroxynonadecasphinganine) F (nonadecasphinganine-hydroxyeicosa- 
sphinganine) G (sphingenine) and H (eicosasphinganine). 

1. CONCLUSION 

We have anaiysed the fatry acids and the long-chained bases of several 
neutral GLS extracted frorn pollen and unpollinated styles. Although apparent- 
ly homogenous, with the exception of the TRGCER, the composition of fatry 
acids of the GSL from pollen and style proved to be quantitativeiy 
hererogenous: 
- the CER and MGCER of the unfertilized styles were richer in palmicic acid 
Cl6 : 0) (17-23%) than the pollen (8-2040); 
- a high arnount of stearic acid (Cl8 :O) characterized al1 pollinic GSL. 



3.2.1. long-chained bases from the ceramides (CER): 
When we analysed the long-chained bases, it becme evident that there were 

marked differences between pollen species, and also between pollen and stylar 
extracts. Thus, in the W166K pollen hepta decasphinganine (dl7 : 0) and the 
hydroxy sphinganine (t18 : 0) are the major bases, while heptadecaspingenine 
(dl7 : 1) and hydroxysphingenine (t18 : 1) are mostly encountered in the TiU 
pollen ceramides. On the other hand, hexadecasphingenine (dl6 : 1) is 
characteristic of unpoilinated styles as well as of Iower saturation degrec. 

So this comparison underlines the quantitative and qualitative heterogenity in 
the distribution of the long-chained bases among the pollen stylar ceramides. 

3.2.2. long-chained bases from the rnonoglycosylceramides (NIGCER): 

This ciass of neurral GSL, and the previous one (CER), are very similar 
owing to the presence of sorne LCB belonging to the B, C and E groups in the 

Table 3.  Identification of long chained bases. 

sphinganine 
kydroxyncnadccasphinganine 

GrOUP 

Cl!, : O 
te2radecaoal 

Cl5 : O 
pentadec and 

Cl4 : 1 
tetradecenai 

Lang chained bases .Ude hyds - _C ---- 

c:6 : O 
hexadecanai 

Cl5 : 1 
pntadec -&al 

Cl7 : O 
heptadecanal 

c76 : i 
hexadecenal 

Cl8 : O 
octaiecanal 



Tabla 4 and 5. Distnburion of long c w n e d  basa III the glycosphinpoiiptds in styles and poilmz. 

TGCER T - U E R  

I I l 
CCR MGCER D G C I R  1 

l I I 

iinnturat.0 ! unraz. 1 32.3ir k l .55  1 ?:: 1 Ci.*, 1 0.71- 99.99 99.99 , 99.99 
i r n s u .  / ut. 

! P- .Ua ?al les ï i = g u  
a / iX1 1 3.661 1 -lei 1 VloOir 31661 

1 1 

A d16:O - :17:O 3.23 5.76 3.17 0.3h 2. 97 2.72 3 -3k  O.&? 

B dl7:O - tl8:O 20.30 26.52 28.82 2.5C a.% 7.38 5.26 4 .85  35.36 

c d16:i U.53 k.56 5.03 7.15 6.76 3.53 . 75.72 75-52 
O 118:o - ti9:O 2.55 3.i7 5.79 O .3o 3.56 2 . Z  u . 7 6  5.22 

9.38 29.33 T.31 2.08 9.66 9.Q 7.99 1.33 

3.L9 / y1.29 0.75 u. 16 3.83 5.36 1" , / 3.71 1 ;3.86 1:::: 1 O 96-26 59.& 23-67 7.78 

k.90 4.86 b . 5 8  5 .&O 7.66 u.Ç2 7.61 3.36 i i . 11  1 

??CL- 
:a 

?aL;ea 
3 1 6 6 ~  

Fallen 7 k g b  -3aUrn 
zu i"? / ~ 1 6 6 ~  



It is also possible to define GSL by a kind of LCB according to its pollinic or 
stylar origin. The analysis of the evolution of the saturation dejree of the fatty 
acids.and of the long-chained bases is also remarkable. For example, the cera- 
mides and monoglycosylceramides from pollen possess a higher percentage of 
saturated fatty acids ( 6 5 7 0 % )  than the corresponding stylar GSL (54-59%). 
The analysis of the composition in LCB also shows a higher saturation degree 
for the poilinic GSL, pollinic CER (57'70)~ MGCER (270'0). DGCER (75070), 
TGCER (67vo). The corresponding unpollinated stylar GSL is 34, 10, 66, 62% 
respecriveiy . 

Before pollination, the structures of GSL from both pollen and styles are 
different. In recent years numerous research studies have shown the inter- 
ference of the GSL in the ceUular recognition phenomenon, in growth, division 
and adhesion (Roseman 1970; Watanabe et al. 1976; Wiegandt 1971). Also the 
incornparibility reaction in plants implies a recognition phase. Furthemore, 
recent data (Vakirrzi et al. 1978; McDonough and Lilien 1977) have shown a 
perturbation in the synthesis of those GSL after the addition of cycloheximide 
or puromycine. These are considered inhibitors of the protein synthesis. It is 
also wefl-known that the addition of two antibiotics modifies the expression of 
the reaction of incompatibility (Ascher 1974; Kovaleva et al. 1975). 

As Our first resuits show a rnarked difference in the GSL structure of pollen 
and unfeniiized styles, it should be interesring to continue studying the changes, 
after pollination, in those GSL which are basic constituants of the membranes. 
The participation of membrane structures in the installation, and development 
of the penurbed merabolism w hich characrerizes the gametophytic 
incompatibility of fertilization could be berter understood. 
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SUMMARY 
f h e  incompatibility reaction in the fertilization process in Perunia hybrida. implies cellular inter- 

aaions that are simiiar to those also found in transformation or malignant procases. Lt is well esta- 
blished that virus-transfonned or malignanr cells contain reduced levels of the more complex glyco- 
sphingolipids (GSL), and that the palmitic. stearic and oleic acids are the principal fatty acids in 
glycolipids with short carbohydrate moietia (Ceramides). The proponion of these fatry acids. in 
giycolipids wich more comptex carbohydrate moieties is markedly reduced. As we also observed 
such a dmease in comptex glycolipids during Fectindation, we tried to sec i f  the cnange in glycolipid 
pattern was accompanied by changes in fatty acids composition. 

We report here the fatty acids distribution amonq the various GSL in seif- and cross-pollinated 
styles, and rry to ftnd out a possible relationship betwcen the fatty acid pattern and the recognition 
procas. Arst went of fertilization. This study suggests chat an altered glycolipid metabolisrn cakes 
piace in rhe style after pollination. 

L'incompatibilité de fécondation, que nous étudions chez Perunia h-vbrida, implique des interac- 
rions cellulaires tout comme les phénomènes de transformation ou malins. Lzs cellules malignes ou 
transiormees possedenr d a  taux réduits cn ylycosphingoiiptdes (GSL) complexes cc. ies acides gras 
majeurs d a  GSL possedant peu de rcsidus osidiques (Ceramides) sont les acides palmitique, scia- 
nque et oléique. Le pourcentage de ces acides grris s r  nettement reduit dans la GSL complexes. 
Comme nous avions d i j h  observé la disparit~on d a  lipides complexes pendant la fécondation. il 
nous a semblé intéressant de voir si ce changement de distribution irait ou non accompagne de 
variations dans la composition en acides gras. 

Nous envisageons la distnbution d a  acides sras dans la diverses classes de GSL, pour des styles 
auto ou xénopollinisks afin d'établir une relation entre la composition en acides gras et le processus 
de reconnaissance primordial la fétonaation. Cette ctude susgère l'installation apres poilinisa- 
tion, d'un mktabolisme d a  GSL nettement perturbe. 



1 .  [NTRODUCTION 
Some recent data dealing with lipids in Petunfa hybrida (Coustaut et al. 1978: 

Delbart 1978) and in Oenothera missouriensis (Bris acd Delbart 1978) indicated 
an influence of pollination upon total, neutral and acidic giycosphingolipids 
(GSL): GSL decreases quantitatively after self-pollination. As far as the entire 
neutral GSL are concerned, this influence must be quite complex when one con- 
siders the duration and the mode of pollination (compatible or incompatible), 
and also the afiphatic chain length of the fatty acids. Eignt hours' pollination 
causes a decrease, in the GSL, in the amount of fatty acids with short and 
medium alipharic chain, regardless of the mode of pollination. After 24 hours 
of xenopollinacion the fatty acid composition is complerely reversed, involving 
an increase in the short aliphatic chained fatry acids and a concomitant decrease 
of the others. On the other hand, the level of short-chained fatty acids keep 
decreasing after 24 hours of self-pollinarion. 

Those various facts Ied us to examine more closeiy the metabolism of the 
polar lipids in connection with the mode of pollination. This work deds wirh 
our observations on the evolution of fatty acid composition in the various cera- 
mides (mono-, di-, tri- and tetra-~lycosyiceramides). 

A bbrwiations: 
GSL glycosphingolipids 
CER ceramides 
MGCER monoglycosylcerarnidcs 
DGCER diglycosylccramida 
T GCER triglycosylceramida 
TRGCER tetraglycosylceramides 

2. MATERIAL AND METHODS 

2.1. - Marerial: 
Perunia hybrida (Linskens and Straub 1978) is our basic material for the 

study of the incompatibility phenomenon (Delbart et al. 1980). The used clones 
are W 166K (seif-incompatibility alleies = SiS2) and T2U (self-incompatibiiity 
alleles S3S3). Our study includes both pollen, unfertilized sryles (of Sis2 
genotype) and styles which underwent pollinations of 8 and 24 hours according 
to the following conbinations: 
- compatible (cross-pollination): S iS2 x S3S3 and SSs x S {SI; 
- incompatible (self-pollination): SiSz x Sis2 and SB3 x S3S3. 

Before it is examined, the material (pollen and styles) is lyophiiized and kept 
at -20 OC. 

The whoie process of extraction, purification and fracrionation of the polar 
lipids in CER, MGCER, DGCER, TGCER and TaGCER, and of the ultimate 
purification of the various classes of GSL thus obcained, was described previ- 
ously (Coustaut es al. 1978; Delbart 1978; Bris and Deibart 1978; Delbarr es al. 
1980). 



The fatty acids of al1 the GSL are then reieased by acid hydrolysis according 
io Gaver's procedure (Gaver and Sweeley 196j), extracted by n-hexane (3 x 3 
ml), evaporated to dryness and transrnethylated (Kates 1972). The methyl esters 
of the fatty acids are then identified by gas-liquid chromatography under the 
foilowing conditions: Varian 1800 apparatus supplieci with a flarne ionization 
detector, and standard column of 10% DEGS on chromosorb W, 60-80 rnesh 
at a colurnn temperature of 176 "C and a nitrogen stream of 25rnl/min. 

3. RESULTS 

The results of this study are listed in Tables 1 to 5. As in Our previous work 
(Delbart et al. 1980) the analysis of the reparticion of the fatty acids among the 
various GSL of pollinic and stylar extracts, leads us to: 
- point out the relative qualitative homogeneity of their distribution regardless 
of styiar or poiiinic ongins; 
- establish a classification of some fatty acids into two groups: "pollinic or 
srylar", according to their preferentiai belonging to GSL from pollinic or un- 
fertilized stylar extracts. For instance, GSL from poiiinic extracts wiii contain 
more lauric acid (Cl2 : 0) or behenic acid (C22 : O), while stylar GSL will 
mostly display high amounts of palmitic acid (Cl6 : O). We are now going to 
consider the evolution with the pollinations of the fatty acids of both charac- 
ters: pollinic or stylar (Table 6). 

Eight hours after cross or self-poilination, the fatty acids with stylar charac- 
tenstics seem to decrease while fatty acids with pollinic characteristics increase. 
Twenty-four hours after pollinarion the responses are more complex, but 
xenopollination aione induces a modulate reaction characterized by the coexis- 
tence of fatty acids of both characters. n i s  seerns to be necessary for the 
success of the fertilization process. 

It seems valuable to us to go furrher into effects ~f pollination, of its duration 
upon the distribution of the fatty acids in the CER, ,MGCER, DGCER, 
TGCER and TRGCER, taking in consideration also the length and saturation 
degree of the aiiphatic chain. 

3.1. - Poliinarion and changes of the sarurarion degree of the furry acids: 
This evolution was examined arnong the fatty acids of the various neutral 

GSL relative to the durarion of the pollination. Eight hours after pollination, 
there is a real increase ( 2 20wo) in desaturation degree; after 24 hours, the 
arnounrs of unsaturated fatty acids dirninish. This change seems to be in close 
relation with the pollination procrss in general as i c  is encountered as well after 
cross or seif-pollination. Only the full range of the variation can ailow the 
distinction between the pollinations. Thus, for instance, oniy self-pollination is 
connected with a very low saturation degree in the CER-rLIGCER, and a higher 
one for the DGCER, TGCER and TRGCER. 

It is to be noted rhat the genotype of the pollinatrd style has obviously no in- 
fluence on the changes of the saturation degrec of the fatty ac:ds. 
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3.2. - Poilinarions and disrribulion of the fatr-Y aczds in the various GSL ac- 
cordinq to the olipharic chain length: 

The evolution of the reparticion of the fatty acids in the various classes of 
neutrai GSL is considered in terms of aliphatic chain length, after some self- or 
cross-poilinations of 8 and 24 hours. For our purpose, we have divided the fatty 
acids into 3 groups according to the number of carbon atoms of the aiiphatic 
chain, Le., the short-chained (Cl0 to C13) the medium-chained (C 14 to Cl 7) 
and the long-ehained fatty acids (C20 to C24). 

3.2.1. short and medium chained fatty acids: 
After 8 hours, self and cross-pollinations are accompanied by a real decrease 

in the amount of short- and medium-chained fatty acids (with an exception for 
the CIO: 1). After 24 hours, cross-pollination by itseif causes a new increase in 
the amounts of shon-chained fatty acids in the ,MGCER, DGCER and 
TRGCER. The rnedium-chained fatty acids display a roughly sirnilar behaviour, 
and the opposition between self- and cross-pollination is mainly marked at the 
level of the DGCER, TGCER and TRGCER. 

3.2.2. long-chained fatty acids: 

The results of this study corroborate our previous observation (Cousaut et 
al. 1978; Brîs and Delban 1978). Generally speaking 8 hours after cross- or sdf- 
poilination, the arnounts of long-chained fatty acids increase; after 24 hours, 
cross-pollination differs from seff-poliinarion by a real decrease in those fatty 
acids. 

3.2.3. Cl8 chained fatty acids: 

The behaviour of the Cl8 chained fatry acids was considered separately for 
severai reasons. They can be considered as a "pivot" in the analytic ciassifi- 
cation proposed for the fatty acids as they are just haifway between the medium 
and long-chained fatty acids. They are aiso of quantitative importance in the 
pollen or virgin style extracts. For instance, the stearic and oleic acids are the 
major fatty acids of both emracts, The study of the evoiution of the amounts of 
those Cl8 chained fatry acids during pollinatidn leads us to divide the various 
GSL into two distinct groups: the first one includes CER and MGCER; the 
other one incfudes DGCER and TRGCER. 

Stearic, oleic, linoleic and lifiolenic acids of CER, MGCER diminished 3 
hours afrer pollination (compatible or not); after 24 hours, they show a dis- 
tinctly new increase. 

On the other hand, the anaiysis of the distribution of those same fatty acids 
in the GSL of the second group follows a novel, more complcx evolurion, which 
makes any schematization very difficult. However, cross and self-pollinations 
are very distinct, especially 24 hours after fertilization. The TGCER seem to be 
an intermediate group which takes place between the first CER-MGCER (cha- 
racterized by low arnounts of Cl8 chained fatty acids after self-pollination) and 
the other one, which has an opposite behaviour. 



4. DISCUSSION AND CONCLUSION 
The variations in the composition of fatty acids amony the whole GSL have 

been reported in previous studies (Coustaut et al. 1978; Bris and Deiban 1978). 
They are characterized by an increase in the amount of the long-chained fatty 
acids at the expense of the short-chained ones, 8 hours after self- and cross- 
pollination. This increase is followed, 24 hours after cross-poilination, by a 
reversal of the repartition profile. On the other hand, self-poiiinadon empha- 
sized the response obtained after 8 hours. 

The analysis of the repartition of the fatty acids among the various classes of 
GSL was made after fracrionation and purification of the GSL. It is interesting 
to observe that: 

1) the variation of the distribution of the fatty acids among the CER and 
MGCER is sirnilar to the one they have arnong the total GSL. This can be 
explained by the quantitative importance of these GSL (CER and MGCER) 
whose weight represents 63 to 86% of the whole neutrai GSL. It seems reason- 
able to state that they are responsible for the jenerai orientation of the distri- 
bution of the fatty acids among the total GSL. However, this distribution 
cannot be generaiized, it does not coincide at aii with the results obtained for 
the DGCER and TRGCER. 

2) there is an obvious connection between the distribution of fatty acids and 
the length, number (odd or even) of carbon atoms and saturation degree of 
their aiiphatic chain. 

In order to schernatize our results and to make some possible metabolic 
interrelations ccnspicuous we have grouped Our results of the evolution of the 
fatty acids during the fertilization process (Table 7). This includes the evoiution 
of: 

- the O/E ratio of the fatty acids with odd (0) or even (E) number of C 
atoms, regardless of saturation degree; the O S E S  ratio is limited to the 
saturated fatty acids (S); the OU/EU ratio is restricted to the unsaturated fatty 
acids (U): 

- the repartition of the short chained fatty acids (CIO-C13); 
- the repartition of the medium chained fatty acids (C 14417); 
- the repartition of the Cl8 chaine3 fatty acids; 
- the repartition of the long chained fatty acids (CZSC24); 
- the saturation degree. 
Evolution of the same types are made conspicuous with shaded or dotted 

squares while the white squares to the intermediate responses, which are !ess 
rnzrked. 

There are two contrasting behaviours: that of the CER - MGCER, and that 
of the DGCER - TRGCER. One might attempt an explanation with respect to 
the odd and even number of osidic residues contained in the GSL, or/and to 
metabolic interactions. The CER and MGCER can be considered as metabolic 
junctions or precursors of the more complex GSL. Poliination will affect the 
CER-MGCER, which are the first step in the initiation of the metabolic chain, 
more rapidly than the DGCER-TRGCER, which are derived from the former. 



But this merabolic chronology is far frorn beina sufficient to account for the 
physiological differences which lie between the 2 eroups. It seems very likeiy, 
however, that the two behaviours illustrated by the two responses depend on the 
length of the oligosaccharidic chain constitutive of the GSL. 

It is irnponant to point out that, for the berter understanding of the relations 
that jo,in GSL and pollinations processes in Perunia hybrida, the study of the 
evolution of the fatty acids is of great interest. 

Table 7. Fatty acids rvolulion after pollinarion. 

l 1 
I POLLINIC FATTY ACIDS STYLAR F A r r Y  ACIDS 

THE F IRST  ARROW IS I U U S T R A T I N G  THE EVOLUTrON OF THE FATTY ACIJS DURING THE 0-8 3 PERIOD, 

r r i ~  SECOND ONE REPRESENTSTHEH FOR THE 8-24 H PERIOD, 



It seems well-stablished by this analysis (Table 6)  that the coexistence of 
fatty acids of pollinic or stylar character, as it is encountered after cross- 
pollination, is a requisite condition for the normal development of fertilization. 
The fact that these fatty acids are constitutive of some strictly membraneous 
molecules brings a new emphasis on the research undertaken. Some recent data 
(Friedman 1977; Critchiey and Vicker 1977).assign a major role to the fatty 
acids in the estabiishment of the membraneous structure, as well as in the 
control of some physiological propenies. ï hus  ionic permeability, activity of 
membraneous enzymes and electric propenies (membraneous resistance, spike) 
depend strictly on a given composition in fatty acids, every change of which will 
induce modifications of those properties. Therefore, membranes most probably 
play prevailing rotes in the pollination process. Some recent data relate that re- 
ception of a pollinic recognition signal by the stylar tissues is perceptible at the 
levef of an elecrrophysiologicai behaviour (Linskens and Spanjers 1973), but 
also have major parts in the slow transmission of this ionogenic signal (Lins- 
kens and Spanjers 1973; Deurenberg 1977). 
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SUMMARY 
Indications that changa in cellular glycolipids were related to incompatibiiity of fecundation 

process stemmed in pan from our previous works. As for transformation or maiiwant procasa,  
we cbserved a dccrcase in levels of more complex glycolipids and changes in their farry acids 
distribution. I t  would be also interating to know whether the change in dycolipid patrem is 
accornpanied by changa in the distribution of sphingosine and derivativa. Thcir own anrigenic 
properties made long-chained bases (LCB) of a considerable interest to those studying membrane 
strucrure. .A comparison of the LCB distribution among various giycosphingolipids (GSL) in cross 
and self-pollinated styles is made. The raults are interpreted as an induction in the pollinated styles 
of a characrerizcd pollinic metabolism followed by a return to an intumediary metabolism that can 
promote compatible growth of the pollinic tube. Prctisely how the initiation of the fecundation 
proccss can produce a modification in the glycolipid biosvnthetic machines, of the style is an open 
question. 

RESUME 
Sous avons mis en tvidence d a  changements au niveau des giycolipides en reiation avec le phe- 

nomène d'incompatibiiité de fkondation. Comme au cours d a  processus de transformation ou 
malins, nous avons enrtgisrrc la diminution d a  taux de giycolipida complexa. et d a  vanations 
dans leur composirion en acides gras. II nous a ~ m b i é  interessant d'étudier la distribution d a  bases 
a longue chaina (LCB). Leurs proprietés antigeniques propres leur sonferent un rôle important au 
niveau des membranes. Nous avons comparé la distribution d a  LCB au niveau des glycosphingoli- 
pida d a  styles pollinisés. 11 semble qu'il y ait induction dans un premier temps d'un metabolisme a 
caractère pollinique suivi ehsuite par I'instaliation d'un metabolisme intermediaire en refation avec 
la croissance ou non d'lin tube pollinique. II resre 3 définir comment sont initiés ccs changements 
dans le rn&abolisme des giycolipides. 



1. [NTRODL'CTION 

The physiological events that cake place after cross- or seff-pollination are re- 
sults of recognition of the pollen by the pistil. This mutual recognition process, 
and related exchanges and metabolism, are controlled by mechanisms strictly 
defined by genetic controls from both partners. Gametophysic incornpatibility 
of fecundation provides definitive evidence for ceil recognition, as a pollen 
carrying a S incompatibility alIe1e is rejected by a style bearing the same S-alleie 
(Linskens 1974; De Nettancourt 1977). 

Recent data gave indications that GSL are related to structurai and physioio- 
gicai properries of the membrane (Critcnley and Vicker 1977). Their antigenic 
propenies, apparently expressed at the celi surface, make giycolipids interestins 
to those studying the changes in ceil surfaces which are associated with the ceil 
recognition process. It is apparent from our preliminary work (Coustaut et al. 
1978; Bris and Deibart 1978; Delbart 1978) thar it is of interest to consider the 
eventual reiationship between pollination and membrane. We first analysed 
(Deibart et al. 1980) the evolution of the glycosphingolipids in pollen and unfer- 
tilized styles and we now subsequentiy report the evolution of the distribution 
of the long-chained bases among the various GSL after cross and self-pollina- 
tions. Such long-chained bases (LCB) as sphingosine are implicated in the esta- 
blishment of a lipidic matrix, thus creating a hydrophobic zone (Karisson 1971; 
Ando and Yarnakawa 1970), and also in the expression of the haptenic proper- 
ties of GSL and of their denved recosnition capacity (Uemura et ai. 1976; 
ALving and Richards 1977). 

A bbrtviationr: 

L a  
GSL 
CER 
ZiiGCER 
DGCER 
TGCER 
TRC~CER 
G LC 
TLC 

long-chained basa 
glycosphingolipids 
ceramida 
monoglycosylceramides 
diglycosylceramides 
trigiycosylcaamides 
tecragi ycos ylceramidcs 
gas liquid chromatography 
thin layer chromatoqraphy 

2. MATERIAL AND MFTHODS 

2.1. - IWate~iaI: 
The present anaiysis was perfonned with Perunia hybrida, a self-incornpa- 

tible species. The various clones W166K (self-incornpatibility aile!es: SiSz) and 
T2U (self-incompatibility alleies: S3S3) were provided by the experimentai 
~a rden  of the Botanic Institute of the University of Nijmegen. Our siudy in- 
ciudes both pollens and unfenilized stytes (of Sis2 genotype) and also styles 
which underwent 8 and 24 hours of pollination according to the following com- 
binations: 
- compatible (cross-pollination) Sis2 x S3S3 and S3S3 x SIS*; 
- incompatible (seif-pollination) SiSz x StSz and S3S3 x S3S3. 

Before it was used the matenai was lyophiiized and stored at - 20 OC. 



Isolation and identification of the LCB is a complex process involving the 
following steps: extraction of the total GSL, fractionation of the various GSL 
classes, isolation and purification of the LCB, and finally, their anaiysis. 

2.2.1. GSL extraction: 
Polar lipids were extracted from pollen and styles using Folch's procedure 

(Folch et al. 1957; Karlsson et al. 1973). After mild alkaline hydrolysis the 
various CER, MGCER, DGCER, TGCER and TRGCER were isolated by se- 
veral chrornatographic steps according to the Karlsson merhodology (Karisson 
et ai. 1973). The obtained GSL were then purified by preparative thin layer 
chromatography (TLC) in the following solvent systern: 

and developed with Rhodamine (Kat es 1972). 

2.2.2. GSL hydrolysis: 
The vanous GSL were subjcctcd to acid hydrolysis (1N HCI in CH3OH with 

10 molecules of water) for 23 hours in a nitrogen atmosphere. 

2.2.3. Analysis of the LCB composition: 
The fatty acids were discarded and the LCB were selectively extracted frorn 

the methanolic phase by diethylether under alkaiine conditions (Karlsson and 
Martensson 1968). They were than convened into stable DNP-derivatives by 1- 
fluoro-2,4dinitrobemene (Karlsson 1970), and finally into aldehydes by iead- 
tara  acetate oxydation (Sugita et al. 1976). 
The aldehydes were analysed by TLC (Van Dessel et al. 1977) and by GLC 

(10% DEGS on chromosorb W6û-80 rnesh, column temperature 150 OC, and a 
nitrogen strearn of 19-20 ml/min) (Karlsson and Martensson 1968; Karlsson 
1 970). 

In order to corroborate the aldehydes identities, a cornplementary study was 
perfonned by oxidizing the aidehydes with K.MnO4 without prior catalytic 
hydrogenation (Slomiany and Horowitz 1970). The obtained fatty acids were 
then cransesterifieci by a CH30H-HzS04 mixture (Kates 1972), purified by 
TLC and chromatographed by GLC (10°70 DEGS on chromosorb W 60-80 
mesh AW with a column temperature of 176 OC, and a nitrogen strearn of 25 
ml/rnin) (Kat es 1972). 

3. RESULTS 
Tweive aidehydes were identified and they are corresponding to the 24 LCB 

listed in Table 1. The results of the disrribution of LCB arnong the various GSL 
are Iisted in Tables 2 to 6.  These resuits were then analysed with regard to: 
- LCB composition of pollen and unfertilized styles; 
- LCB evolution after cross and self-pollinations; 
- influence of the unpollinated style and pollen genotype. 



3.1. - Evoiution of the LCB distribution among the ceramides: 
It was previously possible (Deibarr ec al. 1980) to point out that high amounts 

of heptadecasphinganine (dl7 : 0) and hydroxysphinganine (t 18 : 0) are 
characteristic of W166K pollen while heptadecasphingenine (dl7 : 1) is en- 
countercd more often in T2U pollen. On the other hand, the W166K unfeni- 
lized styles can be disunguished by the presence of hexadecasphingenine 
(dl6 : 1). Thus pollen and unfertilized styles differ greatly by their own LCB 
distribution. 

3.1.1. Cross-pollination: 
If we consider the influence of cross-poilinarion on LCB distribution, we can 

register a marked decrease in saturation degree. Eight hours after pollination 
the LCB beionging to groups A and C (dl6 : 0, t17 : O and dl6 : 1) decrease, 
the LCB leveis in the ocher groups increase. Twenty-four hours after pollination 
the LCB distribution is reversed. 

Table 1 .  Iduitificarion of long chaincd bases. 

mu0 

A 

B 

C 

D 

E 

F 

G 

H 

1 

J 

iC 

L 

Long chainad bases 

hexadecasphirrganine dl6 : O 
hydrowhepadecaspning&e t 17 : O 

heptadecaaphinganine dl7 : O  
hydmxysphingdne t18 : O  

hexadecasphinqenine di6 : 1 

sphingaine di8 : O 
hydm~nadecasphinganine  t 19 : O  

heptadecasphingedne dl7  : 1 
hydrowsphingsnine t18 : 1 

n a a d e c a s p k i n g ~ n e  dl9 : O 
kydmlyeicosaspainqanine t20 : O 

sphingertine dl8 : 1 

eicoaasphingaPine 620 : O 

nonadecasphingenine d l g :  1 

? d21 : O  
t22 : O 

sph5ngadienine ? di8 : 2 

eicosaspningenine ? d20 : 1 

Aldehydes ------ 
C l &  : O 
t e t r a d e c ~  

Cl5 : O 
pentsdecsasl 

c l& : 1 
tetradecenal 

ci6 : O 
hexadecanal 

cl5 : 1 
p e n t a d e c e d  

Cl7 : O  
heptadecanal 

ci6 : i 
hexadecenal 

cl8 : O 
oc* odecanal 

Cl7 : 1 
heptadecenai 

cl9 : O 
nonadecaaaL 

C16 : 2 
hexadecadi e n d  

ci8 : i 
octodece& 

, 



Table 2. Lon# chained bua distribution uncng aramida. 
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Table 6. Lon8 duincd buo distribution Ynong ruragiycosylccfamides. 



It seemed valuable to investigate the behaviour of hexadecasphingenine 
(dl6 : 1). This is one of the rnajour bases found in the styles (46, 5%) and is 
sometimes aiso encountered in pollen ceramides (5%). Eight hours after cross- 
pollination its ievel decreases untiI only 3%. This value is the same as that 
found in poilinic distributions (Figure 1). T'hese facts cause us to notice that the 
first manifestation of pollination is the induction of new metaboiism with rnar- 
ked poilinic characteristics (state 2). Later a new increase of the arnount of 
hexadecasphingenine takes place. The poilinic metabolism was temporary and 
is substituted with a distribution profile which, despite of some perturbations, 
approaches the virgin style profile (state 1'). 

3.1.2. Seif-pollination: 
Self-pollination also disturbs the LCB distribution profile. The modifications 

are complex and difficuIt to schematize. 
Eight hours after pollination the hexadecasphingenine levels aiso decrease, 

but to a less marked degree than after cross-pollination. The LCB leveis of the 
other groups increase, with the exception of sphingosine and eicosasphin- 
ganine. Twenty-four hours after incompatible mating, the eight hours distri- 
bution profile is confirmed with, for example, hexadecasphingenine sri11 decrea- 
sing. There is no r e t m  to a perturbated stylar metabolism (Fig. 1). 

3.2. - Evoiution of the LCB distribution arnong the rnonoglycosylceramides: 
The LCB distribution arnong MGCER has been anaIysed prior to poliination 

in poiiinic and stylar extracts (Deibart et al. 1980). This distribution is basicaily 
different from the previous ones encountered among CER. Pollinic MGCER 
are characterized by high arnounts of LCB frorn B (heptadecasphinganine- 
hydroxysphingosine) and E (heptadecasphingenine-hydroxysphingenine) 
groups. Sphingenine (G group), however, is abundant in pollen (57%), and is, 
in fact, the major LCB in the unfertilized styles (80%). 

We now consider the evolution, using poiiination, of the LCB in 3, C, E and 
G groups. 

3.2.1. Cross-pollination: 
Cross-poliination disturbs the LCB distribution in MGCER. As for the CER, 

the 8 hours pollination treatmenr induces the augmentation of LCB with poiii- 
nic characteristics (B and C groups especially), and decreases stylar LCB (G 
group). After 24 hours the distribution profile is reversed, as is shown by the 
decrease of pollinic LCB which is subsequently balanced by a new increase of 
styiar LCB (Figure 1). The desaruration degree progressively increases. 

3.2.2. Self-pollination: 
Seif-pollination produces, but not so quickly, the same variations as cross- 

pollination with the exception of a rninor LCB belonging to A, D, E and F 
groups (Fig. 1). 



3.3. - Evolurion of the L CB disrriburion among digi~cosylcerarnides: 
Poilen and unfertilized styles do not possess the same DGCER. In virgin 

W166K styles they are characterized by a predominance of LCB from D (sphin- 
ganine-hydroxynonadecasphinganine), E (heptadecasphingenine-hydroxy- 
sphingenine) and G groups (sphingenine). On the other hand, pollinic DGCER 
possess LCB from B (heptadecasphinganine, hydroxysphinganine), C (hexa- 
decasphingenine) and F (nonadecasphinganine-hydroxyeicosasphinganine) 
groups. 

Eight hours of cross-pollination reduces the amount of styiar bases (D, E and 
G groups) and simuitaneously augments the leveis of pollinic bases of the B, C 
and F groups. This pollinic profile is confirmed 24 hours after compatible 
mating (Fig. 1). 

3.3.2. Self-pollinacion: 
Eight hours of incompatible pollination is followed by the induction of a 

temporary poilinic profile. Later on (24 hours) an inversion appears, and a per- 
turbed stylar profile takes place in the styie (Fig. 1). 

3.4. - Evolution of the LCB distribution among triglycosylcerarnides 
LCB distribution among pollinic and unfertilized styiar TGCER is very 

similar. However, the bases of stylar extracts beiong to C (hexadecasphin- 
genine), E (heptadecasphingenine-hydroxysphingenine) and H groups (eicosa- 
sphinganine); both W166K and T2U pollen possess bases from the B (hepra- 
decasphinganine-hydroxysphinpnine) group. The T2U pollen is aiso rich in 
nonadecasphingenine (1 group). 

Within 8 hours cross- and self-pollinations induce, however weakly, a pol- 
linic repartition profile. This pollinic profile is characterized by a decrease in 
leveis of the stylar bases. Cross-pollinarion induces this new profile more 
rapidly than self-poilinarion. 

Self-pollination then sets up a repartition profile with styiar characteristics. 
This reversion is weaker in the case of cross-pouination (Fig. 1). 

3.5. - Evolution of rhe L CB desrriburion among terraglycosylceramides: 
It seems that the LCB of the J, K, L groups, indencifications of which are dif- 

ficult, rnainly beiong to pollinic extracts. LCB From D, F, G and H groups are 
characteristic of srylar TRGCER. 

Cross- and self-pollinations are mostly indicated by the progressive decrease 
of LCB from D, F, G and H groups, and by the graduai appearancc of a 
pollinic distribution which wiil be completely esrablished 24 hours after pollina- 
tion (Fig. 1). 

1. DISCUSSION ABD CONCLUSIONS 

The LCB distribution has been analysed for CER, .MGCER, DGCER, 
TGCER and TRGCER, in reiation to cross- and seif-pollinations. 



This study brings new details to light on membraneous lipids, and the bio- 
chemistry of pollens and styles. LCB distribution varies with poIlinic and stylar 
origin of the extracts. Some quantitative and qualitative variations can be illu- 
strated in the various GSL but generally speaking pollen are rich in heptadeca- 
sphinganine and phytosphingosine. The unfertilized styles are characterized by 
sphingosine. 

Cross- and self-pollination induce variations in the LCB distribution. If we 
consider, for example,the ceramides, cross- and seif-pollinations have opposite 
effets. .4fter the induction of a metaboiism with pollinic characreristics 
(pollinic LCB), self-polllination seems to inhibit every "transition" which will 
normally ensure the passage of a poilinic metabolism (state 2) to the 
intermediate metabolism (state 1') needed for the success of fecundation 
(Eg. 1). 

The LCB distribution among various GSL underiines two responses, a 
quicker one for CER-MGCER, and a slower one for DGCER, TGCER and 
TRGCER. These may be subject to rnerabolic deiays for the more complex GSL 
that stem from CER-IMGCER. 

Figure 2 is presented as an hypothetic metabolic evoiution. Three metabolic 
States are reponed: state 1 illustrates the unfertilized styie (O hour), state 2 the 
pollinic metabolism, and state 1' corresponds to the installation of a perturbed 

STATE 1 : I t I S T A U T r o t I  aF RE STVUR m m L ! s n  

STATE 1' : IiSTPLLATIOfi UF THE PET(TURBEI1 Sm4R rX ÏAEûL ISn  

m T E  2 : lriSTAL!JT:9ii 3F n i E  ?OLL:IiIC ~YÏ.15OLISfl 

Figure 2. Hyporhetic schematisacion of the long chained bases evolurion wirh poilination. 



stylar metabolism with a coexistence of both pollinic and stylar parameters. The 
various GSL are situated according to metabolic chronology, and also 
according to the results shown in Figure 1. Three phases are identified: 
- phase I ,  during which pollinic mecabolism is induced in the styie. This in- 
duction appears to be earlier and quicker in self-pollinarion; 
- phase 2, characterized by opposing responses induced after cross- and self- 
poiiination. Only compatible matings retain the installation of a pollinic meta- 
bolisrn inside the style; 
- phase 3, during which the opposition between the two pollinations is evident. 

The GSL are known to Se membraneous constituants but they are aiso wit- 
nesses to the stylar metabolisrn which is influenced by cross and self- 
pollination. 

It becornes evident that self-pollination rnay be cioseiy related to some mem- 
brane structures unfavorable to the maintenance of a merabolism which has to 
promote pollen tube growth. This is ciearly illustrated by the behaviour of hexa- 
decasphingenine. This LCB, major base of virgin styles, aiways decreases in 
value after self-pollination but not after cross-pollination. It seerns that its 
synthesis is not rnaintained by the incompatible pollen tube. 1t can be 
considered as evidence to the architectural membrane conditions chat are neces- 
sary for pollinic tube growrh and for the success of fecundation. 
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L i b o r a t o i r e  d e  J i o l o g i e  c e f l u l a i r e  

Facul t é  de % a n a c i =  

r u e  &u ? r o f e s s e u r  Laguesse ,  5 9 O U  LILLE Cedex 

G l y ~ ~ ~ p h i n g o L i p i d s  ( C S L )  a r e  u b f q u i c o u s  membrane cornponants. T C  i s  

g e n e r a l l y  a s s m c d  c h a t  c h e i r  c e r a m i d e  n o i e e y  i s  p r e s e n c  i n  - t h e  o u c e r  Lo,af lec 

o f  c5e n m b r a n e  J i l r y e r ,  and  chac  c h e i r  c a r i o h y d r a c e  moiêey may e x c r u d e  c w a r d s  

t h e  oueer  enviror-nenc. Subsequenc ly  c h i s  o r g a n i z a c i o n  Ln t h e  aemorane c o n f e r s ,  

2 g o s s i b l e  r o l e s  t o  CSL : 

a )  GSL c o n c r i b u t e  t a  s t r u c t u r a l  r i g i d i t y  o r  f t u i d i ï y  o f  mc?iorane. F o r  ex=- 

p l e  c e r ~ i d e s  c o n f a r  g r c a c o r  s ~ r u c t u r a l  r i g i c i i t y  t h a n  g l y c e r i d e s .  

b )  GSL are  x e l l  s u i c e d  t o  i n t e r a c t  i r i t h  exoglnous l i g a n d s  chrough dreir 

carkioiiydraces- î"ey can h e  i n c e r a c t a n c s  for a  l a r g e  n u ~ o e r  of s p e c i f l c  s i g r i a l s ,  

and s r r v e  a s  s p e c i f i c  a n c i s m s  on c e 1 1  s u r f a c e  ( 1 - 2 ) .  D r u n a t i c  changes  i n  

CSL coinposi t ion a r e  a s s a c i a t e d  'iith c o l 1  3 r o w t k - c o n c r o l ,  c e l l u l a r  interaction 

and Ç i t f ~ r e n c i a c i o n .  CSL c a n  i n t c r a c t  wich v a r i o u s  f a c t o r s  such  a s  b a c t e r i a l  

c o x i n s ,  i n e c r f e r o n  o r  h o m a e s .  

S i n c e  famecophyt ic  i n c o m p a c i b i i i t y  o f  f e c u n d a c i o n  p r o v i d e s  a v i d e n c e  i o r  

c e 1 1  recog-icion,  i t  is o f  i n c e r e s t  e o  c o n s i d e r  t h e  e v e n c u a l  r e l a c i o n s h i p s  

becuecn p o l l i  n o t i o n  and  zernbrane a r c h i  c e c t u r e .  

Cur a r r v i o u s  s t r ~ d i e s  a n  F'ctunia h y b r i d a  and C e n o t h e r i  a i s s o u r i e n s i s  -.- 
(3-5)  a ~ s l ~ m e d  c h a t  a c l o s e  r e l a t i o n  c x i s t s  b e t u e e n  GSL secabol i s rn  and p o l l i -  

nacion.  f n  fac: 2 g e z e r a l  t:rpcs of  c h a n g e s  u e r e  r e c o r d e d  i n  boeh f1oue-s  : 

a )  de!ccian of '  G S L ,  

5 )  s j n t h s i s  of riew o l y c o l i p i d s  due to a c t i v a t i o n  of n o r z a l l y  c n e x p r ~ s s e i  

( n ~ ;  i F S r  . 



b i g h l y  s p o c i f i c  r e c o g n i t i o n  p r o c e s s  i n  - h i c h  GSi  c o u l d  t e  !cvo lvcd .  

f a c t y  a c i d s  c o m p o s i t i o n  of  c o n p l e x  GSL o f  P e t u n i a  have  been e l u c i à a c e d  

(5) ( 7 ) .  Gur purpose  i s  t o  c o n p a r e  Our d a t a  a n  0 c r . o r h c r a  and P e t u n i a  and CO - 
d e t e n n i n e  i f  a  g e n e r a t  b e h a v i o r  o f  h y d r o p h o o i c  parrt c a n  'os r e l a c c d  ; r i th  i n c o n -  

p a t i b l i t y  r e a c t i o n .  

1) Hatori e l  

The p r e s e n t  a n a l y s i s  %as per fonned  on P e t u n i a  h y b r i d a  and Oenothera mis -  

s o u r i e n s i s .  n e  employed c l o n e s  ïerc f o r  Pe t r in ia  : K166K (S1.S2 a l l e l e s )  and 

T2U (S3.S3) and f o r  O e n o ~ i e r a  : SI (5  S  ) and 3g (S2.S4). 1' 1 

O u r  p r e s e n e  s t u a y  vas c o n d u c t e d  o n  p o l l e n ,  u n p o l l i n a t e d  p i s t i l s  and on 

c r o s s  o r  s e l f p o l l i n a c e d  p i s c i l s  ( 2 4  h a u r s  : ?etuni  a, 15 h a u r s  r Genothzra ) .  

ïhe employed rnethods have been e x t a n s i v e l y  d e s c e b e d  e l s e v i i e r e  (6)  (7) .  

T a c a l  l i p i d s  are e x r r a c t e d ,  s u b m i t t e d  Co m i l d  a l k a l i n e  h y d r o l y s i s .  GSL a r e  

p u r i f i e d ,  fatty a c i d s  c o m p o s i t i o a  of Ceramides (Ger) a n d  rnonug1ycosylcero;nides 

(KCer) w a s  e s t a b l i s h e d  by GLC. 

lie report f a t t y  a c i d  c ~ q i o s i t i a n  o f  C r r  a n d  MGCer ( t a a l e s  1 oùd 2 ) .  

ïhere f s  n o  l i n k  be tveen  S a l l e l a s  c a r r i e d  'Jy P e t u n i a  o r  OenocSera, Our p u r p o s e  

i s  o n l y  t o  c a r r e l a t e  PX cor ipos ic ion  vith f l o u e r  p a r t s  and  t l i ch  i n c o m p a ~ i b i l i t p  

- r e a c r i o n , .  

a )  Comparison berGeen p o l l e n  and u n p o l l i n a t e d  p i s t i l s  
------------------------------------------*------ 

Fatty a c i d  c o w o s i  ~ i o n s  a r s  vory s i i n i l a r  i n  Cariochera and  P e t u n i a  

u n p o l l i n a t e d  p i s t i l s .  A L ~ o i t  one b a l f  o f  t h e  t o t a l  i a t t y  a c i d  c o n t e n t  i s  

r e p r e s e n t e d  by Cl6 : 0, CI8 : O and C l 8  : 1. Cl5 : O  r n d  Cl5 : 1 sèem tc be  

a l s o  c h a r a c t c r i s c i c  of p i s t i l s .  

On t h e  o c h e r  ?ZR&, nu sd,=cn f c 3 t i ? r c s  cân be.drawn ;rç..,aen pol1;n :f 

borh  f1o;rers. X a j o r  f s t t y  acids a r e  r u s p ~ c t i v c l y  C l 3  : 3 and 0 0  : O i n  



O*nochera, and C20 : 1, C22 : O i n  Pecunia. Po l l en  a l s o  d i s p l a y  b i g  h e t é r o -  

gane i ty  i n  t h e i r  u n s a t u r a t i o n  Cagree vh ich  can  f l u c t u a t e  fram 30 CO 701. . 
In g e n e r a l ,  p i s t i l s  a r e  mainLy c h a r a c t c r i z e d  by s h o r t  f a c t y  a c i d s  

(Cl6  CO ClS), v h i l e  p o l l e n  posses s  h iyh  amounts of f a c t y  a c i d s  u i c h  long 

a l i p h a t i c  chain  ( C l 8  - C22). 

Concri bucion of sel C p o l l i n a t i o n  
---*--------*----_----------- 

S u r p r i s i n g l y  the evo1ut ion  of f a c t y  a c i d  composi t ion  becneen unpol- 

l i n a t e d  p i s t i l s  f o r  both f l o u e r s  is e x a c t l y  the same, vitS. on ly  tue s l i g h t  

except ions  recorded f o r  CI8 : O and C22 : O. Se l fpoLl inac ion  induces  t h e  sane 

d i s t o r s i o n s  i n  GSL metabo l im.  Soma generaL feacu res  can  be no ted  : such a s  

enhance-ent o f  s h o r t  Eat ty  a c i d s  ( C i 4  - C 1 7 )  and runaricable d e c r e a s e  i n  Eacty 

a c i d s  u i t h  longe r  a l i p h a c i c  chain .  Badica l  d e c r e t s e  i n  unsaeura t ion  dègree  

is  a l s o  c t a r a c t e r f s t i c  of s e l f o l l i n a t i o n .  

c )  C?n_tsb~cion-or-~fc5~~oLIi1~Ci ,o~ 
CrosspoLlinacion a l s o  mod i f i e s  GSL metabollsm. I n  ?e tun ia , cmpac ibLe  

and i n c q a t i b l e  mat ings  a f f e c t  d i f f e r e n e l y  che C i 6  : 0, C l 8  : O, C l 8  : 1 and 

CZO : O f a t t y  ac ids .  I n  Oenothera chey a r e  i l l u s t r a t e d  by Che e v o l u t i o n  of 

Cl4 : 0, C l 5  : O, C l 8  : 1, C l 8  : 2 and a 0  : O concent.  Xo easy  c o m o n  feacu res  

can be draun, rhen c s q a r i n g  the responses  indircéd by Oenochera and Pecrinia. 

m e  comon  enhancemrnc o f  the C l 8  : O and C20 : O c o n t e n t  seems t'o 5-e exception.  

These d ivergences  werc p r a d i c t a b l e  and cou ld  Se t h e  expres s ion  of each genus 

i n  comoacible p o l l i n a t i o n .  

a )  C:cpf:f ~ ~ ~ , ~ e : = e e ~ - p ~ l . ~ ~ - ~ " , $ d : ~ ~ $ I ~ ~ ~ : : : ~ d ~ i ~ f  $t: 
F a t t y  a c i d  composit ion i n  unpo l l inacad  p i s c f l s  CIE Oenochera and Petunia  

a r e  very s i a i l a r .  Yoreover same g e n e r a l  feacures ,  a s  encountered  i n  Ccr, f i t  

XGCrr r e s u l t s -  Vnpo1lii;ated p i s t i l s  a r e  r f c h  i n  C f 6  : O, C l 6  : 1, Cl8 : O 

and C1S : 1. 

Poi len  c h a r a c t e r s  a r e  d i f f e r e n c .  Xa jo r  FA a r e  r e s p e c c i v e i y  Cl8 : 3 in 

oenothera and C22 : 9 in Pc.zi;tria. PolIcn  d i c p l o y s  aLso a  renorkable  betczo- 

;..gpfcy in t h e i r  unsa tu rac ion  d e g r e e  uh ich  f l u c c u a t e s  from 3 0  Co 707.. 

As f o r  C é r a r i S ë j ,  p i s t f  1s a r e  xainLy c h a r a c t c r i z e d  by C l b  :O 18 7-4 



u h i l e  p o l l e n  i s  r i c h e r  i n  f a t t y  a c i d s  virh lùng and ?olyunsatured  a l i p h a t i c  

cSain- 
> - 

b) C ~ ~ f ~ i _ b y ~ i $ n o f - ~ $ ~ f p ~ ~ & i ~ ~ f i ~ ~  

S e l f p o l l i n a t i o n  induces  a  marked Cecrease  Ln FA ranging front C l 4  

co C l 8  : O f o r  bo th  genus,  Some d i s t o r s i o n s  a r e  r e g i s t e r r d  wi th  polyunsatura tod 

and long f a t t y  a c i d s  uh ich  a r e ,  f o r  t h e  n o s t  p a r t ,  enhanced by seLfpolLinacion.  

Con_eri5utllo~-o~-c_:oo~~oLli~ation_ 
A r e ~ u r k a b l e  o p p o s i t i o n  is  reg i sceced  betweén Pe tun ia  and Cenothera, 

as Ear a s  C l b  t o  C l 7  FA are concerned.  On t h e  oche r  hand,unsaturaced f a c t y  

a c i d s  a r e  g e n e r t l l y  speak ing  h i g h l y  i n c r c a s e d  by c r o s s p o l l i a a t i o n .  

S i n c r  t h e  i n t r o d u c t i o n  of s ~ ~ G E R  and 31CCLSûN1S zembraoe aodeL, based 

on La ta ra1  and t r a n s v e r s a l  heee rogene i tp  of t h e  l i p i d  b i l a y e r ,  i t  i s  i n t e -  

r e s t i n g  t o  study t h e  caramide  p a r t  of GSL. Lip ids ,  i n c l u d i n g  GSL a r e  cha rac -  

t e r i z e d  by l a t e r a l  and t r a n s v e r s a l  t r a n s i t i o n  Iùovements. T h i s  àycamic s t a e e  

i s  importznc i n  t h e  expres s ion  of a c t i v i t f e s  of mmbrane Sound enzynes u'nic2 

are a f f e c t e d  by L i p i d i c  microenvirament  ond Sy i t s  f l u i d i t y  : f o r  example 
+ + 

a c t i v i c y  of Sa /K-ATPasc  p r o v i d i n g  f o r  i o n  t r ansLoca t ion  depcnds on t h e  . . 
f l u i d i t y  c h z r a c t e r  of  rnembranesf 8 ) .  

It is va l1  estabLished t 5a t  hfgh anounts of g lycosylceromides  enhsnce 

r i g i d f t y  of m+nbranes(9), The v a r i a t i o n s  wi t !a  p o l l i n a t i o n  i n  Cer-'lCCer 

ailounet, could induce  changes i n  membrane f l u i d i t y  and consequent ly  i n  o c t i -  

v i t i e s  of bound enzynes- 

Horeaver changes i n  l a e t y  a c i d  composit ion a l t e r  ~ h e  Li;idic biLayer.  

Xmibrane f l u i d i c y  i s  er'hanced , r i th inc reased  unsa tu ra t cd  f o t t y  a c i d  contenc  (5). 

k i c  was observcd, s e L f p o L l i n a u o n  induces  gene ra l  d i s c o r s i o n s  in f a t c y  a c i d  

cvwLu,eion i n  both Senus. ' I o d i f i c a t i o n s  of s acu rac ion  degzee,  and chain  Lingch 

of f a t t y  acids c ~ u l d  i n f l u e n c e  f l u i d i t y  c b a r a c c e r  of ~ e r i b r o n e  ana could  a l t e r  

e n z p a c i c  a c t i v i t i e s  nccessa ry  f o r  t h e  cuscess  of p o l l i n a t i o n .  
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+ + 
p o i e n  tube,  rovements of ?la m d  K a r e  p-iculzrly i a t ense  . In geceraï 

+ + 
the nexz'sraes i n  vhich consiçerzble 82 end % t r u s p o r t  occur-s zre  p a r t i -  

+ + 
c ida r ly  r i c b  i n  Xa  -K dependent ATPzse. (iC 3,6,1 , 3 ) .  This rnzi-se i s  an 

h t e g r a i  plas- =exbrm.e pro te in  vhich t r z n s ~ o r t s  soditm en& potessitm ions 

( 1  ) . Under physLologica1. con2.irions I t  hy*olyzes ATI t o  achieve t h e  cou- 
+ + 

pled trzllsport of Na outwerd and I( inwsrd q a l ~ s t  concentraticn gradien$s. 

The g,row;,ng poUtri t c5e  cons is t s  13 a s ing le  tel?; t h a t  extecds i r i to  t h e  

foinaie reproductive t i s sues  Lzy t i p  growtb, forming a s t ~ ~ c ' , u r e  tkzt  aay be 

mi l l i ze t r e s  long (12). The major g r o T t 4  c u r e n t  though sone ~ o l l e n  tu-oes 
+ 

enters  a s  K and leaves es  2 ( 1  5 ) .  mis suggrszs t h e t  en ec t ive  pmp i s  

involved, aithough the  molecular acchazisn r e s w n s i b l e  f o r  these  changlng 

In ui a t t enp t  t o  def in ie  r 'urther t h e  aecha i sms  involve6 i n  these  
+ + 

chzsging fluxes, we invest igzted the  ( N a  + K )ATI)zse ac tPi5 ty  i n  stigmas 

and s t y l e s  ?#-hich unàervect cross zud s e i f  po1liaiai;ion. 

O u r  present study was conduct e i  on urqol l ica t  ed 2 i s t  i l s  o f  Oecotkera 

missou-<ensis der ived L r c m  tvo gece t lc  clones corresoonding t a  t h e  S izcom- 
7 T p a t i b i l i t y  a ï l e l e s  SI (S,S, ) end 2g (Sash). N e  also ex.z&rec p i s t i l s  vhich 

underient ccn>at ible  c rsss -pol l ina t i sn  (SIS, x S S i  m.& S S x SIS1) a d  2 3 2 4 
izcomgati'ole se l f -2ol l ina t ion  (SI SI x Sl ST =cd S2Si x s2SL) . 



TABLE 1 

~ a +  + K+ ATPase ACTIVITIES I N  PISTILS OF OENOTHFU MISSOURIEXSIS 

1 Unité = l p g  P i  l lberated i n  5 min. per 100 mg fresh t i s sue .  

r 

I 

unpollinated 

Se l f  poll inated 

1 ncompa t i b l e  

pol l inat ion  

O h  

30 min. 

I h  

2 h  

3 h  

4 h  

15 h 

24 h 

Clone : B 
g 

s t y l e s  

1,92 

O 

6,85 

5,20 

O 

O 

O 

1 
Clone : sl 

Cross pollinated 

Compatible 

Stignar 

12,66 

17,24 

20,lO 

12,99 

21,53 

12,30 

9,43 

Styles  

1,33 

4,OO 

5,2 4 

4,88 

4,OO 

1,78 

O, 89 

1,60 

7,lO 

O 

7,37 

7,64 

- 
13,94 

9,77 

30 min. 

l h  

2 h  

3 h  

4 h  

15 h 

24 h 

~ t i p a s  

1,89 

2,37 

3,79 

3,91 

1,89 

- 
2,Ol 

2 , O l  

2,37 

3,20 

5,33 

O 

O 

2,37 

2,37 

10,88 

15,63 

8,44 

13,52 

16,35 

15,15 

17,52 

41,20 

- 

27,88 

22,81 

20,91 

25,89 

22,81 



incompaible 

compatible 



Our stc6y .as divide6 in  Cvo ge"ts : t h e  c k a z a c t e r ~ z ~ t i o r .  cf t h  
t t 

b ioe t i c  parameters ol' t i e  enzyne a d  s t x & ~  of t h e  evolctior.  O Z  t k e  (92 -S ) 

acc iv i ty  a f t e r  a  se l -  O r  C r O ~ ~ - ! 2 2 t i ~ .  

Our resu7ts  o b t a k e d  f o r  s t i q e s  znd s t y l e s  a.r$ l i s t t d  table-,: 1 

and f i g c r e  2.  

The Ei f ferent  ?a r t s  of ttt u n ~ o l l i a a t e d  2 i s t iL  20 not exhi'ûit tne  
+ i 

sane Ba -K l i p a s e  a c t i ~ i i t i e s ,  which are ~ ~ a y s  bigber i n  sti-s. 

- ContriSctian ------,,,,-,--ii--------- of  c r r s s  oo l l ina t ion  

T3.e AVase a c t i v i t i t s  a re  exhausted al 'ter a compatible mzting. The 

evolution of those e n z l m t i c  e c t i v i t i e s  ili r e l a t i o n  ?Ath t h e  dura t icn  c f  

pol l ina t ion  i s  d i i f e r e n t  i n  s t i p e s  a d  s t y l e s  ?zd za in ly  rePlecC ptysio- 

l o g i c a l  fuxct ions.  In s t i g m s ,  t h e  ATIase e c t i d t i e s  r i s e  t o  a  n a x b u ~  i n  

the  f i rs t  2 hours,  and then  a f t e r  a short  decrease, e r e  maintainecl a', 

r e l a t i v e l y  hiqh values.  I3 s t y l e s  t h e  AATPse a c t i v i t i e s  =o m r e  crocounced 

d.1 along t h e  a ixves',iger;ed period. 

The ATFases a c t i v i t i e s  a r e  d s o  enhmced a f t e r  ar, i n c o q a t i b l e  a- 

t i n g ,  bc,* t o  a  Blesser e.xtent. In t h e  sti-s, e n z m t i c  a c t i ' d t i e s  r i s e  +.O 

a  maxisua i n  1 hour, and then slowly r e t u n  t o  i t s  f i r s t  v d c e  ( O  ho=) 

in s t y l e  a l s o ,  h i t e r  a 7ery s d l  e c t i n i i o n  ( 2  hours) t h e  e n z - e  TGssesses 

it s lowest a c t i v i t y  . 

i - _____---------LI------ (Na + < ) ~ T F s s e  aad r o l l e n  tuke p ~ t ; t b  -----a--- contt-ol 

+ + 
A s  (Xa + X ) ATPases a r e  cor re la ted  .rith icn ic  t r a s - r t ,  t h i s  r i s e  

the  question of t h e  b io logica l  s i g i i i c r t i o n  of a o e e u r b a t e d  ionic  trms- 

prt during p9J.inat ion. 

A s  t he  pol len tube enters  t h e  t i s s u e s  of t h e  p i s t i l ,  it has 30 en 8' L e  " , 

metabolic cooperations t o  assess  i t s  groit,h. -42.1 i t s  g i î s e h  i s  ~ i ; ~ ~ o * r &  

by ionic  ac t  i v a t  icn a l  metabolic pathways . More over 'dEISElTSLTL an6 al. ( 1 5 )  
postlJlate t h a t  the -11-n txbe has t o  elbf i ratc? protons vkich a c c m d a z t .  

t +  
Tke resuLt ney 5e t he  a c t i ~ z t i o c  of a  K /H ?W. Toat neers d i a ,  t k a i  

, *  p l ' i n i c  ATFases a,-e r;:q'ai?~ ac t ive .  
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+ + - ( a  + iC ) ATases an& l i n i t s  t*!n over 
O _ , - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

+ 
Nore over,  vhen t h e  in12ux of  K i s  lowered, t h e  su'm-xj-7.- X5'1ses 

ect ivLt  i e s  were fin& t o  increase :ho scholi$.ds u1d su2,fclioids incoqo-  

r a t  ion 11: plasma z a b r z n e  ( SL"tf TEE? a d  al. ( 1 L ) . 
The si,-.ificmt decrease i n  ATPase a c t i v i t i e s  Cteer sel$ =tic-; i s  

i n  accordance with our pr&ous r e s u l t s  i n  s u l f o l i p i d s  (3ZL&?T ( 7 ) ) .  It 

bas betr; shown t h a t  a f t e r  15 homs o f  s e l f  go l l ina t ion  the re  i s  a ?ro- 

nouncod acc-imulation of s u l ? o l i ~ i d s .  

The evoiution of -4TPase a c t i ~ r i t i e s  re-cr tsd he r r  122d t o  t h e  conclu- 

sion t h z t  t h e  pol len t u t e  gro-h cont ro l  cu l  be zchieved tbzougi ionic  

pe,meebilitg. 

The progressively increased f l u i d i t y  of membranes, t he  presence of  
+ i 

i a t t y  ac ids  t h a t  a re  madulators of  ATases and t h e  (??a + II ) ATzse  

a c t i v i t y  a r e  a ï 1  i n  accordacce, Taken together ,  these res i l l t s  give e\<- 

dence th& t h e  pollen tube growth cont ro l  i s  ackieved through ionic  per- 

s lesb i l i ty  modulation according t o  PICTON (12) o r  'NFISElYSXEL ( 1  5 ) .  

1 ) Tissue source ---------- 
The ,mesent a n a l p i s  vas p e r f o n e d  v i t h  O e ~ o t h e r a  n issou- iens is  Sim. 

(a s e l f  i n c o q a t i b l e  spec ies)  frown ia  the  h t a n i c a l  Gerden, Strasbourg - 
L i l l e ,  France. The differen? clones have been characterizrd a d  i so ia t ed  

by LIIDE3 (11) .  Tiney were groom i n  iOentical  envi romenta l  conditions t o  

avoid n o d i f i c ~ t i o n s  of i n c o q e . t i b i l l t y  r e swnses  . The clones of Ceriotherz 

m i s s o u r l ~ n s i s  used were S ( s1 .SI a l l e l e s )  a d  2g (sa. s4 e l l e l e s  ) . '&en 1 
rlowering, the  f l o r a l  btlds were h-rested and the  2owez-s un<erTJent c o q = -  

t i 'o le  (s,x& aod -SI ) o r  ircompatible (S1xsl and EgxE'g) po l l ina t ion .  

The assessrnent of  pollen tubes w;,triin s t y l e s  vas perforaed 'oy cyto1ocaJ.i- 

zat ion of ca l lose  pi- Cteer s t a in ing  with m i i l i n  blue ( 9 )  . %e duration 

of po l l ina t ion  w a s  30 niri., 1 ,  2, 3 ,  4 ,  15 and 24 hoEs. Sti-s a d  s t y l e s  

are cc l ï ec t ed  separately f o r  fu r the r  ATPase zssay. 

Sti-s and s ty les  of Oenothera ve r t  komogonized in col2 nedian of 

pE 7  and f i n a i  coocentrztion 0,1 !4 t r i s ,  0,1 M NaCl, 1 O  mi4 'El., O ,  1 DM =TA. 



*he ATase ac t iv i t j r  *as iressired 07 s e e i s  of e co lo r i ze t r i c  < e t c -  

Y r a t i c c  o f t h e  released incr3snic  phos?has?, Sj' t h e  ze t iod  of 4ET?ZZC- m?.C 

ZL . (3 ) . Tke enz:me s u s f e ~ s i s n  (250 pl) .es zdZed t o  t i e  reac t icn  

t o  yield e  f i n a l  volume of  0 , j  zl. azd f i n e l  concentrat iors  of 6û rM BeC1,  

30 a!! :El , 1 O m ?  ATo,  2 .-Y b l g t l , ,  O, 7 d4 DTA, 1 CO tt-is-kTl buff sr 31 
C 

? , O .  Conttrol txbes f o r  ouaîain insens i t ive  a c t i v i t y  coctaired 2 EM oua3ain 

i n  add i t  ion t o  t h e  ebove components . The react  ion wes c a x i e d  ou: a t  30°C 

fo r  5 p in . ,  stoo-ed by ~dc?ing f r i c U o r o a c e t i c  ac id  ( 1 . After ceat:i?~- 
S.  gs t ion  (21 min., ~ C C O  r .p .a. ) t he  relezsed r l  :es d e t e - ~ i n e d  i n  t h e  s -qe r -  

nat an t  . 

0,4 mL color  reagent c o n t e i n h g  hb f s r rous  s - d i s t e  f r e s u y  dissolved 

in 1% ammcniun m o l y t d a t ~  i n  1,15 fl s d h i r i c  ac id  vas added d i r e c t l y  s o  

O,k ml of  the previous r?ec%ion d r t u r e .  Color ras allowsd t o  develop fo r  

10 d n .  at roon s a p e r a t u r e  ecd o o t i c e l  densizy reed 2 700 m. Specif ic  

a c t i v i t y  i s  r e o r t e d  es units  which represents  y of P i  " o ' e ~ s r d  A-- per  5 e n  

per 100 mg of f r e s h  t i s s u e .  

A vnriety o f  k inec t ic  pe-meters  were deterni3e.l on s t ig=e%ic  u d  

s t y l a r  pre lara t ions ,  t o  U o w  a  preliruinwy cbaxecter izat ion.  The o p t i m a  
* +  + 

r a t i o  of Na t o  K vas de te r i ined  by 'iarying t h e i r  coocentrat iois  . The 
+ + 

effect  o f  K. on t h e  Xa desendence of  oïabein sens i t ive  AT? hydrolysis 
+ + 

vas examined a t  s i x  K 1eveJ.s i n  the  r a g e  of 0-30 EM & ~ d  at four Na 

l eve l s  i n  the range of  0-133 dl. M a x h a l  ac t i - s i t i e s  vas acnieved *ii_ti 

@ roM N a C l ,  30 aM El. 

T",e concentration iepen6ence of b k i b i t i o n  by ouebkix r a s  exmined.  

3 e  i d i i b i t o r y  e f f e c t  vas neanly o p t i r t d  i n  presence of 2 ?eM ousbain. 
+ + 

Tke anaiysis  cf xg2* degendcxcp of (?Ia + iC )ATPase i n  the preseace 

of 10 mt4 ATP revealed t h a t  t h e  s t h ï L a t i o n  efTect -as nuch r o r e  d i s t i n c t  

at d4 xsc12 
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FICHE 1 : MATERIEL UTILISE 

A - PETUNIA HYBRIDA 
Les c lônes  W 166 K (SISZ) e t  T2U (S3S3) de Petunia hybrida proviennent 

des serres  de L'Université de Nimègue où i l s  sont maintenus e t  mult ipl iés  

par l e  Professeur H.F. LINSKENS. 

Dans l e  tableau ci-dessous sont consignés l e s  clônes e t  l e s  génotypes 

correspondants a ins i  que l e s  d i f férentes  po l l in i sat ions  qui seront analysées. 

e 

- 
Clônes 

W166K 

T2U 

Ggnotypes 

lS2 

S3s3 

Pol l in i sat ion  

compatibles 

1 )  W166K. T2U 

(S1S2) (S3S3) 
I -~ - - -~ - - -~ .œ- - - -~ -œ-~ , ,œ-~~- - . -œ- - - . - . - . - . -~ - - - -~ - - - - - - - - - - - - - - - - - I - - - - - - - - - -  

2 )  T2U. W166K 

(S3S3) (SIS2 

incompatibles 

1)  W166K. W166K 

(SIS2) .  (S1S2) 

2 )  T,U* T2U 

(S3S3) (S3Sj) 



B - OENOTHERA M 1 SSOUR 1 ENS 1 S 

Lks clônes Bg (S2S4) et SI (SIS1) d'oenothera mi ssoudensis proviennent 

des serres de l'Universit6 des Sciences et Techniques de Lille 1, où ils sont 

maintenus et: multipliés par Monsieur B. BRIS. 
- .  

Dans le tableau ci-dessous sont également consignées les différentes . 

pollinisations analysées. I 
t 

Clônes 

1 Bg 

1 

Génotypes 

S2s4 

SISl 

Pollinisations 

compati bfes 

B8*S1 

(S2S4).(SlSl) 

incompatibles 

Bf3 

(s2s4). (S2S4) 
..-~--~-~---.--..---.o---.*-~--~---~--------LL.--- 

S1 0% 

(SISl) (s2S4) 

-..----L--------oL-----e 

lS 1 

(SIS1) *(SISl) 

i 



FICHE 2 : EXTRACTION DES LIPIDES TOTAUX FOUR L'ETUDE DES 
ELYCOSPHINCGLIPIDES 

.2. + h, .. 
: r 

dt après  FOICH, J. e t  COU. - J. Sol. Chem., 1957, - 228, 497-509 ( R )  

modifiée KARLSSON, K.A. et coll. - Biochim. Biophys. Acta, 1973, s, 
317-335 ( ~ 1 5 )  

1 NTRODUCTION 

Selon l a  technique préconisée  pa r  FOLCH (T6, T7) l e s  organes sont  

broyés mécaniquement dans l e  mélange chloroforme-rnéthanol (211 - v/v).  

Le méthanol dénature l e s  p ro té ines  e t  l e  chloroforme f avo r i s e  l a  mise en 

s o l u t i o n  des l i p i d e s  totaux. Après add i t ion  d 'eau e t  a g i t a t i o n ,  on o b t i e n t  

un déphasage avec passage dans l a  phase hydro-alcoolique supér ieure  des 

substances hydrosolubles, l a  phase i n f é r i e u r e  ch lo rofomique  renferme l e s  

l i p i d e s  totaux.  

Cependant, ce  procédé d ' ex t r ac t i on  des l i p i d e s  to taux e s t  un f a c t e u r  

l i m i t a n t  dans l ' é t u d e  des glycosphingolipides (GSL). 

Il fau t ,  semble-t-il ,  a t t r i b u e r  aux ex t r ac t i ons  incomplètes l e s  d i s -  

cordances e n 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, T15), l e s  cond i t ions  t rop  douces d  ' ex t rac t ions ,  d é c r i t e s  pa r  

CARTER e t  col l . ,  T4) ne conduira ient  pas à une l i b é r a t i o n q u a n t i t a t i v e d e  

l 'ensemble des GSL. Les phytosphingolipides son t  par t icul ièrement  d i f f i c i l e s  

à e x t r a i r e  e t  ne l e  sont  que l o r s  des de rn iè res  homogénéisations. 

Les d i f f é r e n t e s  techniques d ' ex t rac t ion  proposées dé r iven t  de c e l l e s  

de FOLCH (T6, T7). 

En e f f e t ,  l e  me i l l eu r  agent d ' ex t rac t ion  (SCHMID, T29) r e s t e  l e  mélange 

CHC13-cli30H) dans l e s  propor t ions  211 (v/v).  Seules  l e s  condi t ions  de tem- 

pé r a tu r e  va r ien t .  

Afin d 'ob ten i r  une ex t r ac t i on  complète des GSL, nous avons donc pro- 

cédé de l a  manière suivante .  



MATERIEL ET METHODE 

1) REACTIFS 

- solvant d ' ex t rac t ion  1 : chloroforme-mothano1 (2/1 - vlv) ,  

- solvant  d ' ex t r ac t i on  II : chloroforme-méthanol (111 - vlv) ,  

- so lu t ion  NaCl à 9 g l l ,  

- so lu t ion  de lavage : 

. chloroforme........... 3  volumes 

. méthanol.............. 47 volumes 

. NaCl 9 g/l........ .... 48 volumes 

2  ) EXTRACTION 

Le maté r ie l  (20 g  de s t y l e s  ou 1 g de po l len)  provenant des d ive r s  

c lônes  e t  croisements e s t  homogénéisé à l ' a i d e  d'un homogénéisateur Waring 

Blendor dans l e  solvant d ' ex t rac t ion  1, à ra i son  de 20 m l  de solvant par  

gramme de t i s s u ,  pendant 20 minutes. 

Après 2  heures de contact  à l a  température du labora to i re ,  l ' e x t r a i t  

e s t  f i l t r é  e t  l e  rdsidu e s t  homogéndisé à 4 r e p r i s e s  à l ' a i d e  d'un apparei l .  

de Pot ter ,  dans l e  solvant  d ' ex t rac t ion  1, à ra i son  de 10 m l  de solvant  

p a r  graunne de t i s su .  Après f i l t r a t i o n ,  l e  rbs idu sec  e s t  chauffé à r e f l u x  

pendant 1 heure dans l e  solvant  II. 

Les d ive r s  surnageants organiques sont  réunis  e t  soumis à un par tage 

se lon l a  technique de FOLCH par  add i t ion  de  1 volume d'une so lu t ion  de NaCl à 

9 g / l  pour 5 volumes de solvant.  Après déphasage, une n u i t  à + 4 O C ,  e t  él imi- 

na t ion  de l a  phase supérieure,  la  phase i n f é r i e u r e  chloroformique e s t  lavée 

pa r  l a  solut ion CHClj-CBjCH-NaC1 9 g / l  (3/471@ - v/v/v)* 

La phase i n f é r i e u r e  contenant l e s  l i p i d e s  to taux e s t  évaporée à sec. 

Les l i p i d e s  sont  ensu i t e  r e p r i s  dans un p e t i t  volume de solvant  1 e t  

conservés à -20°C sous atmosphère d 'azote.  

Deux ex t rac t ions  ont  é t é  r éa l i s ée s  pour chaque type de t i s s u  en fonc- 

-. . , - --- 
t i o n  du génotype e t  de la  p o l l i n i s a t i o n  incompatible e t  compatible. 



FICHE 3 : COUPLAGE DES DIVERSES TECHNIQUES ET PROTOCOLE 
PURIFICATION DES GLYCOSPHINGOLIPIDES 

MLSSON, K.A. e t  COU. - Biochim. Biophys. Acta, 1973, 316 
-9 

317-335 (Tl?) 

Afin d 'ob ten i r  chaque c l a s s e  de glycosphingolipides,  c ' e s t -à -d i re  

Cet (*), MGCer (*), DGCer (*), TGCer (*) e t  TrGCer (*), nous avons s u i v i  

l e  protocole  préconisé par  KARLSSON (Tl71 qui correspond aux séquences 

suivantes  : 

- ex t r ac t i on  des l i p i d e s  to taux  ( f i c h e  21, 

- hydrolyse des l i p i d e s  to taux e t  obtent ion des GSL to taux  

( f i che  4), 

- p u r i f i c a t i o n  des GSL totaux par  chromatographie d 'adsorption 

s u r  colonne d 'ac ide  s i l i c i q u e  ( f i c h e s  6 e t  a), 
- fractionnement des  GSL to taux  en GSL neutres  e t  ac ides  ( f i che  7) ,  

- fractionnement des GSL neu t res  en Cer, MGCer, DGCer, TGCer e t  

TrGCer ( f i c h e  8) ,  

- p u r i f i c a t i o n  des Cer, MGCer, DGCer, TGCer e t  TrGCer p a r  chroma- 

tographie p répara t ive  s u r  couche mince ( f i che  9). 

--0--.--.------...----.-------- -.-.---------.-------.---.-.--.-.-~.--~.~. 
(*) Abréviations : 

Ce r : Céramide 

MGCer : Monoglycosylcéramide 

DGCer  : Diglycosylcéramide 

TGCer : Triglycosylcéramide 

TrGCer : Tétraglycosylcéramide 



FICHE 4 : HYDROLYSE ALCALINE DOUCE, OBTENTION DES GLYCO- 
SPHINGOLIPIDES 

KARLSSON, K.A. et c o u .  - Biochim. Biop3.iys. Acta, 1973, 31 6 317-335 -9 

1 NTRODUCTI ON 

Les GSL c o n s t i t u e n t  une c l a s s e  de l i p i d e s  a l c a l i - r h s i s t a n t s .  Les 

glyc6rophosphatides s e r o n t  d é t r u i t s  p a r  une sapon i f i ca t ion .  

Le p ro toco le  o p é r a t o i r e  comporte : 

- une é tape  d 'hydrolyse  a l c a l i n e ,  1 - l ' a r r ê t  de c e t t e  hydrolyse  p a r  n e u t r a l i s a t i o n  de l ' a g e n t  a l c a l i n  

e t  a c i d i f i c a t i o n  du mi l i eu  jusqu là  un pH compris e n t r e  2 e t  5, 

- e x t r a c t i o n  des  GSL p a r  pa r t age  e t  é l imina t ion  simultanée des  

molécules e t  s e l s  hydrosolubles ,  I - récupéra t ion  de l a  phase organique contenant  l e s  GSL totaux,  

Nous avons u t i l i s é . l a  technique  de SCHMIDT modifiée p a r  KARLSSON (T17) 

qui  a s su re  une hydrolyse complète e t  une oxydation minimale. 

MATERIEL ET METHODE 

- agent dfhydro lyse  : KOH 0,l M dans du méthanol aqueux (CH30H-H20 - 
911 - v l v ) ,  

- HC1 2 M. 

2) HYDROLYSE ALCi%INE DOUCE 

Un gramme de l i p i d e s  t o t a u x  sont  r e p r i s  dans 100 m l  d 'agent  hydroly- 1 
sant. L'hydrolyse se p o u r s a i t  en atmosphère d 'azote ,  à l l o b s c u r i t é  sous I 
a g i t a t i o n  magnétique e t  à l a  température du l a b o r a t o i r e  pendant 18 heures.  1 



L'addi t ion de CIlC13 e t  dTH20 jusqu'à des concentra t ions  f i n a l e s  en 

CHC13 - CX30H - H O de 8/4/3 permet l e  déphasage selon l a  technique de 2 
FOLCH (T7). 

Après é l iminat ion de l a  phase supér ieure  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 GSL sont r e p r i s  

par  l e  mélange solvant  CHClg - CX30H - 2 / 1  (vlv)  e t  conservés à -20°C sous 

atmosphère d'azote. 

Une p a r t i e  a l i quo t e  de l a  phase supér ieure  e s t  soumise à une analyse 

par  chromatographie 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  phase. 



F I C H E  5 : CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE M I N C E  DES GLYCOSPHINGO- 

L I  P I D E S  NEUTRES 

La chromatographie s u r  couche mince e s t  l e  moyen l e  p lus  a i s é  pour 

sépare r  e t  i d e n t i f i e r  un mélange l ip id ique .  

MATER 1 E L  

- Gel de s i l i c e  H (Merck) a ra ison de 40 g ge1/100 ' m l  d'eau d i s c i l l é e ,  

- Gel de s i l i c e  G (Yerck) à ra i son  de 50 g ge1/100 m l  d'eau d i s t i l l é e ,  

- Etaleur  Desaga - plaque de ve r r e  20 cm x 20  cm, 

- Epaisseur de l a  couche de ge l  : 250 pl-500 pl, 

- Application des échan t i l lons  à l a  seringue Hamilton sous courant 

d'azote a f i n  d ' é v i t e r  l e s  dénaturations,  

- Dépôts : 20 à 80 pl de l i p ide s ,  

- Cuves de type Desaga ( 11 x 2 1 x 21 cm). 

SYSTEME SOLVANT 

De nombreux systèmes solvants  ont  é t é  d é c r i t s  pour a s su re r  l a  sépara- 

t i o n  des d iverses  c l a s se s  de l i p ide s .  Nous avons p ré fé ré  l e  mélange suivant : 

qui  asssure  l a  séparat ion des GSL en fonction du nombre de rés idus  os idiques  

p résen ts  .dans l a  molécule (ROUSER e t  co l l . ,  T26), KARLSSON e t  al . ,  (T15)). 



1) REACTIFS DE DETECTION GENERALE 

a - vaeeurs  d ' iode  : 
-0  ------.---- 

E l l e s  s e  f i x e n t  au niveau des  doubles l i a i s o n s  des  a c i d e s  gras .  Les 

l i p i d e s  non s a t u r é s  appara i s sen t  en brun s u r  fond jaune. 

b - Rhodamine 6 G : 
---O---------- 

Ce r é a c t i f  e s t  obtenu p a r  d i l u t i o n  extemporanée de 1 volume d'une 

s o l u t i o n  mère de Rhodamine à 50 m g l l i t r e  d'eau avec 1 volume de  NaOH 4 N. 

Après p u l v é r i s a t i o n  e t  examen sous lumière u l t r a v i o l e t t e  des plaques 

encore humides : 

- les phosphatides e t  l i p i d e s  a c i d e s  appara i s sen t  en b l e u  ou 

pourpre 9 

- les l i p i d e s  n e u t r e s  e t  phosphatides n e u t r e s  en jaune-orange, 

- l e s  p r o d u i t s  de peroxydation en b leu-gr is ,  

- l e s  pigments de type  ch lo rophy l l i en  e t  ca ro téno ïde  en b leu  

in tense .  

Lorsque l e s  p laques  son t  sèches,  les l i p i d e s  appara i s sen t  en jaune. 

2 )  REACTIFS DE DETECTiON DES GSL ET DES GLYCOLIPIDES 

a - r é a c t i f  de r é v é l a t i o n  des  céramides (KARLSSON-PASCHER, T15) : ------.---------------------------- 
P a r  p u l v é r i s a t i o n  des plaques avec une s o l u t i o n  d ' a c é t a t e  cupr ique  

à 3% dans H3P04 à 8% en m i l i e u  aqueux. 

Après 25 minutes d 200°C, l e s  composés de types  céramides appara i s sen t  

en brun. 

Les composés i n s a t u r é s  appara i s sen t  p l u s  rapidement. 

b - r é a c t i f  à l l c ( - n a p h t o l  r é v é l a t e u r  des g l y c o l i e i d e s  (céramides- -----.------------~~--~------ - - - -O-  ---------.----- 
s u l f o l i e i d e s  e t  gang l ios ides )  : ------- --..-.-- -- -.------ 
Les p laques  son t  p u l v é r i s é e s  avec une s o l u t i o n  d 'a (  onaphtol à 

0,5Z dans l e  mélange CH30H-HZO ( l / l  - v/v)  pu i s  ap rès  séchage à l ' a i r  

l i b r e ,  avec un mélange ac ide  su l fu r ique /eau  (H2S04-H20 (95/5 - v/v) .  



La plaque e s t  e n s u i t e  chauffée  à l l O ° C  jusqulà  a p p a r i t i o n  des  glyco- 

l i p i d e s  sous fonne de t aches  pourpre-violacé s u r  fond blanc.  Les l i p i d e s  

p o l a i r e s  appara i s sen t  en jaune e t  l e  c h o l e s t é r o l  en rose  g r i s .  

c - r é a c t i f  à l a  benzidine  s e é c i f i g u e  de l a  l i a i s o n  carnide des  GSL : 
------------------O*---- ----- --------o---------------œ----o 

. S o l u t i o n  1 : a c i d e  periodique. . . . . . . . . . . . . .  228 mg 

eau distillée................. 10 ml 

Cet te  s o l u t i o n  e s t  d i l u é e  au 1/20 dans l t a c 6 r o n e  au moment de l ' emploi ,  

. Solu t ion  II : b e n z i d i n e . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . , .  184 mg 

CHjCOOH RP..................... 0,4 m l  

eau distillée.................. 4,4 m l  

acétone........................ 45 m l  

La  s o l u t i o n  1 d i l u é e  au 1/20 est  p u l v é r i s é e  s u r  l e s  plaques a i n s i  que 

l a  s o l u t i o n  II 5 minutes ap rès  La première. 

Les GSL appara i s sen t  en blanc s u r  fond bleu .  

d - r é a c t i f  à l a  ninhydrine s e é c i f i g u e  des  bases l i b r e s .  So lu t ion  ........................ O-- - -  .............................. 
r é v é l a t r i c e  de : 
-------------O 

butanol  ....... 95 m l  

pyridine....., 
dans i. 5 m l  

Après p u l v é r i s a t i o n  des  plaques,  l e s  bases à longues chatnes  l i b r e s  

appara issent  en rose. C e t t e  c o l o r a t i o n  e s t  i n s t a b l e .  

e - r é a c t i f  a l t a n t h r o n e  : 
---------------o-o-- 

...... H S O  q.s.p 100 g 
2 4 

Apris p u l v é r i s a t i o n  l e s  p laques  son t  chauffées  à 120°C pendant 10 minute 

recouvertes d'une plaque de ve r re ,  une r é a c t i o n  p o s i t i v e  se t r a d u i t  p a r  l t â p -  

p a r i t i o n  de t a c h e s  v io lacées .  i 



FICHE 6 : CHROMATOGRAPHIE D'ADSORPTION SUR COLONNE D 'ACIDE 
SI LICIQUE a PURI FICATION DES GLYCOSPHINGOLIPIDES 

a L S S O N ,  K.A. e t  colle - Biochim. Biophys. Acta, 1973, -9 31 6 336-362 
(Tf 6) 

Les GSL obtenus après  hydrolyse a l c a l i n e  douce sont p u r i f i é s  p a r  

chromatographie su r  colonne d 'acide s i l i c i q u e  équ i l i b r ée  en CHC13. La 

charge e s t  de 100 mg de l i p i d e s l g r a m e  d 'acide  s i l i c i q u e  e t  l e  volume 

é luan t  de.10 m l  de so lvan t  par  gramme d 'ac ide  s i l i c i q u e .  La v i t e s s e  d 'é lu-  

t i o n  de 3 mllmn. L 'é lu t ion  e s t  obtenue par  passage successif  de : 

- CHC13 ( s o i t  200 ml), 

- CHC13-CX3W - 1 /3  (vlv)  (200 ml), 

- QijOH (200 ml). 

Tro i s  f r a c t i o n s  A, B e t  C sont obtenues respectivement. La première 

f r a c t i o n  A con t ien t  l e s  ac ides  gras,  l e  cho l e s t é ro l  e t  quelques pigments. 
&q' ,cF ;.y :,, !- 

,,' . 1 

Les GSL sont  é l u é s  successivement au niveau des f r ac t i ons  B e t  C. 

L'analyse par  chromatographie en couche mince des f r ac t i ons  A, B, C 

e s t  rapportée f i gu re  Tl .  



FIGURE T l  

ANALYSE PAR CHROMATOGRAPHIE EN COUCHE MINCE DES FRAC1 IONS 

A, 8 ET C SEPAREES SUR COLONNE D'ACIDE SILICIQUE 

œ ep mec- 

CHROMATOORAPnlE sur ACIDE PLICIQUE des 

LlPIOES apres METHANOLYSE ALCALINE 
J " L 



FICHE 7 : CHROMATOGRAPHIE D'ECHANGE IONIQUE SUR COLONNE DE 
PEAE CELLULOSEa FRACTIONNEMENT DES GSL NEUTRES ET 
ACIDES 

KARLSSON, K.A. e t  col1 . - Biochim. Biophys . Acta, 1 973 ; -9 31 6 31 7-335 

( T l 7 1  

ROUSER, G .  e t  co l l .  - Lipid chromatographic analysis, DE- inc.N.Y. 

vol* 1 s  1967, 99-162 ( ~ 2 7 )  

~ 1 - x .  

8 '  8 .-.-''# 

1 NTRODUCTI ON 
i"' - , 2 - . . l . ,  . 

La séparat ion des l i p i d e s  par  chromatographie d'échanges ionique e s t  

basée s u r  l 'échange de groupements ioniques. Cependant, des d i f f é r ences  de 

p o l a r i t é  dues à des  groupements non i o n i s é s  comme l e s  groupes hydroxyl peu- 

vent également i n t e rven i r .  

Tro i s  grands groupes de l i p i d e s  sont  généralement séparés  : 

- l e s  l i p i d e s  non i on i s é s  : neut res ,  

- l e s  l i p i d e s  zwit ter ioniques ,  

- l e s  l i p i d e s  acides.  

Chacun de c e s  t r o i s  groupes, peut ê t r e  f rac t ionné  en fonct ion de l a  

d i f fh rence  de p o l a r i t é  e t /ou d ' a c id i t é .  

Deux types de support pour l a  chromatographie d'échange ionique sont  

poss ib les  : l a  DEAE c e l l u l o s e  (= diéthylaminoéthyl-cellulose) e t  l a  TEAE 

ce l l u lo se  (= triéthylaminoéthyl-cellulose). La première e s t  généralement 

u t i l i s é e  pour l a  séparat ion des l i p i d e s  en c l a s se s ,  t and is  que l a  seconde 

permettra l a  sépara t ion  des  l i p i d e s  ne  possédant que des groupements ca r -  

boxyl corrmie s eu l s  groupements i on i s é s  (ex. : l e s  acides  b i l i a i r e s  e t  l e s  

gangl ios ides) .  

MATERIEL ET METHODE 

1) PREPARATION DE LA DEAE SELON KARAN-LESTER (Tll) 

La DEAE c e l l u l o s e  (DE 11 Whatman) de haute  capac i té  d'échange e s t  mise 

à gonf le r  dans l ' e a u  d i s t i l l é e .  Après deux lavages à l ' eau  d i s t i l l é e  e t  



,iJ 4- 
: t +\$k 

élimination des pa r t i cu l e s  t r op  f i ne s ,  l a  DEAE c e l l u l o s e  e s t  mise en con- 

t a c t  avec de l a  soude 5% pendant 30 mn (60 g DEAE - 300 m l  de NaOH à SX), 

puis  e l l e  e s t  lavée par  passage d'eau d i s t i l l a e  jusqu'à obtent ion de l a  
;:* p, :.Y , 
t :  neu t r a l i t é .  La DEAE c e l l u l o s e  est ensu i t e  conver t i e  sous forme acé t a t e  pa r  

3 .  

un contact  de 30 minutes avec CH3-COOH à 10%. L'excis d ' ac ide  e s t  éliminé 

pa r  lavage à l ' eau  d i s t i l l 4 e  e t  au méthanol. La DEAE c e l l u l o s e  e s t  a l o r s  

(qu i l ib rée  dans l e  mélange solvant  CHC13-CH30H dans l e s  proportions 211 

(vlv). 

2)  MONTAGE DE LA COLONNE 

On u t i l i s e  une colonne à chromatographie de 1,s cm de diamètre e t  

60 cm de haut munie d'un robinet  en t é f l on  dans l e  bas, d'une t ê t e  rodée 

pour l ' adduct ion de l ' azo te .  

Le mélange de DEAE c e l l u l o s e  e t  de MC13-CI130H e s t  ve rsé  dans l a  

colonne jusqutà  l t o b t e n t i o n  d'une colonne de 2 0  cm + 3 cm de haut. E l l e  

e s t  (qu i l ib rée  par  passage de 200 m l  de solvant CHC13-CH30H 211. 

L 'échant i l lon e s t  r e p r i s  dans 5 m l  de solvant  CAC13-CH30?i 211 (v/v)  

e t  déposé à l a  p a r t i e  supér ieure  de l a  colonne. 

4) ELUTION : PURIFICATION DES GSL NEUTRES ET ACIDES (SELON KARLSSON 

e t  al. ,  T17) 

Les glycosphingolipides to taux  p u r i f i é s  sont  soumis à un f ract ionne-  

ment par  chromatographie d'échanges ioniques s u r  colonne de DEAE c e l l u l o s e  

équ i l ib rée  en CHC13-Cü3û?i 2 /1  (vlv)  . 
La charge e s t  de 50 mg de lipides/gramne de DEAE ce l lu lose .  

-s 

L'é lu t ion  e s t  assurée pa r  l e  passage success i f  de : 

1') CüC13-CH3ûii 2 /1  (vlv)  à ra ison de 100 m l  pa r  gramme de ce l l u -  

lose ,  

2O) CX3W contenant 5% de L i C 1  à ra ison de 25 m l  par  gramme de 

ce l lu lose .  



Deux f r ac t i ons  D e t  E sont obtenues respectivement : l a  première 

f r a c t i o n  D con t ien t  l e s  GSL neu t res ,  l e s  GSL acides  sont  é lués  au niveau 

de l a  f r a c t i o n  E. Afin d ' é l iminer  l e  LiCl contenu dans l e  solvant ,  l a  

f r a c t i o n  E e s t  mise à d i a l y s e r  4 jours con t re  de l ' e a u  d i s t i l l é e .  Les GSL 

acides ,  contenus dans l a  phase i n f é r i e u r e  après  déphasage, sont  r e c u e i l l i s  

e t  évaporés-& sec sous v ide  e t  l e  rés idu r e p r i s  par  l e  mélange CHCl  -CHJOH . \ 
' " \ 4 ' - '  i;d;-:,:;:,, ' * , t l r ' I -  ;+,q-k b &K.'' 3 

2 / 1  (v/v). s'vj, 
)*L ;? 



SILICIQUE 

ICARZSSON, L A . -  B l o c h .  Biophys. Acta, 1973, 316, 317-335 (Tl?) 

Les GSL neu t res  t o t aux  sont f rac t ionnés  p a r  chromatographie d'adsorp- 

t i o n  sur colonne d'acide s i l i c i q u e  équ i l i b r ée  en CHC13 selon l e s  condi t ions  

suivantes  : 

- charge de l a  colonne : 10 à 25 mg de l i p i d e s  p a r  gramme d 'ac ide  

s i l i c i q u e ,  

- voltmie é luant  de chaque f r ac t i on  : 20 ml/g d 'ac ide  s i l i c i q u e ,  

- v i t e s s e  d t é l u t i o n  : 2 ml/mn. 

L fé lu t i on  e s t  r é a l i s é e  en augmentant La p o l a r i t é  du mélange é luan t  

pa r  des  quan t i t és  c ro i s s an t e s  de CH30U. 

Cinq f rac t ions '  sont  a i n s i  r e c u e i l l i e s  : 

- l a  f r ac t i on  Il i l u < e  p a r  l e  mdlange CRC13/CB3ûH dans l e s  proportions : 

98/2 (v/v) 

- la f rac t ion  R i l u é e  p a r  l e  mélange MCl3/CII3ûH dans l e s  proportions : 

92/8 (v/v) 

- 1. f r ac t i on  F3 6luée p a r  1. milange CRClJ/CI130H durs l e s  propor t ions  : 

85/15 (v/v) 

- l a  f rac t ion  F4 h l d e  p a r  l e  mélange CHC13/CH30H dans l e s  proportions : 

45/55 (v/v) 

- l a  f rac t ion  FS élude p a r  l e  mélange CIIC13/Q130H dans l a s  proportions : 

O/ lOO (v/v) 



La figure T2 rapporte l e s  résultats  de l a  chromatographie en couche 

mince des 5 fractions. El les  correspondent : fraction 1 (FI) principalement 

aux céramides e t  monoglycosylcéramides ; fraction 2 (F2) au mono et  digly- 

cosylcéramides ; fraction 3 (F3) en majeure partie aux d i  e t  t r i -  glycosyl- 

céramides ; fraction 4 (F4) en majeure partie aux tétraglycosylcéramides ; 

fraction 5 (F5) à des l ipides très  polaires non identi ' f iés .  



FIGURE T2 

ANALYSE PAR CHROMATOGRAPHIE EN COUCHE MINCE DES FRACTIONS 

F l ,  F2. F3, F4 ET F5 SEPAREES SUR COLONNE D'ACIDE SlLlClQUE 



FICHE 9 : PUR 1 FI CATI ON DES GLYCOSPHI NGOLI P IDES PAR CHROMATOGRAPHIE 
SUR COUCHE MINCE 

Les GSL obtenus au niveau des f r a c t i o n s  : 

FI = céramides + (MGCer) 

F2 = (MGCer) + DGCer 

F3 = DGCer + TGCer 

F4 = (TGCer) - TrGcer 

F5 = TGCer - TrGcer - l i p i d e s  p o l a i r e s  

ndcess i  t e n t  une é tape supplémentaire de p u r i f i c a t i o n  par  chromatographie 

p répara t ive  su r  couche mince en ge l  de s i l i c e  a f i n  d 'ob ten i r  chaque c l a s s e  

de GSL à l ' é t a t  pur. 

Les f r ac t i ons  correspondant aux d ivers  GSL neu t res  e t  ac ides  son t  

évaporées à sec, r e p r i s e s  dans 100 pl - 200 pl de CH30H - CXC13 (1/2 - v/v) 

pu i s  déposées dans l e u r  t o t a l i t é  s u r  des  plaques de ge l  de s i l i c e  ac t i vée s  

30 minutes à 120°C. 

La migration e t  l a  séparat ion des GSL sont assurées  pa r  l e  solvant  

CiiC13 - m3OH - H20 (65/25/4 - .v/v/v). L'emplacement des t aches  e s t  révé lé  

pa r  pu lvér i sa t ion  d'une so lu t i on  de rhodamine 6G e t  l e c tu r e  des plaques en 

f luorescence,  a f i n  de ne  pas modifier  l a  s t r u c t u r e  des  acides  gras  contenus 

dans l e s  d ivers  GSL. 

Après séchage des  plaques, l e s  taches  correspondant aux d ivers  GSL 

(Cer - MGCer - DGCer  - etc...) sont  g r a t t é e s  e t  i n t r o d u i t e s  dans de p e t i t e s  

ampoules à décanter. Après add i t ion  de C H C l j  (5  ml) e t  de m3OH ( 5  ml) 

l t é l u t i o n  des GSL s e  f a i t  pa r  a g i t a t i o n  vigoureuse pendant 10 minutes. 

L'addit ion de 4,5 m l  d 'eau d i s t i l l a e  e t  l ' a g i t a t i o n  pendant une minute 

permettent l e  déphasage qui e s t  t o t a l  après  18 heures  à * O C .  La phase 

i n f  ér i  eure chlorof orraique contenant l e s  GSL e s t  recuei  l l E s  e t  êvaporée sous 



Le ris idu sec repris par 1 m l  de mélange solvant C H C l j  - CH30H 2 / 1  

(v/v) e s t  gardé sous atmosphère d'azote à -20°C en tubes s c e l l é s .  

La pureté des fractions l ipidiques  e s t  t e s t é e  par chromatographie 

analytique en couche mince ( f i che  technique no 5 ) ,  d'une part ie  al iquote.  



FICHE 10 : DOSAGE FLUORIMETRIQUE DES GLYCOSPHINGOLIP IDES 

NAOI, M. et COU. - Analytical Biochen., 1974, 2, 571-517 (T20) 

1 NTRODUCT I ON 

Les GSL forment une c l a s s e  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  A des hexoses (GSL neutres)  ou 

à des hexoses s u l f a t e s  ( su l f a t i de s )  pu à des oligosaccharides contenant de 

l ' a c ide  s i a l i que  (gangliosides) ou enf in  à l a  phosphocholine (sphingomyéline). 

Seu ls  l e s  dosages de l a  sphingosine e t  des  bases homologues permettent 

d 'évaluer l a  teneur  en GSL d'un t i s s u .  En e f f e t ,  s i  l e s  d ivers  subs t i tuan ts  

de l a  base peuvent e x i s t e r  à des concentrations var iab les  selon l e s  GSL, 

une seu le  molécule de sphingosine pa r  molécule de sphingolipide e s t  présente  

chez tous  l e s  GSL connus. 

La technique u t i l i s é e  e s t  c e l l e  préconisée par  NA01 (720) quand l e s  

GSL peuvent con ten i r  des hexosamines ou céder des amines primaires hydro- 

solubles.  

La sphingosine, l i b é r é e  pa r  hydrolyse acide des GSL e s t  e x t r a i t e  du 

mil ieu aqueux p a r  l e  dié thyl-é ther ,  puis  en présence de fluorescamine donne 

un complexe f luorescent ,  dont l ' i n t e n s i t é  de fluorescence e s t  proportion- 

n e l l e  à l a  quanti t é  de sphingosine l ibérée .  

MATERI EL ET METHODE 

- agent d'hydrolyse : HC1 N en méthanol aqueux (CL130H - H20 82/18 

(v/v), 



FIGURE T3 

A )  SPECTRE DE FLUORESCENCE 

B) CûURBE D'ETALONNAGE 
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- NaOH 2 N, 

- tampon borate  de sodium 0,2 M de pH 8,0, 

- diéthyl-é ther ,  

- dié thy l -é ther  contenant 0,015X de fluorescamine (Fluram des Labo- 

r a t o i r e s  Roche). 

Les e x t r a i t s  de GSL (1-100 nanomoles) son t  chauffés en tubes v i s s é s  

à 70°C pendant 18 heures en .présence de 0 , s  m l  dtHCl 1 M en méthanol aqueux. 

Après refroidissement su r  glace,  l ' hydro lyse  e s t  a r r ê t é e  par  addi t ion 

de 0,25 m l  de NaOH 2 N e t  0,75 m l  de tampon bora te  0,2 M de pH 8,O. 

Puis,  1,5 m l  de d ié thy l -é ther  son t  a jou t é s  a i n s i  que 0,s m l  de d ié thy l -  

é t h e r  contenant 0,015X de fluorescamine. 

Après a g i t a t i o n  vigoureuse s u r  Vortex e t  déphasage, l a  phase' é thérée  

supér ieure  e s t  prélevée.  L ' i n t ens i t é  de l a  f luorescence e s t  appréciée sur  

spectrof luor imètre  Zeiss  pour une longueur d'onde d ' exc i ta t ion  de 385 nm e t  

une longueur d'onde d'émission de 480 nm. 

Les spec t res  d'émission e t  d ' exc i t a t i on ,  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 té  v é r i f i é s  e t  sont  p résen tés  respectivement f i g u r e  T3-a 

e t  f i gu re  T3-b. 

Les r é s u l t a t s  sont  exprimés en nanomoles de GSL/g de t i s su .  

Quatre dosages ont  é t é  r é a l i s é s  pour chaque type de t i s s u  en fonction 

du génotype e t  du type de po l l i n i s a t i on .  



FICHE 11 : HYDROLYSE AC IDE DES GLYCOSPHINGOLI PIDES 

GAVER, R.G. e t  SWEELEY, C.C.  - J. Amer. o i l  Chem. Soc., 1965, 2, 
294-298 (T8) 

1 NTRODUCTION 

Divers types de r é a c t i f s  ac ides  peuvent a s s u r e r  l a  d e s t r u c t i o n  des  

glycosphingolipides e t  l i b é r e r  quanti tat ivement l e s  bases, oses  e t  ac ides  

gras.  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. Ainsi  nous avons p r é f é r é  l a  technique préconisée p a r  

GAVER e t  SWEELEY (T8) c a r  e l l e  l i b è r e  l a  t o t a l i t é  des  bases e t  minimise 

l a  production d ' a r t é f a c t s  i n d é s i r a b l e s  t e l l e s  l a  formation de 3-O-méthyl- 

sphingosine e t  c e l l e  de l a  5-O-méthyl 6 sphingosine. 

I 
MATERIEL ET METHODE 

1) REACTIF D 'HYDROLYSE I - Solu t ion  d ' ac ide  chlorfiydrique dans du méthanol aqueux, préparé  

connue s u i t  : 

H C 1  concentré............. 8 ,6 m l  . 
Eau distillée............. - 9,4 m l  

- Méthanol q . s . p . . . . . . . . . . . .  100 m l  

Obtention d 'une s o l u t i o n  H C 1  1 M contenant  10 M d'eau. 

2 ) PROTOCOLE OPERATOIRE 

Deux mg de GSL son t  r e p r i s  p a r  1 m l  du r é a c t i f  d'hydrolyse. L'hydro- 

l y s e  se f a i t  70°C pendant 1 8  A 23 heures  sous atmosphère d'azote. 

Au t e w e  de l!hydrolyse, les é c h a n t i l l o n s  son t  r e f r o i d i s  jusqufh l a  

température ambiante, ce qui permet t ra  apras  e x t r a c t i o n s  s é l e c t i v e s  les 

analyses u l t é r i e u r e s  p a r  chrcmatographie en phase gazeuse. 
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L ' i d e n t i f i c a t i o n  e t  l a  r é p a r t i t i o n  d e s  ac ides  g r a s  des d i f f é r e n t e s  

c l a s s e s  de l i p i d e s  s e  f o n t  sous forme d ' e s t e r s  méthyliques p a r  chromato- 

graphie  gaz-l iquide.  La f i x a t i o n  d'un groupement m é t h y l .  s u r  l a  fonc t ion  

a c i d e  des a c i d e s  g r a s  p a r  une l i a i s o n  e s t e r ,  permet d ' a b a i s s e r  l a  tempé- 

r a t u r e  de vapor i sa t ion  de c e s  composés e t  de diminuer l e s  e f f e t s  d1adsorp- 

t i o n  s u r  l e  support  imprégné de phase s t a t i o n n a i r e .  

La méthode que nous avons u t i l i s é e  permet d ' o b t e n i r  directement p a r  

t r a n s e s t é r i f i c a t i o n ,  les e s t e r s  méthyliques à p a r t i r  des  l i p i d e s .  

METHODE 

1 ) EXTRACTION 

Après hydrolyse se lon  l e  protocole  d é c r i t  f i c h e  II, l e s  a c i d e s  gras  

I l i b é r é s  ne son t  que pa r t i e l l ement  e s t é r i f i é s .  I l s  sont  donc e x t r a i t s  sé lec-  

I t ivement pa r  3 f o i s  3 m l  de n-hexane en vue de s u b i r  une t r a n s e s t é r i f i c a t i o n .  

8 - C' .; ' ' 
8 8 1- 

J& 
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1 , '  , 
2 )  TRANSESTERIFICATION 

Les a c i d e s  g r a s  contenus dans l e  n-hexane sont  évaporés à s e c  e t  
p,* Y* 

,#, 
,,:ml ! r e p r i s  ensu i t e  p a r  3 m l  de méthanol add i t ionnés  de 10 gou t tes  d ' a c i d e  sul -  
, P ,>,.l,L 731, 

2 ,  f u r i  que concent ré. 
pi; 

La t ransméthyla t ion s e  déroule à 70°C pendant 2 heures.  

Après ref ro idissement ,  l e s  e s t e r s  méthyliques d ' ac ides  g r a s  son t  

t ransvasés  dans une ampoule à décanter  avec 3 m l  d 'heptane e t  3 m l  d'eau 



d i s t i l l é e .  Après a g i t a t i o n  e t  déphasage, l a  phase supér ieu re  heptano'ique 

est f i l t r é e  s u r  s u l f a t e  de sodium anhydre, p u i s  évaporée. Les e s t e r s  

méthyliques s o n t  r e p r i s  p a r  50 pl de chloroforme en vue d'une p u r i f i c a t i o n  

s u r  g e l  de s i l i c e .  

3 > PURIFICATION DES ESTERS METfIYLIQUE S 

Il convient  donc de p u r i f i e r  l e s  e s t e r s  méthyliques p a r  chromatographie 

s u r  couche mince. 

Les e s t e r s  méthyliques en s o l u t i o n  dans l e  chloroforme son t  déposés 

s u r  des  p laques  de g e l  de s i l i c e  G a c t i v é e s  10 minutes à l l O ° C .  

Le s o l v a n t  de migra t ion  e s t  l e  benzène. 

A p r h  migra t ion ,  l e s  f r a c t i o n s  sont  r i v e l é e s  p a r  p u l v é r i s a t i o n  d'une 

s o l u t i o n  de Rhodamine 6G. Le s p o t  correspondant  aux e s t e r s  méthyliques,  

rep6ré grâce  à l ' u t i l i s a t i o n  de t émoins , e s r  g r a t t é . L e  g e l  de s i l i c e  e s t  

déposé dans une p e t i t e  colonne à chromatographie dont l ' e x t r é m i t é  i n f é -  

r i e u r  e s t  g a r n i e  de l a i n e  de v e r r e  e t  é lu6  p a r  l e  chlorofonnc.  

Après évaporat ion,  l e s  e s t e r s  sont  r e p r i s  p a r  l e  s u l f u r e  de carbone 

e t  analysés  p a r  chrotnatograohie gaz- l iquide .  
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MATER 1 EL 

La composition en acides  g r a s  des d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  a é t é  r é a l i s é e  

s u r  un appare i l  Varian 1800, équipé d'un dé tec teur  à i on i s a t i on  de flamme. 

Deux types  de colonnes peuvent ê t r e  u t i l i s é e s  : 

- une colonne de type standard en a c i e r  inox, de 3 mètres de long  

e t  3 mmi de diamètre, remplie de diéthylène-glycol-succinate (DEGS) à 10% 

en poids s u r  un support i n e r t e  (chromosorb W) de granulométrie 60180 mesh AU. 

L'analyse s ' e f f ec tue  à 176OC, l e s  températures de l ' i n j e c t e u r  e t  du dé t ec t eu r  

sont respectivement de 210°C e t  220°C environ. Le d é b i t  du gaz vecteur 

(azo te  R) e s t  de 25 mllminute 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 e t  

0,s mm de diamètre, remplie de Carbowax 20  m. Les températures de l ' i n j e c -  

t e u r  e t  du dé tec teur  son t  respectivement de 250°C ; l a  colonne e s t  s t a b i l i s é e  

à 220°C. L'azote R e s t  admis à l a  pression de 0,3 b a r  à l ' e n t r é e  de l a  colonne. 

Ce type de colonne permet l ' ana ly se  de t r è s  f a i b l e s  quan t i t é s  d ' e s t e r s  méthy- 

l iques .  Son mei l leur  pouvoir de réso lu t ion  permet l ' ana ly se  d 'ac ides  g r a s  

t r è s  long t e l  que l ' a c i d e  l ignocérique (C24 : O) e t  nervonique (C24 : 1). 
. - .LjLrn , ',br,Lfi-2 , 4 , 1 ,  J - 4 1 1 
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IDENTIFICATION DES ACIDES GRAS 

L ' iden t i f i c a t i on  de tous  l e s  acides  g ras  r e s t e  un problème d i f f i c i l e  

à résoudre : aucune méthode p r i s e  séparément ne permet d ' i d e n t i f i e r  avec 

c e r t i t u d e  tous  l e s  ac ides  gras.  L ' u t i l i s a t i o n  simultanée des p r inc ipa l e s  

méthodes pezmet cependant d ' i d e n t i f i e r  l a  p lupar t  de ces  acides  gras. 



FIGURE T4 

ANALYSE QUALITATIVE ET QUANTITATIVE DES AClDES GRAS 
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1) COMPARAzSON DES TEMPS DE RETENTION 

Cet te  méthode e s t  c l a s s i que  e t  rapide.  11 s u f f i t  de comparer l e s  

temps de r é t en t i on  des p i c s  inconnus, avec ceux obtenus pour l e s  e s t e r s  

d 'ac ides  g ras  témoins connnerciaux. 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 r é t en t i on  r e l a t i f ,  

pa r  rappor t  à l ' a c i d e  s téa r ique  ( C l 8  : 0 )  e s t  cons tan t  pour un type de 

phase s t a t i onna i r e ,  de température e t  de déb i t  d 'azote.  

2 ) COMPARAISON DES TEMPS DE RETENTION OBTENUS SUR DES PHASES DE 

POLARITE D IFFERENTE 

Sur une phase p o l a i r e  (DEGS), l a  présence d'une double l i a i s o n  dans 

l a  molécule d ' ac ide  g ras  augmente l ' ad so rp t i on  s u r  l a  phase s t a t i o n n a i r e  

d'où une é l éva t i on  du temps de r é t en t i on  par  rappor t  à l ' a c i d e  g ras  s a t u r é  

de m b e  longueur de charne. Ce t t e  augmentation e s t  d ' au tan t  p lu s  impor- 

t a n t e  que l e  nombre de doubles l i a i s o n s  e s t  p lus  é levé  e t  que l a  pos i t i on  

de l ' une  d ' e l l e s  e s t  p lus  proche de l ' ex t r émi t é  mi thyl  de l a  chaîne. 

Sur  l e  carbowax 20 M, t ous  l e s  ac ides  gras  d'une même s é r i e  ( sa tu -  

r é s  e t  i n s a t u r é s )  s o r t e n t  avant l e s  ac ides  g ras  de l a  s é r i e  suivante.  
r -  8 8 
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Sur l e s  DEGS l ' a c ide  l ino lén ique  (18 : 3)  e t  l ' a c i d e  arachidique 

(20 : 0)  ont  des  temps de r é t en t i on  quasi- identique,  a l o r s  q u ' i l s  sont  

parfai tement séparés  s u r  carbowax 20 M. 

L ' u t i l i s a t i o n  simultanee des deux 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  a c ide s  g ras  à 

24 e t  22 atomes de carbone s a tu r é s  ou non. 

3) RELATIONS ENTRE LES TEMPS DE RETENTION ET LE NûMBRE D'ATOMES DE 

CARBONE 

Il e x i s t e  pour l e s  ac ides  g r a s  homologues d'une même s é r i e  une r e l a -  

t i o n  l i n é a i r e  e n t r e  l e s  logari thmes décimaux des temps de r é t en t i on  e t  l e  

nombre d'atomes de carbone des molécules ( f i gu re  T4). 

bq7t 
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Sur  une f e u i l l e  de papier  semi-logarithmique nous por tons  en abc i sse  
J 

,#,) -1" . .. l e  nombre de carbone de l a  chatne ( éche l l e  métrique) e t  en ordonnée l e  temps 
2 * 

de r é t en t i on  ( éche l l e  logari thmique).  Ainsi ,  pour chaque s é r i e  homologue 

d 'ac ides  gras ,  nous obtenons une d r o i t e  e t  l e s  d r o i t e s  t r a c é e s  sont  p a r a l l à l e s .  
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11 e s t  pos s ib l e  a i n s i ,  à l ' a i d e  des  temps de r é t en t i on  de deux acides  

gras  connus sur  un chromatogramane e t  appartenant  à l a  même s é r i e  homologue, 

de t r a c e r  une d r o i t e  e t  en su i t e  de d é t e m i n e r  l e s  temps de r é t en t i on  théo- 

r ique des au t r e s  ac ides  g r a s  de l a  s é r i e  e t  de l e s  comparer à ceux des p i c s  

connus. 

4) METHODE UTILISANT LES LONGUEURS EQUIVALENTES DE CHAINE CARBONEE ECL 

Comme par  l a  méthode précédente, on t r a c e  l a  d r o i t e  joignant l e s  

po in t s  obtenus en por tan t  en abcisse  l e  nombre d'atomes de carbone des 

ac ides  g ras  s a t u r é s  e t  en ordonnée l e s  logari thmes des temps de ré ten t ion .  

_- > '  
Puis en u t i l i s a n t  l e s  temps de r é t en t i on  des ac ides  : 

S*& .;,. ,,,.,: -,, ,,--- , - . , :  
. .' -; t ,  . - ; , ) r , '~ ,- -L , ! . , ' : r  .,,,. .'" ,/ 
* , #.  .:; .,,", nF{l.d*. .&# , ,, *fl!+?, ' Y  olé ique Cl8 ..... - ......... 1 W 9 

. l ino lé ique  C18.....,..... 2 W 6 

. l inolénique C18.......... 3 W 3 

on détermine s u r  l e  graphique l a  longueur équivalente  de chafne carbonée 

pour l e s  t r o i s  typas  de doubles l i a i s o n s  W9, W6 e t  W3. 

. l ' a c i d e  olé ique possède 1 double l i a i s o n  en W9 

. l ' a c i d e  l i noé l i que  possède 1 double l i a i s o n  en W6 

e t  1 en W9 

. l ' a c i d e  l ino lén ique  possède 1 double l i a i s o n  en W3, 

1 en W6 e t  1 en W9, 

ACKMAN e t  c o l l .  (Tl) supposent que, lorsqu'un acide  g r a s  con t i en t  

p lus ieurs  doubles l i a i sons ,  l a  va leur  ECL de l'ensemble de c e l l e s - c i  e s t  

égale à l a  soaane des va leurs  obtenues pour c e s  doubles l i a i s o n s  p r i s e s  

individuellement. I l s  admettent également que s i  un acide  g r a s  possède 

plus  de 3 doubles l i a i sons ,  l e s  a u t r e s  s i t u é e s  e n t r e  l a  l i a i s o n  en W e t  

l ' ex t rémi té  carbonyle sont a f f e c t é e s  de l a  va l eu r  ECL de l a  double l i a i s o n  

W9. 

Pour l e  c a l c u l ,  on po r t e  l e  temps de r é t en t i on  de l ' a c i d e  o lé ique  

en ordonnée e t  on ob t i en t  en abcisse  sa longueur équivalente de chaine.  

Par d i f fé rence  avec c e l l e  de l ' a c i d e  s a t u r é  correspondant ( s t é a r i que )  on 

en ddduit  l a  v a l e u r  ECL de l a  double l i a i  son W9. Connaissant c e t t e  valeur ,  

e t  en operant de l a  même façon, on dédu i t  l a  va leur  de l a  double l i a i s o n  

en W6 pu i s  en W3 - Top'" 7 v - m $  'i91vB; :Gf@& 



Si on veut déterminer la nature d'un pic inconnu, on détermine son 

emps de rétention et au moyen de la droite précédente, on obtient sa 

longueur équivalente de chaîne carbonée. Puis par différence avec l'acide 

gras saturé précédent sur le chromatogramme, on déduit l'incrément dû à 

la somme de ses doubles liaisons. L'incrément est décomposé à l'aide des 

valeurs ECL des liaisons W3, W6 et W9. Des hypothèses sur le nombre et la 

position des doubles liaisons sont formulées. Selon les résultats obtenus 

par d'autres méthodes d'identification, il convient de choisir l'hypothèse 

la plus probable. 

5) HYDROGENATION 

La camparaison des chromatograxunes avant et après hydrogénation per- 

met de préciser la longueur de chatne des acides gras et notamment celle 

des acides gras insaturés. 

EVALUATION DU POURCENTAGE DE CHAQUE ACIDE GRAS 

Cette évaluation peut être effectuée par l'une des trois méthodes 

suivantes. Les paramètres servant à cette évaluation sont définis : 

1) TRIANGULATION 

Les courbes de GWSS sont assimilées à des triangles en utilisant 

les tangentes au point d'inflexion (triangles AIIF et ILN), la surface du 

pic est exprimée par la formule : 

i I - r .  .. - 
I 

-,. ,. , L C  ' hauteur x base 
,Ur- , '  

: 4 

" - i.8 , 'C 2 1 

2 ) MESURE DE LA LARGEUR DU PIC A MI-HAUTEUR ET EN MULTIPLIANT PAR LA 

HAUTEUR 

Les hauteurs des pics (BE - JM) sont mesurées et Les valeurs 0,5 h 
(EH et MP) sont marquées perpendiculairement au sommet de chaque pic. La 

largeur à la mi-hauteur (CG - KQ) est mesurée en millimètre. 
surface du pic ;= BE x CG 



Cette  méthode, théoriquement précise ,  e s t  inemployable pour l e s  p i c s  

rapides dont l e s  l a rgeurs  sont  t r è s  f a ib l e s .  

3) PAR LE PRODUIT TEMPS DE RETENTION ABSOLU QUE MULTIPLIE LA HWTEUR 

WJ PIC 

Cette  méthode dépend du f a i t  que l a  l a rgeur  du p i c  e s t  une fonction 

l i n é a i r e  du temps de ré tent ion.  

La détermination des sur faces  des d i f f é r e n t s  p i c s  s e  f a i t  par  l a  

mesure des hauteurs de p i c  (BE - JM) en mi l l imèt re  e t  par  l a  mesure des 

temps de ré ten t ion  (OE - OM) en mil l imètre  également. 

surface  du p i c  = BE x CM 

Cette  mathode e s t  ' rapide  e t  précise .  

Les proportions r e l a t i v e s  des d i f f é r e n t s  ac ides  g ras  sont exprimées 

en calcuJant l e  pourcentage des  sur faces  de chaque p i c  par  rapport  B l a  

surface  t o t a l e  des p i c s  retenus.  Les r é s u l t a t s  son t  exprimds en pourcen- 

tage d ' e s t e r s  méthyliques. 

Aucune méthode de mesure n ' e s t  p a r f a i t e  e t  l ' éva lua t ion  des p i c s  

t r è s  a p l a t i s  e s t  entachée d ' e r r eu r s  importantes. 

Les ccnipositions en ac ides  g ras  pr6sentées on t  é t é  r éa l i s6e s  s u r  

colonne de DEGS. Chaque analyse e s t  l e  r i s u l e a t  moyen de trois in j ec t i ons .  

L ' i den t i f i c a t i on  des acides  g r a s  a &té r i a l i s d e  en comparant %es temps de 

ré tent ion,  en u t i l i s a n t  l e s  r e l a t i o n s  e n t r e  temps de r é t en t i on  e t  longueur 

de cha2neeat  pa r fo i s  l e s  ECL. L'évaluation des pourcentages e s t  r é a l i s é e  

par  l a  mul t ip l i ca t ion  du temps de ré ten t ion  par  l a  hauteur du pic.  



FICHE 1 4  : IDENTIFICATION DES ESTERS METHYLIEUES D'ACIDES GRAS 

PAR CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE COUPLEE A LA 
SPECTROMETRIE DE MASSE 

B-, K. - In ''Mass Spectrometry". Mc GRAW-HILL ed. ,  1962 (T2) 

MURATA, T. - 3. of Lip. Res., 1978, '2, 166-171 (Tl 9) 

La technique de CPG couplée à l a  spect rométr ie  de masse permet 

d!identif ier  l e s  e s t e r s  méthyliques d 'ac ides  g ras  avec c e r t i t u d e  même l o r s -  

q u ' i l s  s e  t rouvent  à l ' é t a t  de t r a c e s  ou s ' i l s  présen ten t  une s t r u c t u r e  par- 

t i c u l i è r e .  

Les e s t e r s  méthyliques d ' ac ides  g r a s  sont  séparés  classiquement pa r  

CPG s u r  une colonne c a p i l l a i r e  de carbowax 20 M (25  m x 0,25 mm) ; à l a  

s o r t i e  de colonne, l e s  e s t e r s  méthyliques sont  i o n i s é s  pa r  impact d1élec-  

t r o n s  ; l a  sépara t ion  des i o n s  molécula i res  e s t  e f f ec tuée  par  un f i l t r e  

quadrupole ; l a  dé tec t ion  e s t  r é a l i s é e  pa r  un dé t ec t eu r  é l e c t r i que  ; l a  

v i t e s s e  de l e c t u r e  e s t  t rès  rapide ,  l e  spec t r e  de masse pouvant ê t r e  ba- 

l ayé  'en quelques mill i-secondes (appare i l l age  Riber Mag 10-10 assoc ié  au 

système informatique Sydar 121). 

Cinq é tapes  sont  néce s sa i r e s  pour o b t e n i r  l e  spec t r e  de masse d'un 

composé : 

- l ' i n t r oduc t i on  

- 1 l i on i s a t i on  

- l a  d iscr iminat ion des ions  formés 

- l a  dé tec t ion  des i o n s  

- l e  t r a i t ement  des r é s u l t a t s  de l ' ana ly se  



A) INTRODUCTION DE L'ECHANTILLON 

Les échan t i l l ons  i n t r o d u i t s  doivent ê t r e  v o l a t i l s ,  c  ' es t -a-a l  r e  
-2 a v o i r  une p ress ion  de vapeur au moins égale  à 10 mm de mercure à une 

température de 150 à 200°C, température à l a q u e l l e  e s t  por tée  l a  chambre 

de réception de l ' é chan t i l l on .  Ce t t e  condi t ion impose l ' ana ly se  des 

a c ide s  gras sous  forme d ' e s t e r s  méthyliques. 

L ' in t roduct ion e s t  ef fectuée  de façon i n d i r e c t e  : l e s  ac ides  g ras  

en mélange son t  séparés après  l e u r  passage s u r  l a  colonne de chromato- 

graphie  (colonne c a p i l l a i r e  (25 m x 0,25 -1, carbowax 20 M, température : 

130-215°C à 2O/mn, température i n j e c t e u r  : 230°C, gaz vecteur  : H e l i m .  

L 1 u t i l i s a t i o n  du couplage nécess i t e  des d i s p o s i t i f s  pour compenser en par-  

t i c u l i e r  l a  d i f f é r ence  de press ion en t r e  l e s  2  appa re i l s  ( 1  atm. pour l a  

CPG e t  10.' a t m .  pour l a  spectrométrie de masse). 

B) IONISATION DE L 'ECHANTIUON 

Le spectromètre de masse u t i l i s é  Riber-Mag 10-10 pennet l ' i o n i s a t i o n  

p a r  impact d ' é lec t rons  : l e s  molécules qui d i f f u s e n t  s e  heur tent  à un f a i s -  

ceau perpendiculaire d ' é l e c t rons  émis par  une é l ec t rode  chauffée ( f i l  de 

rhénium t r è s  f i n )  e t  a t t i r é s  par  une cathode placée  face  à l ' é l e c t r o d e  

émettr ice.  L'énergie de s  é l e c t rons  peut ê t r e  a j u s t é e  e n t r e  10 e t  100 V, zone 

d 'énergie qui  pennet l e  con t rô le  des processus d ' i on i s a t i on  e t  de fragmen- 

t a t i o n .  La p lupa r t  des molécules organiques a  un p o t e n t i e l  d ' i on i s a t i on  

vo i s i n  de 10 eV (é lec t ron-vo l t s )  : un accroissement d 'énergie  de 5 à 10 eV 

provoque l a  fragmentation de l a  molécule. 

La production d ' i ons  par  impact é lec t ron ique  peut  se s i m p l i f i e r  a i n s i  : 

- ( 1 )  A B C  f e ---)  ABC++^ e 

- ( 2 ) A B C + e  A B + + c + ~  ta 

- (3) A B C + e  .-> A C + + B + ~  e  

La r éac t i on  d ' i o n i s a t i o n  (1) s e  p rodu i t  quand 1 'énergie  des é l e c t rons  

a t t e i n t  l e  p o t e n t i e l  d l i o n i s a t i o n  de l a  molécule ; (2 )  e t  (3) son t  2  poss i -  

b i l i t é s  de fragmentation qui sont  provoquds quand L'énergie des é l e c t rons  

e s t  élevée, ( 2 )  e s t  une simple cassure  de l a  molPcule, (3)  implique un 

réarrangement des f ragmants de l a  molécule après  cassure.  



11 a é t é  démontré que l e  pourcentage d ' ions  p o s i t i f s  e s t  environ 

1000 f o i s  supér ieur  à c e l u i  des ions  néga t i f s  : on ne considère dans l e s  

spec t r e s  analysés que l e s  ions  p o s i t i f s  ; l ' i o n i s a t i o n  d'une molécule se  
-15 

produi t  t r è s  rapidement (10 secondes environ). 

C) DISCRIMINATION DES IONS 

L'apparei l lage u t i l i s é  e s t  équipé d'un f i l t r e  quadrupole : c ' e s t  

l a  combinai son d 'un champ é l ec t r i que  continu e t  d'un champ é l ec t r i que  

a l t e r n a t i f  de haute fréquence qui e f fec tue  l a  séparat ion des ions.  Ces 

champs sont appliqués à 4 barreaux métal l iques  dont l 'arrangement s p a t i a l  

e s t  i l l u s t r é  ( f i gu re  T5) ; l e s  barreaux sont  connectés 2 à 2,  diagonalement, 

p a r  rapport  à l ' axe  long i tud ina l  du quadrupole, à des générateurs  à poten- 

t i e l  va r iab le  e t  à haute  fréquence (megahertz). Cet te  d i spos i t ion  permet 

de f o c a l i s e r  l e s  ions  dans l a  région c e n t r a l e  du quadrupole en appl iquant  

aux 2 pa i r e s  de barreaux des courants  a l t e r n a t i f s  en opposit ion de phase : 

l e s  ions  n ' a t t e ignen t  l e  dé tec teur  que pour un rapport  tension a l t e r n a t i v e /  

t ens ion  continue donné. Le spec t re  de masse complet s ' ob t i en t  par  augmenta- 

t i o n  progressive du p o t e n t i e l  t ou t  en gardant l e  rapport  tension a l t e r n a t i v e /  

t ens ion  continue cons t a i t ;  

D) DECTECTION DES IONS 

E l l e  peut ê t r e  é l e c t r i q u e  ou photographique. 

Les ions  p o s i t i f s  qui  a r r i v e n t  au c o l l e c t e u r  sont  n e u t r a l i s é s  pa r  

des é lec t rons  captés  de l a  t e r r e  après passage dansune f o r t e r é s i s t a n c e .  

La d i f fé rence  de t ens ion  consécutive au niveau de l a  r é s i s t ance  représen te  

l ' i n t e n s i t é  du courant ionique qui e s t  pa r  l a  s u i t e  amplifiée. 

E l l e  e s t  u t i l i s é e  pour des analyses p r éc i s e s  de l a  masse des f rag-  

ments : c ' e s t  une plaque photographique de format 5 x 25 cm qui peut con- 

t e n i r  15 à 30 spec t res  de masse ; l e s  spec t r e s  apparaissent  s u r  l a  plaque 

sous forme de t r a i t s  ve r t i caux  bien dé f in i s ,  chaque t r a i t  correspondant à 

un ion. 



FIGURE T5 

$CHEMA D'UN SPECTROMETRE DE MASSE QUADRUPOLE 



E) TRAITEMENT DES RESULTATS DE LfANALYSE 

L ' a r r i v é e  des o r d i n a t e u r s  c o n s t i t u e  une é tape  fondamentale de moder- 

n i s a t i o n  des  spectromètres de masse qui peuvent ê t r e  u t i l i s é s  au maximum 

de l e u r s  p o s s i b i l i t é s  ; l f i n f o r m a t i q u e  a i d e  l ' o p é r a t e u r  à c a l i b r e r  l e  

spect romètre  de masse avec des  composés de référence .  

L ' a p p a r e i l  c a l i b r é ,  l ' é c h a n t i l l o n  est i n t r o d u i t  ; l ' a c q u i s i t i o n  des  

r é s u l t a t s  connaence dès que l e  balayage du c o l l e c t e u r  d ' ions  p a r  l e  d é t e c t e u r  

e s t  déclenché ; l e s  r é s u l t a t s  s o n t  s tockés  en cont inu  s u r  d i sques  ou bandes 

magnétiques. Lorsque 1 ' ana lyse  de 1 ' é c h a n t i l l o n  e s t  terminée, 1 'opéra teur  

peut  f a i r e  r e s s o r t i r  l e s  données acquises  se lon l e  programme q u ' i l  a  é t a b l i  

au dépar t .  

+ 
Les i o n s  molécula i res  MH des  e s t e r s  méthyliques d ' ac ides  g r a s  ont  

des  i n t e n s i t é s  f o r t e s  ; on peut  donc déterminer  aisément l e s  po ids  molécu- 

l a i r e s  à p a r t i r  des i o n s  MH+ même lorsque  l a  t a i l l e  da l ' é c h a n t i l l o n  e s t  

f a i b l e  ou l o r s q u t i l s  p r é s e n t e n t  un degré d l i n s a t u r a t i o n  é levé  (MURATA, T19). 

Les diagrammes s u i v a n t s  p r é s e n t e n t  l e s  s p e c t r e s  de masse obtenus pour 

les e s t e r s  méthyliques d ' ac ide  s t é a r i q u e ,  o lé ique ,  l i n o l é i q u e  e t  l i n o l é n i q u e  

( f i g u r e  T 6). 



FIGURE T6 

SPECTRE DE MASSE PAR IMPACT D'ELECTRONS DES ESTERS METHYLIQUES 

D'ACIDES STEARIQUE, OLEIQUE, LlNOLElQUE ET LINOLENIQUE 



- , -b - *  
I l . '  :', 

1 NTRODUCTI ON 

La présence de bases à longue chaîne dans l e s  hydrolysats acides 

de GSL a é t é  démontrée par CARTER. E t ,  par  l a  su 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 ca t ion  de ces composés, L'analyse 

de ces  bases impose l ' i d e n t i f i c a t i o n  des bases par  : 

- l 'évaluat ion de l a  longueur de l a  chaine carbonée, 

- l a  mise en évidence de l 'exis tence de doubles l ia i sons ,  

- l a  détexmination de l a  posi t ion des branchements. 

Ces bases peuvent ê t r e  iden t i f i ées  par  des analyses en chromatographie 

su r  couche mince dans divers solvants e t  par  chromatographie en phase ga- 

zeuse (WEISS, T34). Tableau Tl, nous avons reporté  l a  c l a s s i f i ca t ion  géné- . 

t a l e  de ces bases. 

L ' in s 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 : 

1 - l i bé ra t ion  des bases selon GAVER e t  SWEELEY (f iche  Il), 

2 - transformation en DNP-Dérivés qui s t a b i l i s e n t  l e s  bases, 

puis études chromatographiques de ces DNP-Dérivés en couche 

mince e t  pur i f ica t ion ,  

3 - oxydation par  l e  téeraacétate  de plomb des DNP-Dérivés en 

aldéhyde puis analyses chromatographiques en couche mince 

e t  en phase gazeuse, 

4 - oxydation par l e  permanganate de potassium des aldéhydes en 

acides gras  e t  analyses chromatographiques en phase gazeuse. 



TABLEAU T l  

CLASSIFICATION DES BASES A LONGUES CHAINES (D~APRES KARLSSON, 1970) 
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Pour l e s  ra i sons  précédennnent d é c r i t e s  ( f i che  i l ) ,  nous avons 

cho is i  l e s  condi t ions  d'hydrolyse qui  assurent  l a  l i b é r a t i o n  de l a  t o t a -  

l i t é  des bases e t  qui produisent  l e  minimum d ' a r t é f ac t s .  

Après une hydrolyse acide  respec tan t  l a  conf igurat ion des bases, 

l e s  GSL sont coupés en : 

- e s t e r s  d 'ac ides  gras,  

- bases à longue charne (BLC), 

- sucres .  

Les ac ides  g ras  sont e x t r a i t s  dans un premier temps par  l e  n-hexane 

(3  f o i s  3  m l )  pu i s  analysés en CPG. La phase méthanolique i n f é r i e u r e  con- 
1 ' -  

- i - ? ; * > " n  

t i e n t  l e s  sucres  e t  les bases (BLC). - -y& - - -  ' , . r , z M a  

Les BLC sont  e x t r a i t e s  sélectivement par  4 volumes de d i é thy l é the r  

après  a l c a l i n i s a t i o n  du mil ieu jusqufà  pH Il, par  add i t ion  de soude 1 N. 

Les BLC contenues dans l e  d i é thy l é the r  sont  évapor4es à sec  en vue 

de l a  d ini t rophénylat ion.  

ANALYSE DES BASES SOUS FORME DE DNP-DERIVES 

1) OBTENTION DES DNP-DERIVES DES BASES (ICARLSSON, T l 4  ; KARLSSON e t  

col l . ,  T13) 

Les BLC (5 mg) sont  r ep r i s e s  pa r  l m 1  de méthanol contenant 5 p l  de 

1-fluoro-2,4-dinitrobenzène. Après add i t ion  gout te  à gout te  de 4 m l  de 

tampon bora te  de potassium de pH 10,5, l a  d ini t rophénylat ion s e  poursui t  

k 60°C pendant 30 minutes. Le déphasage e s t  assuré  par add i t ion  de CiiC13, 

CH ni e t  H O jusqulà obtention de concentra t ions  f i n a l e s  en CHC13-CH3ûH-H20 - 3 2 
8/4/3 (v/v/v). Les BLC-DNP dér ivés  contenus dans l a  phase i n f é r i e u r e  sont 

récupérés en vue d'une p u r i f i c a t i o n  e t  d'une i d e n t i f i c a t i o n  par  chromato- 

graphie s u r  couche mince. 



2)  PURIFICATION DES DNP-DERIVES DES BASES (KARLSSON, 1970, T l4  ; 

KARLSSON e t  co l l . ,  1968, T13) 

La dini t rophénylat ion procure des avantages c e r t a i n s  comme l a  pe r t e  

minimale des composants causée pa r  dégradation, réarrangement e t  conden- 

s a t i on  des bases aprés l e  c l ivage de l a  l i a i s o n  amide. Cependant, l e s  

DNP-Dérivés des bases doivent ê t r e  p u r i f i é s  pa r  chromatographie s u r  acide 

s i l i c i q u e  a f i n  d 'é l iminer  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. Un e s sa i  de pu r i f i c a t i on  des 

bases témoins pa r  chromatographie s u r  colonne d 'ac ide  s i l i c i q u e  nous a 

pennis de t e s t e r  1a.méthode. Pour ce l a ,  l e s  tubes a chromatographie sont  

remplis avec 2 g d 'ac ide  s i l i c i q u e  équ i l i b r é  dans l e  mélange solvant  

d i i t hy l é the r  - hexane - 3/7 (v/v).  

La séparat ion chromatographique e s t  assurée  par  l e  passage success i f  

des solvants  su ivan ts  : 

- diéthyléther/hexane - 317 (v lv)  : 1 p a r t i e  

- diéthyléther/hexane - 313 (v/v) : 2 p a r t i e s  

- diéthyléther/hexane - 311 (v/v) : 3 p a r t i e s  

à ra ison d'un volume é luan t  de 20 ml/granme 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 de r é a c t i f s ,  etc..),  

- l a  f r a c t i o n  2 con t ien t  l e s  DNP-Dérivés des bases, 

- l a  f r a c t i o n  3 con t ien t  l e s  5-hydroxy DNP-Dérivés des bases. 

Mais l e s  t r è s  f a i b l e s  concentra t ions  en bases présentées  pa r  no t r e  

matér ie l ,  ne nous ont pas permis d 'appl iquer  c e t t e  méthode de p u r i f i c a t i o n  

par  chromatographie su r  acide  s i l i c i q u e ,  a i n s i  t e s t é e  pour des bases t é -  

moins. Nous avons donc u t i l i s é  l a  chromatographie en couche mince pour ana- 

. lyse r  e t  p u r i f i e r  l e s  DNP-Dérivés. 



3) ANALYSE ET PURIFICATION PAR CHROMATOGRAPHIE EN COUCHE MINCE DES 

DNP-DERIVES DES BASES (KARLSSON-URTENSON, T l2  ) 

L ' iden t i f i c a t i on  des DNP-Dérivés des  bases peut s e  f a i r e  pa r  chroma- 

tographie en couche mince, 
l 

Les DNP-Dérivés peuvent ê t r e  séparés en di-hydrpxy-dérivés s a tu r é s  

ou i n sa tu r é s  e t  en tri-hydroxy-dérivés, p a r  chromatographie en couche mince 

s u r  ge l  de s i l i c e  G contenant 2% de bora te  de Na e t  a c t i vé  30 min. à 120°C. 

La migration e s t  assurée  pa r  l e  mélange solvant  chloroformeln-hexane/ 

méthanol dans l e s  propor t ions  50/50/20 (v/v/v),  l a  d ini t rophénylat ion colo- 

r an t  l e s  BLC en jaune, aucune révéla t ion n ' e s t  nécessaire.  Les bases 

hydroxylées s a tu r ée s  migrent l e  p lu s  l o in ,  su iv i e s  par  l e s  bases di-hydro- 

xyléss  insa turées ,  pu i s  par  l e s  bases t r i -hydroxyl ies .  

Après g r a t t age  des taches  ind iv idue l les ,  l e s  DNP-Darivés des  bases 

a i n s i  p u r i f i é s ,  sont  é lué s  quanti tat ivement par  l e  méthanol. 

1) OXYDATION DES DNP-DERIVES EN ALDEHYDES PAR LE TETRAACETATE DE PLOMB 

(SUGITA e t  co l l . ,  T32) 

Nous avons c h o i s i  d'oxyder l e s  DNP-D6rivés des bases pa r  l e  t é t r a -  

a c é t a t e  de plomb e t  d 'analyser  l e s  aldéhydes homologues formés. 

Au cours de l 'oxydation pa r  Le t é t r a a c é t a t e  de plomb, l e s  bases tri- 

hydroxylées perdent t r o i s  atomes de carbone, t and i s  que l e s  bases d i -  

hydroxylées n'en perdent que deux. Ainsi : 

- l a  phytosphingosine ( t18  : O) donne naissance à un penta- 

décanal s a t u r é  en Cl5 : 0, 

- l a  sphinganine (d l8  : 0)  à un hexa-décanal s a tu r é  en Cl6 : 0, 

- e t  l a  sphingosine (d l8  : 1 ) à un hexa-décénal en Cl6 : 1. 

De plus,  une base di-hydroxylée (par  exemple d l 8  : O) e t  une base 

tr i-hydroxylée possédant un atome de carbone supplémentaire ( t 19  : O), 

conduisent après  oxydation par  l e  t é t r a z c i t a t e  de plomb, au même aldéhyde 

(dans c e  ca s  à un hexa-décanal Cl6 : O) ( tab leau  T2). 



FIGURE T2 

IDENTIFICATION PAR CHROMATOGRAPHlE EN PHASE GAZEUSE DES ALDEHYDES 

DERIVES DES BASES A LONGUES CHAINES 
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. Mode ogératoire : 2 mg de base sous forme de DNP-Dérivés sont re- 
---O-- ---O---- 

p r i s  par 0,l  m l  de benzène contenant 30 mg de t é t r aacé ta t e  de plomb. 

L'oxydation se  déroule à 50°C pendant 1 heure. 

Après refroidissement, 5 m l  d'eau d i s t i l l é e  sont a joutés  au milieu 

réactionnel, a i n s i  que 5 m l  de n-hexane. Après ag i t a t ion  e t  déphasage, 

l e s  aldéhydes à longue chagne, solubles dans l e  n-hexane sont r e c u e i l l i s  

e t  analysés par chromatographie en couche mince ee en phase gazeuse. 

2) ANALYSE DES ALDEHYDES PAR CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE 

(Go VAN DESSEL, T 33) 

La  séparation chromatographique su r  couche mince des aldéhydes à 

longue chafne dérivants des bases dinitrophénylées, e s t  réa l i sée  sur  

plaque de gel  de s i l i c e  Gy dans l e  système solvant : n-hexaneldiéthyl- 

é ther lac ide  acétique dans l e s  proportions : 90/10/1 (v/v/v). 

Les aldéhydes l ibres ,  a i n s i  que l e s  cétones e t  l e s  plasmalogènes 

apparaissent en jaune après pulvérisat ion des plaques avec l e  rdac t i  f à 

l a  2,4-dinitrophényl-hydrazine e t  léger  chauffage à 120°C. 

La séparation des aldéhydes se  f a i t  en fonction de l a  longueur de 

chafne e t  du degré de saturation. 

. Mode ogératoire  : 
O----- -------- 

- plaques de ge l  de s i l i c e  G act ivées une heure à 120°C, 

c solvant : n-hexane/diéthyléther/acide acétique - 90/10/1 (v/v/v), - r éac t i f  de révélation : solut ion de 2,5-dinitrophényl-hydrazine 

à 0,4Z dans HCl 2 N y  

- distance de migration : 13 cm 

3) ANALYSE DES ALDEHYDES A LONGUE CHAINE PAR CHROMATOGRAPHIE EN PHASE 

GAZEUSE 

Les aldéhydes à longue chaîne peuvent ê t r e  séparés par chromatogra- 

phie en phase gazeuse sans conversion préalable en un aut re  dérivé, en 

u t i l i s a n t  divers types de phase t e l s  que par exemple : 



. SE 30 à 3% sur  chromosorb W-AW DMCS 

. DEGS a 15% sur  chramosorb W-H MDS 80-100 mesh 

. EGSSX B 57. su r  Gas chromosorb Q 80-100 mesh 

a )  Conditions oeératoires  : 1 'analyse par  chromatographie 'en phase ----------.- ------.-- 
gazeuse a é t é  réa l i sée  sur  un appareil  Varian muni d'un détecteur  à ioni-  

sat ion de f l a m e  -- . L a  sé~aration&romatographique e s t  effectuée su r  une 

colonne standard en inox, remplie de diéthylène-glycol-succinate (DEGS) 

a 10% en poids sur un support i n e r t e  de chrmosorb-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 

170°C e t  c e l l e  du détecteur  de 190°C. 

Le débi t  du gaz vecteur (azote R) é t a i t  de 19-20 ml/mn en t ê t e  de 

colonne. 

b) Ident i f ica t ion  des ald4hzdes à longue chatne : l l i d e n t i f i c a t i o n  des ---- - L I I I I ~ - d . * œ o ~ - . . . I - . . . .  -------*O ---œ---œ- 

aldéhydes à longue chasne, comme c e l l e  des acides gras  e s t  un problème 

d i  f f icf  l e  i riaoudre . 
- La comparaison des temps de ré ten t ion  des p ics  inconnus avec ceux 

outenus ea u t i l i s i n t  des aldéhydes coipmerciaux est par fo is  impossible. En 

ef fe t ,  l e s  ald&hydes témoins ne sont pas tous couunercialisCs e t  il faut  l e s  

synthdtiser B p a r t i r ,  par  exemple, des acides gras homologues. 

Nous avons u t i1 i sQ came t h i n s ,  l e s  oldehydes à longue charne pro- 

venant de l loaydat ion pa r  l e  t i t r a a c é t a t e  de plamb des basas à .longue char- 

ne du commerce. 

- l a  pentadicanal Cl5 : O provient de l a  phytosphingosine t18 : 0, - l e  pentadQcbno1 Cl5 : 1 provisnt de l a  d&ydrophytos~ingosinc 

t18 : 1, 

- l l hexaddcao l  Cl6 : O provient de l a  sphinganine dl8 : 0, 

- 11 rxrsse Qylaareait, puer l a s  ald4byd.a &&nt, une f d a -  

t fon  l inda i r e  antre les  logsr i  s d L ~ i l a ~ t j 3 t  $Y$ temps de r4ten~Seu et l e  

cwitlrrJus dmr Sr ~ar~Akalt. GrtSa ral&eiaa est 



Cependant, l a  longueur de charne équivalente à une double l i a i s o n  e s t  

d i f f i c i l e  à dé f in i r .  De plus,  contrairement au comportement des acides 

gras  s u r  l e  même support, l e s  composés en Ci5 ( sa turés  ou non) ne précè 

dent pas Les composés en Cl6 ( sa tu ré s  ou non). Le pentadécénal e s t  carac- 

t é r i s é  par  un temps de ré tent ion intermédiaire  en t r e  ce lu i  de hexadécanal 
+ 

e t  ce lu i  de l lheptadécanal.  Cette d i f f i c u l t é  rend nécessaire l a  confirma- 

t i o n  de ces  i den t i f i ca t ions  par l 'emploi d'une au t re  technique. 

c )  Evaluation du Eourcentage de chaque aldéhxde : c e t t e  évaluation peut 
-------a------ -------- ---Io--- O-----.- 9- 

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  pa r  l e  produit  de l a  l a rgeur  du p i c  à mi-hauteur, par  l a  

hauteur du pic,  

s o i t  finalement par  l e  produit  du temps de ré ten t ion  absolu 

par  l a  hauteur du pic.  

C'est c e t t e  troisième méthode que nous avons appliquée. 

d) Conclusions : l ' i d e n t i f i c a t i o n  des bases sous fonne d'aldéhydes pré- -.----.---. 
sente  un grand désavantage dû à l ' i n s t a b i l i t é  p a r t i c u l i è r e  des aldéhydes. 

En e f f e t ,  l e s  aldéhydes e t  p lus  particulièrement l e s  aldéhydes à 

chaîne courte,  s e  condensent e t  s e  polymérisent en dimères e t  t r imères  qui 

sont relativement non v o l a t i l s .  Cette polymérisation e s t  accélérée en mi l ieu  

a l ca l in .  

La transformation des bases à longue chaine en aldéhydes homologues 

e t  l 'analyse des aldéhydes par  chromatographie en phase gazeuse doivent ê t r e  

r éa l i s ées  t r è s  rapidement a f i n  d ' év i t e r  c e t t e  polymérisation. 

Le deuxième problème concerne l ' i d e n t i f i c a t i o n  des aldéhydes dont l a  

chafne carbonée e s t  désaturée. Cet te  i d e n t i f i c a t i o n  ne peut ê t r e  r éa l i s ée  que 

par  l'emploi simultané de plusieurs  techniques. Les aldéhydes vont donc 

ê t r e  transformés en produi ts  v o l a t i l s  s t ab l e s  : 



- s o i t  sous forme de diméthyl-acétal  

- s o i t  sous forme d ' a l c o o l  

- s o i t  sous forme d ' ac ides  g r a s  

i d e n t i f i a b l e s  p a r  chromatographie en phase .gazeuse. 

Pour des  ra i sons  techniques ( i d e n t i t é  de colonne) nous avons opt6 

pour l a  t ransformation des  aldéhydes a longue charne en ac ides  g r a s  homo- 

logues. 

Le passage des aldéhydes provenant des bases à longue charne cons- 

t i t u t i v e s  des GSL, en a c i d e s  g ras  homologues se f a i t  p a r  oxydation au 

permanganate d e  potassium. 

Cet te  oxydation peut  a v o i r  l i e u  : 

- s o i t  directement s u r  l e  mélange dlaldahydes,  

- s o i t  aprés hydrogénation c a t a l y t i q u e .  

Nous avons oxydé directement les aldéhydes a longue charne a f i n  de 

confirmer l a  n a t u r e  des bases  c o n s t i t u t i v e s  des  GSL. 

Au cours de  c e t t e  oxydation, les aldéhydes désa tu rés  son t  en général  

pa r t i e l l ement  d d t r u i t s .  L 'analyse p a r  chromatographie en phase gazeuse per-  

met seulement d e  confirmer l ' i d e n t i t é  des aldéhydes mais e l l e  ne permet pas  

l a  v é r i f i c a t i o n  du dosage. - 



1 )  OXYDATION DES ALDEHYIIES E N  ACIDES GRAS (SLOMIANY-HOROWITZ, T30) 

a)  Réac t i f s  : 
..o..----- 

- so lu t i on  s a tu r ée  de KMN04 

- so lu t i on  sa tu rée  de NaHS03 

- soude 0,2 N 

- H2S04 RP 

b) Mode oeé r a to i r e  : 
----o. -------- 
Les aldéhydes sont  séchés sous un courant  d 'azote  à 30°C. Ils 

sont  en su i t e  remis en suspension dans 0,3 m l  de NaOH 0,2 N. 

Après add i t ion  de l a  so lu t i on  de W 0 4  jusqutà  pe r s i s t ance  de la  

co lo r a t i on  (environ 0,3 m i )  e t  a g i t a t i o n  vigoureuse pendant 5 minutes, l e  

mi l ieu  réac t ionne l  e s t  a c i d i f i é  p a r  add i t ion  de O , i  m l  dtH2S04 RP. 

La so lu t ion  e s t  en su i t e  décolorée p a r  add i t ion  progress ive  de 

NaHS03 (environ 0 ,3  - 0,4 ml). 

Après f i l t r a t i o n  s i  nécessa i re ,  s u r  f i l t r e  Uhatman no 1, l e s  ac ides  

g ras  sont  e x t r a i t s  pa r  l e  d i é t h y l é t h e r  ( 3  x 1,5 à 2 ml). 

Les ac ides  g ras  contenus dans l e  d i é thy l é the r  son t  évaporés à sec  

e t  analysés  p a r  chromatographie en phase gazeuse. 

2)  ANALYSE DES ACIDES GRAS 

Ce t te  é tape  néce s s i t e  préalablement : 

- une é tape de t r a n s e s t é r i f i c a t i o n  ( f i che  no 12), 

une é tape  de p u r i f i c a t i o n  des e s t e r s  méthyliques d ' ac ides  g ras  

( f i c h e  no 12) pa r  chromatographie s u r  couche mince, 

- une i n j e c t i o n  s u r  colonne de DEGS à 10% en poids  s u r  support de 

chromosorb ( f i c h e  no 13) .  

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  aldéhydes. 



L'analyse de l a  copule glucidique des  glycosphingolipides a é t é  en 

p a r t i e  r é a l i s é e  dans l e  l abo ra to i r e  de Monsieur FOURNET que nous remercions 

vivement . 
. . 

Cette  analyse néces s i t e  t r o i s  é tapes  : 

- méthanolyse, 

- t r i f l uo roacé ty l a t i on  ou t r imé thy l s i l y l a t i on  des oses,  

- étude par  chromatographie en phase gazeuse. 

1) PREPARATION DU METHANOL ANHYDRE 

Un l i t r e  de méthanol e t  150 grammes de 4C03 sont  chauffés  à r e f l ux  

pendAt 2 heures,  pu i s  f i l t r é s .  Après add i t ion  de 50 grammes de %COj au 

f i l t r a t  e t  d i s t i l l a t i o n  à 65OC, l e  méthanol e s t  r e c u e i l l i  s u r  Na2SOi 

anhydre en ayant soin  d 'é l iminer  l e s  20 m l  de l a  f r a c t i o n  de t e t e  e t  l e s  

100 derniers.  

Le méthanol e s t  conservé à la  température de +4OC dans un flacon 

hermétique e t  f i l t r é  j u s t e  avant 1 'emploi. 

2 )  HYDROLYSE DES GSL 

Après hydrolyse des  GSL e t  ex t r ac t i on  des acides  gras ,  l a  phase inf4-  

r i eu re  méthanolique e s t  neu t r a l i s ée  par  add i t ion  d ' aca t a t e  d 'argent  (100 mg) 

e t  l e s  oses e x t r a i t s  pa r  l e  méthanol. 

3) rnTRAN0LYSE 

Les oses  l i b r e s  provenant de l f hyd ro ly se  des GSL p u r i f i é s  vont ê t r e  

soumis à une étape de méthanolyse. 



2 5 0 u g  de carbohydrate e t  5 0 u g  de méso-inositol jouant l e  r ô l e  

de témoin in te rne ,  sont  i n t r o d u i t s  dans un tube en pyrex (Sovire l  92 - 
Leval lo i s  Pe r r e t  - France) pu i s  sont l yoph i l i s é s  e t  dess4chés tou te  une 

n u i t  dans un dess ica teur  s u r  P O 2 3' 

Le rés idu e s t  r e p r i s  par  2 m l  d'HG1 0,5 M en so lu t ion  dans du mé- 

thanol anhydre. 

Les tubes  sont s c e l l é s  e t  l a i s s é s  2 4  heures à 800C. 

Le méthanolysat e s t '  ensu i te  r e f r o i d i  e t  séché sous courant azote  

à 50°C. 

Puis l e  rés idu obtenu après évaporation à sec de c e t t e  so lu t ion  est  

à nouveau évaporé à sec  e t  a i n s i  de s u i t e  jusqulà  é l iminat ion t o t a l e  de  

l ' a c i d e  chlorhydrique. 

4) TRIFLUOROACETYLATION 

L'échant i l lon sec e s t  r e p r i s  par  200 pl de dichlorométhane e t  200 pl 

d ' anhydride tri f luoroacé t i  que. 

La t r i f l uo roacé ty l a t i on  s e  déroule à 150°C pendant 5 minutes s u r  bac 

à sable. Après refroidissement,  l e s  tubes sont  replacés  5 minutes dans l e  

bac à sable.  Après un nouveau refroidissement,  l e  mélange e s t  p r ê t  à ê t r e  

analysé pa r  chromatographie en phase gazeuse. 

5) CHROMATOGIiAPHIE EN PHASE GAZEUSE DES DERIVES TRIFLUOROACETYLES 

Les dér ivés  t r i f l u o r o a c é t y l é s  des O-méthylglycosides sont  chroma- 

tographiés s u r  une colonne en ve r r e  (0,3 x 300 cm) remplie avec l l O V  210 à 

5% (p/p) s u r  Varapot 30. 

L 'apparei l  u t i l i s é  e s t  un Varian Aérograph modèle 2100 muni d'un 

dé tec teur  à i on i s a t i on  de flamme. 

La programmation de l a  température se  f a i t  de 110° à 210° à ra ison 

de l0 par  minute. Le déb i t  de l ' a z o t e  vecteur  R e s t  de 7,5 ml/mn. 

Les concentra t ions  en oses  sont  ca lcu lées  par  rapport  au méso- 

i n o s i t o l  qui  sert de témoin in te rne .  



d'apre's RCGUS, E. et  col l .  - S. Genersl physiology, 1969, 54, 188 (T25) 
mXTING, S.L. e t  col l .  - Arch. Biochem. Biophys., 1961, 95, 

416 (T2) I 

INTRODUCTION 

+ Le dosage des ( ~ a '  + K )ATîases (EC 3, 6, 1, 3 )  impliquées dans l e  l 
+ + 

t ransport  a c t i f  des ions  Na e t  K repose s u r  l a  grande s e n s i b i l i t é  de 

ces enzymes à l 'ouabarne. 

+ 
En présence d ' ions  ~ a +  e t  K e l l e s  hydrolysent llATP. Cependant dans 

+ + un e x t r a i t  t i  s s u l a i r e  brut,  d ' au t res  ATPases (Ca -Mg dépendantes) ou d'au- 

t r e s  hydrolases peuvent dégrader c e t  ATP. L ' ac t iv i t é  de ces  enzymes con- 

taminant e s t  donc appréciée après i nh ib i t i on  par  l louabaIne des ( ~ a +  + K') 
ATPases. 

Le dosage repose : 

- su r  l ' ex t r ac t ion  des enzymes, 

- l e  dosage du P inorganique l i bé ré  en présence ou non d'ouabarne 

pa r  l a  suspension enzymatique. 

La  di f férence en t r e  l e s  valeurs  trouvées représentant l ' a c t i v i t é  des 
+ + 

(Na + K )Amases. 

MATERIEL E T  METHODE 

1) OBTENTION D'UNE SUSPENSION ENZYMATIQUE 

Las st igmates e t  l e s  s t y l e s  d'oenothera ayant subi ou non des auto- 

ou xdnopollinisations de durée var iable ,  sont homogénéisés au p o t t e r  dans 

un milieu maintenu à +4OC de pH 7 e t  de concentration f i n a l e  0,1 M t r i s ,  

0, l  M NaCl, 10 mM K C l  e t  0 , l  mM EDTA. 



2 ) DOSAGE STANDARD DE L fACTIVITE (?4àC + K+) ATPASIQUE 

+ + 
L 'ac t iv i t é  des (Na + K )ATPases e s t  appréciée au t ravers  de l a  

détermination calorimétrique du P i  l i b é r é  (BONTING e t  co l l . ) .  

250 pl de suspension enzymatique sont a joutés  au milieu reactionnel 

pour donner un volume f i n a l  de 0,5 m l  e t  des concentrations f ina le s  su i -  

vantes : 60 mM NaCl, 30 mM KC1, 10 mM ATP, 2 d4 MgC12, 0 , l  IM EDTA, 100 - 
tris-HC1, pH 7,O. 

Pour l e s  tubes-contrôle, 2 mM en ouabafne sont a joutés  au milieu 

réactionnel précédent e t  subissent une préincubation de 10 minutes. 

La réaction se  déroule à 37OC pendant 5 min. E l l e  e s t  a r rê tée  par 

addi t ion d ' ATCA (10% en concentration f ina le) .  

3) DOSAGE DU PHOSPHORE INORGANIQUE LIBERE 

0,4 ml de r éac t i f  de colorat ion contenant 4% de FeS04 dissous 

extemporanément dans du molybdate dqNii4 3 1% dans H2S04 1 , lS  N sont a joutés  

à 0,4 m l  de milieu rbactionnel. 

Après 10 min. a température ambiante l a  D.O. appréciée à 700 ntn. 

Une uni té  enzymatique représente l p g P i  l i b é r é  en 5 min. par 100 mg 

de t i s s u  f r a i s .  



EXTRACTION DE GLYCOL~PIDES ACIDES COMPLEXES 

lRXII<, C.C., , L.N. - Anal. Biochem.. 1979, &, 335-401 (TAO) 

INTRODUCTION 

En voulant i s o l e r  des GSL complexes pouvant ê t r e  impliqués dans l e s  

phénomènes de reconnaissance, nous avons é t é  amenés à u t i l i s e r  une étape 

d'extraction un peu d i f fé rente  de c e l l e  présentée fiche T2. 

En e f f e t  l ' ex t r ac t ion  des l i p ides  selon FOLCH ne permet pas de garder 

dans l a  phase organique, l e s  GSL t r è s  pola i res  qui peuvent passer dans l a  

phase aqueuse. Nous nous sorraies donc or ien tés  vers l a  technique proposée 

par  IRWIZ e t  col l . ,  ini t ia lement  prévue pour l e s  gangliosides des t i s s u s  

MATERIEL ET METHODE 

20 mg de t i s s u  végétal  sont homogénéisés au pot te r  dans l m 1  de sol-  

vant d 'extraction chloroforme/méthanol - 2 / 1  (v/v). 

Quand l e s  t i s sus  sont bien homogénéisés, l a  suspension e s t  placée 

5 min. à 60°C en tube vissé,  puis l a i s s é e  4 heures à température ambiante. 

La suspension e s t  réhomogécéisée au pot ter ,  puis f i l t r é e .  Le f i l t r a t  

correspondant à un e x t r a i t  l ipidique t o t a l ,  e s t  conservé à -20°C e t  sous 

azote en w e  de son analyse. 

Cette microméthode e s t  particulièrement adaptée aux f a ib l e s  quant i tés  

de matériel biologique dont nous disposons. 



HARTH, S. et coll. - Anal. Biochem., 1978, - 86, 543-551 (Tg) 

ZANETTA, J.P. et c o l l .  - Lipids, 1980, 15, 1055-1061 (735) 

1 NTRODUCTI ON 

L ' e x t r a i t  obtenu pa r  La méthode d'IRWIN a é t é  déposé s u r  plaque de 

s i l i c e  a f i n  d 'en t e n t e r  une première i d e n t i f i c a t i o n  p lus  g lo t a l e .  Le sol-  

vant de migration u t i l i s é  é t a i t  l e  suivant  : 

Nous avons donc essayé p lus ieurs  types de révé la t ion  des oses : 

d-naphtol, o rc ino l  e t  l e  résorcinol/HCl spéc i f ique  des gangliosides.  Une 

énorme tache e s t  apparue, l o r s  de c e t t e  de rn i è r e  révéla t ion.  

Nous avons donc u t i l i s é  des  solvants  de migration c lass ique  pour l a  

séparat ion e t  l ' i d e n t i f i c a t i o n  des gangliosides.  

MATERIEL ET METHODE 

De nombreuses techniques ont  é t é  proposées pour l a  séparat ion des 

gangliosides.  Les p lus  coaimunes (PENICK e t  c o l l .  (lZ2), EBERLEIN e t  c o l l .  

(TS)) u t i l i s e n t  l e s  mélanges solvants  su ivan ts  : 

a) chloroforme/méthanol/eau - 6013518 (v lv lv)  

b) chlorofo~me/méthanol/NH~OH 2,5 N - 6013518 (v lv lv)  

c) n-propanolleau - 713 (vlv)  

d)  n-propanol/NH40H conc. leau - 61211 ( vlv lv)  

e)  n-butanollpyridineleau - 31211 (v lv lv )  

f )  tétrahydrofuranne/eau. - 5/1  (v/v) 



FIGURE T7 

NALYSE DES GANGLlOSiDES SUR HPTLC DANS LE SYSTEME DE HARTH ET Coll. 

FIGURE T8 

UALYSE DES GANGLJOSIDES SUR HPTL DANS LE SYSTEME DE ZANETTA ET Coll. 



Cer ta ines  s e  fon t  en double dimension (M. OHASRI, T21). 

Nous l e u r  avons p r é f é r é  l e s  techniques proposées s o i t  pa r  HARTH e t  

c o l l .  (pour sa s p é c i f i c i t é ) ,  s o i t  pa r  TANETTA e t  c o l l .  (pour sa r ap id i t é ) .  

1) Système solvant  (HARTH e t  co l l . ,  T9) ---.----------- 
L a  sépara t ion  des gangl ios ides  e s t  r é a l i s é e  s u r  plaque dlHPTLC p a r  

une succession de mélange solvant .  

La première migration de 20 cm e s t  r é a l i s é e  dans l e  chloroforme. 

Acides g r a s  e t  s t é r o l s  migrent  avec l e  f r o n t  du solvant .  

@+;;( La seconde migration de 15 cm e s t  assurée  pa r  l e  mélange solvant  
, . ;.": 
su ivan t  : chloroforme/méthanol/eau - 70/30/4 (v/v/v).  Les phospholipides 

s e  détachent du r e s t e  des l i p i d e s .  

Le t ro i s ième  e t  l e  d e r n i e r  solvant  permet la  sépara t ion  des ganglio-  

s ides .  Le mélange u t i l i s é  e s t  : chloroforme/rnéthanol/CaCl2 0,252 - 
65/35/8 (v/v/v). 

Les plaques sont  révé lées  p a r  pu lvé r i s a t i on  d'un r é a c t i f  au résor-  

cinol/HCl. 

L ' e f f i c a c i t é  de c e  système a é té  v é r i f i é e  en déposant d ive r s  témoins 

de phospholipides. 

Les r é s u l t a t s  des migrat ions  sont  repor tés  f i g u r e  T7. 

Aucun phospholipide ne r e s t e  au niveau de l a  zone (8  cm) des gan- 

g l i o s ide s .  Tous l e s  r évé l a t eu r s  e t  en p a r t i c u l i e r  c e l u i  de DRAGENDORFT 

n'ont  pas  mis en évidence de l i p i d e s  dans l a  zone des  gangl ios ides .  

De même l e s  con t rô l e s  de l a  migrat ion des d i v e r s  GSL neu t res ,  du 

cho l e s t é ro l  e t  des g lycé ro l i p ide s  ont  conduit  aux mêmes r é s u l t a t s .  Seuls  

l e s  gangl ios ides  apparaissent .  

2 )  Second système solvant  (ZANETTA e t  co l l . ,  T35) 
-o.----- ----œ---.œ--- 

I c i  également, l a  sépara t ion  des gangl ios ides  e s t  obtenue s u r  plaque 
X -* U 
;**L "9 

.,$V& 
fi " ;gLg dtHPTLC mais dans un système solvant  moins complexe : acé t a t e  de méthyl/ 

, +G&7d 
d ,, -. * .v :. - :* n-propanol/chloroforme/méthanol/KC1 0,25% - 25/20/20/20/7 (v/v).  En 45 min. 

3 "  - 
p p  Y.'. e t  à température ambiante, l a  migrat ion s u r  20 cm e t  l a  séparat ion des 

gangl ios ides  sont  achevées. 

Figute  T8 nous prasentons un.exemple de sépara t ion  de nos e x t r a i t s  

. végétaux e t  d'un mélange témoin de gangliosides.  



3) Révélation 
..O-..---.- 

Nous avons u t i l i s é  l e  systhme résorcinol-HC1 

. Solution A : 

. résorcinol.............. 2 g 

. E.D. q.s.p .............. 100 m l  

. Solution B : 

.................. - CuS04.. 2,49 g 

- E.D. q.s.p.............. 100 m l  

. Solution de t r a v a i l  A préparer extemporanément 

- Solution A.............. 10 m l  

............. - Solution B. 0,5 m l  

- HC1 RP................. 80 m l  

Après pulvérisat ion des plaques avec l e  réac t i f  e t  chauffage 10 min 

h 120°C, l e s  l i p ides  contenant des acides s ia l iques  apparaissent en bleu 

violacé.  



FICHE 20 : ESSAIS DE PURIFICATION DES GSL ACIDES COMPLEXES 

=WIN, C.C., IRWiN, L.N. - Anaï. Biochem., 1979, 94, 335-339 (T10) 

INTRODUCTION 

Les e x t r a i t s  préparés selon l e  protocole déc r i t  f iche Tl8 sont puri-  

f i é s  par chromatographie d'adsorption sur acide s i l ic ique .  

REACTIFS 'f ,,.,-." .. ," 
8 .  

- Acide s i l i c i q u e  u n i s i l  100-200 mesh 

- Solvant nO1 chloroforme/méthanol/eau - 6512514 (vlvlv) 

- Solvant no 2 chloroforme/méthanol/eau - 50150115 (v/v/v) 

MODE OPERATO IRE 

Dans une p ipe t t e  Pasteur de 0,s cm de diamètre e t  dont l 'extrémité  

e s t  remplie de la ine  de verre, e s t  déposé un lit de 2 cm de haut d'acide 

s i l ic ique .  

L 'ex t ra i t  l ip id ique  correspondant à 10 mg de t i s s u  e s t  daposé en 

haut de l a  colonne de chromatographie. 

Après passage de 2 m l  de solvant no 1, seuls  l e s  l i p ides  pola i res  

conune l e s  gangliosides res ten t  sur  l a  colonne, a ins i  que quelques pigments 

de nature chlorophyllienne. 

Les gangliosides sont normalement élués par 2x 1 m l  de solvant no 2.  

Après l e  second rinçage, une légère surpression en haut de l a  colonne permet 

de récupérer l a  f rac t ion  F 2 sans perte. 



. .  . 
FICHE 21 : CARACTERISATION DES ACIDES SIALIQUES 

SCBAIJER, R. - Methodas in enzymlogy, 1 978, 50 (C) , 64-89 (T28) 

1 NTRODUCTI ON 

Les acides s i a l i ques  représentent une fami l le  ae  ra composés dé r i -  

vant de 1 'acide neuraminique. 

. -; vf:rtL+.'.w 

, p -,,,,,d 

H HA 'OH " 0- 
Acide 5-amino-3,5-dideoxy-D-gl ycéro-O-galactononulosonique 

ou a c i d e  neuraminique 

C e s  acides s i a l i ques  sont fréquemnent rencontrés chez l e s  animaux. 

En d6pi t  de c e r t a i n s  travaux, cas  acides  s i a l i ques  n 'ont  pas encore é té  

t rouvés dans l e s  glycol ipides  végétaux. 

La ca r ac t é r i s a t i on  de nos glycol ipides  t r è s  p a r t i c u l i e r s  a comnencé 

par  une t en t a t i ve  de mise en évidence des ac ides  s ia l iques .  



LIBERATION DES ACIDES S IALIQUES 

Les ac ides  s i a l i q u e s  son t  l i b é r é s  de l e u r  l i a i s o n  g lycos id ique  s o i t  

p a r  l e s  a c i d e s  d i l u é s  s o i t  p a r  Les neuraminidases ( EC 3, 2, 1, 18).  

Nous avons t e s t é  c e s  deux méthodes : 

1°)  Hxdrolyse a c i d e  - O--- ----O--- 

Les glycoconjugués (1-10 mg) son t  r e p r i s  dans 1 m l  dlHC1 0 , l  N.  

L 'hydrolyse se déroule  à 80°C pendant 60 min. 

Ces cond i t ions  conduisent  à l a  l i b é r a t i o n  complète des  ac ides  s i a -  

l i q u e s  des  gangl ios ides .  Selon SCHWER, 20% seulement des  ac ides  s i a l i -  

ques sont  d é t r u i t s  au cours  de l ' hydro lyse  e t  l e s  groupements O-acylés 

son t  é l iminés .  

2O) Hydrolyse enzymatique ------_----------- -- 
Les s ia loconjugués  (1-10 mg)  son t  r e p r i s  p a r  25 ~ i l  de tampon a c é t a t e  

1 mM de  pH 5, 25 pl de Ca C l 2  0 , l  di e t  en présence de 25 pl de T r i t o n  

X 100, d i l u é  au 1/100e. 

1 5 0 ~ 1  de neuraminidase de Vibr io  cho le rae  s o n t  a j o u t é s ,  a i n s i  que 

que 2 5 p l  d'eau d i s t i l l é e .  L ' incubat ion  s e  déroule  à 37OC pendant 8 heurés ,  

en présence  de 25 u n i t é s  de neuraminidase. 

En généra l  l ' hydro lyse  dure  de 30 min. à 24  h en fonc t ion  de l a  

n a t u r e  du glycoconjugué e t  de l ' a c i d e  s i a l i q u e .  

Il convient  de n o t e r  que l a  l i a i s o n  de l ' a c i d e  N-acétyl-4-Oacétyl . 
neuraminique e s t  r é s i s t a n t e .  

PURIFICATION DES ACIDES NEURAMIN IQUES 

Après hydrolyse ac ide ,  l e s  l i p i d e s  son t  e x t r a i t s ,  p a r  a d d i t i o n  de 

Après déphasage l a  phase aqueuse e s t  déposée au sommet d 'une colonne 

de chromatographiecontenant0,8 m l  de Dowex 1 x 2 sous forme formiate.  

Les~con taminan t s  son t  é l iminés  p a r  passage d 'eau d i s t i l l é e  (2 m l  

envi ron) .  Les ac ides  s i a l i q u e s  sont  é lués  p a r  4 m l  d ' a c i d e  formique à 5%. . 1.3. , ky*; - LI>, " 8 ,  4: ?$[ ,. r ",W.%- 



IDENTIFICATION PAR CHROMATOGRAPE IE EN COUCHE MINCE 

Afin d ' i d e n t i f i e r  avec p l u s  de s a c u r i t é  nos composés, nous avons 

u t i l i s é  : 

L ' i d e n t i f i c a t i o n  p a r  chromatographie en couche mince (CCM) des  a c i d e s  

s i a l i q u e s  s e  f a i t  s o i t  sur plaque de s i l i c e ,  s o i t  s u r  plaque de c e l l u l o s e .  

Les plaques de  c e l l u l o s e  s u b i s s e n t  une pré-migrat ion dans HC1 0,1 N p u i s  

un séchage i 1 ' a i r  l i b r e  a f i n  de p a r f a i r e  l a  sdpara t fon des  ac ides  s i a l i -  

ques qui  son t  e ~ t r ~ e m e n t  s e n s i b l e s  B l a  présence de c a t i o n s  s u r  l e s  p la -  

ques de CCH. 

- pour l e s  dépôts  s u r  plaque de c e l l u l o s e  l e s  systèmes s u i v a n t s  : 

a) n-butanol/n-propanol/O, 1 N H C l  - 11211 (v /v /v)  

6 

- pour l e s  dépô t s  s u r  plaque de s l l i c a g e l  l e s  deux systèmes . 

s o l v a n t s  : 

La migra t ion  e s t  t o u j o u r s  de 10 cm. Les a c i d e s  s i a l i q u e s  son t  v isua-  

l i s é s  p a r  p u l v é r i s a t i o n  d'un réac t f  f au résorcinol/HC1. 



F I C H E  22 : DOSAGE PAR LA METHDDE D E  WARREN 

SCHAUER, R. - Mcthodes in enzymology, 1978, 50 (Cl, 64- 69 0 2 8 )  

1 NTRODUCTION 

Diverses méthodes on t  é t é  proposées pour l e  dosage des acides  s i a l i -  

ques l i b r e s  (vo i r  pour revue SCHAUER, ïZ8). 

Nous avons re tenu l a  méthode de WARREN c a r  e l l e  e s t  sens ib le  e t  

relat ivement spécif ique dans ce r t a ine s  condit ions.  

Les acides  neuraminiques après  oxydation periodique l i b è r e n t  un pré- 

chromogène l e  /3 -fonnylpyruvate qui  en présence d 'ac ide  th iobarb i tu r ique  

donne un chromophore rouge soluble  dans l e s  so lvan ts  organiques e t  dont l e  

maximum d'absorption est s i t u é  à 549 nm. 

METHODE 

Solution 1 : Métaperiodate 0,25 M ----------- 

Solution 2 : Réactif à l l a r s é n i a t e  
--O-----.- 



FIGURE T9 

ETUDE SPECTRALE DU CHROMOGENE FORME LORS DU DOSAGE 
PAR LA METHOOE DE WARREN 



Solut ion 3 : Acide th iobarb i tu r ique  -----.--.-- 
......... . Acide th iobarbi tur ique. .  0,9 g 

. Na2S0 4uuMo..w............... 7 , l  g 

. H O.......................q.s.p.. 100 m l  2 

MODE OPERATOIRE 

Les ac ides  s i a l i ques  sont l i b é r é s  de l e u r s  glycoconjugués pa r  hydro- 

l y se  ac ide  douce ( f i c h e  T20) e t  p u r i f i é s  par  chromatographie d'échange 

ionique s u r  colonne de Dowex 1 x 2. Les acides  s i a l i q u e s  contenus dans l a  

f r a c t i o n  F2 é l u é s  pa r  l e  formiate sont  dosés par  l a  méthode de WARREN. 

A 2 5 0 p l  de so lu t ion  contenant 2 à 2 0 p g  d 'acide  s i a l i q u e  sont  a jou t é s  

20 fi1 de so lu t i on  de métaperiodate. 

Après 30 min. à température ambiante, l ' a d d i t i o n  de 200 pl d ' a r s én i a t e  

permet l a  des t ruc t ion  de l ' excès  de periodate.  Une co lora t ion  jaune appara î t  

correspondant à l a  l i b é r a t i o n  de l ' i ode .  Après a g i t a t i o n  e t  décolorat ion 

2 0 0 p l  d ' ac ide  th iobarb i tu r ique  sont  a jou t é s  e t  l e s  tubes sont  p lacés  5 min. 

à 1oo0c. , ' , 1 1 :'> = -.: ?.#$,$ .Li -. 

Après refroidissement l e  chromophore e s t  e x t r a i t  pa r  1 m l  de cyclo- 

hexanon'e e t  l a  dens i té  optique e s t  appréciée à 549 nm e t  à 532 nm. 

Cet te  méthode n ' e s t  pas r é a l i s a b l e  s u r  des  e x t r a i t s  b ru t s  de plantes .  

La l i b é r a t i o n  des acides  s i a l i q u e s  e t  l e u r  pu r i f i c a t i on  s u r  h w e x  1 x 2 
' sont en e f f e t  indispensables,  c a r  de nombreux contaminants peuvent i n t e r f é r e r  

dans c e t t e  méthode si l e s  e x t r a i t s  ne  sont  pas p u r i f i é s ,  c e  sont  l e  L-fucose, 

l e  2-déoxyribose, l e s  acides  2-ceto-3-déoxyaldoniques ( W O )  e t  l e s  acides  

gras  désaturés.  

11 e x i s t e  une méthode pour appréc ie r  l a  présence de chromophores ne 

der ivant  pas  d 'ac ide  s i a l i q u e  : e l l e  r é s ide  dans une double l e c t u r e  à 549 

532 e t  dans l ' app l i ca t i on  d'une formule mathématique. 

Nous avons également r é a l i s é  c e t t e  double l e c tu r e ,  b ien que nos. ex- 
.? t q  S," 

:F ,r 
r Z L  **LJt 

t r a i t s  a i e n t  toujours  é t é  p u r i f i é s  par  chromatographie d'échange i o h q u e .  
$$;,>:l , &VP 

_., Les spec t r e s  d 'absorption des chromogènes témoins e t  de nos e x t r a i t s  
y.. 8Q . - 

sont p résen tés  f i gu re  Tg. 



FICHE 23 : ANALYSE EN SPECTROM~TRIE DE MASSE DES GSL ACIDES 

COMPLEXES 

Les 6tudes en spectromdtrîe de masse du c a p o s 4  l i bd ré  aprés  hydro- 

lyse  acide du glycol ipide complexe on t  btd réa l i sdes  par  Monsieur B. FOURNET 

e t  Monsieur J.C. MICHALSKI que nous remercions vivement. 

La composé obtenu aprés hydrolyse acide e t  pu r i f i ca t i on  su r  Dowex 1 x 2 

(vo i r  Fiche T21) e s t  r6dui t  puis mbthylé. 

2 mg de composé sont  rédui t s  par  BD4Na en excès dans 1 m l  de Nam 0,05 M 

durant une nu i t .  La r i ac t i on  e s t  a r r ê t é e  pa r  addi t ion de Dowex 50 x 8 (forme + H ) en batch. Après f i l t r a t i o n ,  l a  so lu t ion  e s t  concentrée e t  l ' excès  de bo- 

r a t e  eliminé p a r  évaporation répétée avec du méthanol. 

La méthylation a é t é  r éa l i s ée  suivant  l a  méthode d1HAKQ40RI modifiée 

pa r  FINNE e t  c o l l .  (*). Toutes l e s  réac t ions  s e  déroulent à l ' a b r i  de l ' a i r ,  

sous courant d'azote. Le produi t  rédu i t  e t  lyophi l i sé  e s t  r e p r i s  par  100)i l  

de diméthylsulfoxyde (=O) e t  placé 15 min. au bain ultrasonique.  200  )il 

de sulfinylcarbanion sont  a l o r s  a joutés .  La réact ion s e  déroule pendant 

1 heure sous ultra-sons.  200 pl d ' iodure de méthyle sont a jou tés  au mélange 

réactionnel préalablement r e f r o i d i  à -20°C. La méthylation s'alcfectue en 

45 min dans l e  bain b ultra-sons e t  à température ambiante. 

(*) SOI. HAKOMORI. - J. Biochem (Tokyo), 1964 95, 205-208. - 



Le produi t  méthylé e s t  e x t r a i t  3 f o i s  pa r  du chloroforme. Les phases 

chlorofonniques sont  ensu i te  lavées  à l ' e au  d i s t i l l é e  e t  séchées s u r  Na SO 2 4' 

C) PURIFICATION DES DERIVES METHYLES 

Le composé méthylé e s t  a l o r s  p u r i f i é  selon l a  méthode de Y U H I T A  

e t  c o l l .  (*), s u r  une colonne de s i l i c a g e l  (0 ,s  x 5 cm, Kieselgel  70-325 

mesh, Merck). Après un lavage pa r  passage de 5 m l  de chloroforme, l t é l u t i o n  

des dé r ivés  méthylés e s t  assurée  p a r  20 m l  de méthanol/chlorofome - 5/95 

(v lv )  

D) ANALYSE EN . CPG/MS 

Les p rodu i t s  méthylés son t  analysés p a r  chromatographie en phase ga- 

zeuse (CPG) couplée à un spectromètre de masse (24s). 

La sépara t ion  chromatographique en CPG a é t é  r é a l i s é e  s u r  un appa- 

r e i l  G i rde l l  30 équipé d'une colonne c a p i l l a i r e  (0,3 mm x 60 m) dlOV 101 

e t  s ' e s t  déroulée en programmation de température (100-230°C à S°C/min.) 

e t  pour un déb i t  du gaz vecteur  (N2) de 20 ml/min. 8' ' 1 .  ' ,F&qJ 
- 8 ,, ,.h;u * 

L'emploi d'un appare i l  Riber - Mag 10-10 a permis l ' i d e n t i f i c a t i o n  

du spec t re  de masse du composé. . '  = , ,  , ..) ,, . ,. 8 - ; 1  - , # , #  . - A , ,  , # - & ,  ' ,';.:L :;,; ;- .;,,, , - - .  , - , ~  -. ''<,,,,.;; ",?p.&& 
, I : ,  ,y,:-. ...'., 

:.'.. 4 " # ,  : $ I I %  . 
/ I I ,  8 - 8  ' .  ..:. 

1. ' . . .- 7- I m r y , , <  
..? 1 - , 

8 ,., 
- .. J ' ,  .. , ,.,: - '. *7'? 

' #T: 
8 ihi~.r,', Frr 

- 1  -,' 1 '  

I . _ ,  Ir -- , - 8 1'- 8 - u - r 

" - , ' ,  -7 &+> - - -  , 
8 .  i 

- - !  

- 1  1 -  L 'r 1 ,i- 
I I 8 ' -  ' 

1 - 

(*) YAMASHITA, K., TACHIBANA, Y. e t  A. KOBATA. - Arch. Biochem. Biophys., 

1976, - 174, 382-5910 
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FICHE 24 : EXTRACTION DES PHOSPHOLIPIDES 

FOLCH, J. and COU. - J. Biol.  Chm. , 1957, - 228, 497-509 (TT) 

1 NTRODUCTI ON 

Les phospholipides sont t r è s  facilement e x t r a i t s  par  l e  mélange 

chloroforme/méthanol (2/1) contrairement aux glycosphingolipides. De p lus  

l a  prasence dans l e s  t i s s u s  végdtaux de phospholipase D i n t e r d i t  toute  

élévation de t q d r a t u r e  l o r s  de l ' ex t r ac t ion  des phospholipides. 

Les organes sont broy6s m~caniquament dans l e  m8langa chloroforme/ 

méthanol. La méthanol G n a t u r e  l e s  protdines e t  l e  chloroforme favorise  l a  

mise en so lu t ion  des l i p i d e s  totaux. Apràs addit ion d'eau e t  adlange, on 

ob t i en t  un déphasage avec passage dans l a  phase svparieure hydroalcoolique 

des substances hydrosolubles, l a  phase in fd r i eu re  chloroformique renferme 

l e s  l i p ides  totaux B l ' é t a t  pur. 

MATERIEL ET METMODE 

- solvant  d 'extract ion chlorofonne/dthanol  - 2 / 1  (v/v) 

- so lu t ion  de NaCl à 7,s $il 

- solut ion de lavage : 

. chlorofonne/m6thanol/eau - 8 / 4 / 3  (v/v) . a g i t e r  en ampoule à décanter, l a i s s e r  reposer e t  récupérer l a  

phase supérieure 

. mesurer l a  phase supérieure e t  addi t ion 

. a g i t e r  jusqutA d isso lu t ion  eompléte 



2 ) EXTRACTION 

- 1 g de t i s s u  e s t  homogénéisé dans 20  m l  de solvant 'd 'extract ion à 

l ' a i d e  d'un homogénéisateur Ultra-Turax. La isse r  reposer 24 heures e t  

f i l t r e r  s u r  f i l t r e  sans cendre en r inçan t  bien l e  haut du f i l t r e  avec l e  

mélange d 'extract ion.  

- a j o u t e r  4 m l  de so lu t ion  de NaCl à 7,s g/L e t  a g i t e r  vigoureusement 

  en da nt 1 m. 

- abandonner une n u i t  à température ambiante pour permettre l e  dépha- 

sage. Siphoner l a  phase hydroalcoolique, e t  l aver  , t roi ,s  f o i s  l a  phase chlo- 
;J - -  - k  n , l ,  - ,j7>;,"':,?- *- 

roformique avec l e  l iqu ide  de lavage- - a ' ~ , ; ,  . iT , , v r , ,.& 
2 - ,, # ,  F L L - ( '  -,., *-q - - 

- d 

i i t x t r a i t s  sont ensu i t e  conservés à -2o0C sous a r c  . 
, .  . , , .- -. - /-"-1 8 #,,. - - - ,  , I l  . J . ' ;d - * ' - . y -  

4. , /  ~ : ' ~ e i ' ~ <  1 n d  "$A,!-, A ,  ' ,,> J - ' ( ' 1,8-":~: '+ , , , $ r & i '  



RAHEYA et coll. - J. Lipid Res., 1973, k, 695-697 (T24) 

1 NTRODUCT 1 ON 

Il e x i s t e  un grand nombre de méthodes pour doser l e s  phospholipides. 

Invariablement,:la conversion du phosphore organique en phosphore inorga- 

nique nécess i te  une hydrolyse acide préalable  des phospholipides. Nous 

avons donc retenu l a  méthode de RAHEYA e t  c o l l .  qui n'exige pas c e t t e  

&tape de minéral isat ion des l i p i d e s  c a r  l a  solut ion chromogénique r éag i t  

directement avec l e  phosphore des phospholipides pour donner un complexe 

bleu de Pzusae. 

REACTIFS 

1) Les solvants  : chloroforme e t  méthanol sont des produi ts  MERCK tr&s -----.-.---- 
purs (ana ly t ica l  grade) . 

2 )  Solution chromogène : 
-O--.---------. 0-0 

. Solution A : dissoudre 16 g de molybdate d'ammonium dans 120 m l  

d 'eau. . Solution B : prélever  80 m l  de l a  so lu t ion  A, a jou te r  40 m i  dVHC1 

concentre et  10 m l  de mercure. Agiter pendant 30 mn e t  f i l t r e r .  

. Solution C : d l a n g e r  200 m l  d1H2S04 concentrl  au r e s t e  de l a  

so lu t ion  A e t  a jou te r  l e  mélange obtenu à la  solut ion B. 

3) Solution chromogene eroerernent d i t  : 
*----.*------O0 -O-- 0- ----.----- 
. Prélever  25 ml de solut ion C, a jou te r  43 n' de mecnanol, 5 rnr ar  

chloroforme e t  20 m l  d'eau. 



METHODE 

L'ext ra i t  l ip id ique  correspondant à 1-10 pg de phosphore e s t  placé 

dans un tube corning vissé.  Le solvant e s t  évaporé sous courant d 'azote,  

Le résidu sec e s t  r ep r i s  par 0,4 m l  de chloroforme e t  0 , l  m l  de solu- 

t i o n  chromogène. Le mélange e s t  porté 85 secondes au bain-marie boui l lant  

e t  après 10 mn de refroidissement à temperature ambiante, 5 m l  de chloro- 

forme gont ajoutés. Après ag i ta t ion  e t  repos de 30 mn, l a  lec ture  se  f a i t  

à 710 nm contre un blanc témoin. 

Des courbes d'étalonnage r e l a t ives  aux d i f fé rentes  c lasses  de phos- 

pholipides sont é t ab l i e s  en u t i l i s a n t  des' étalons t r a i t é s  dans l e s  mêmes 

conditions. La  teneur en phospholipides e s t  l ue  sur l a  droi te .  

11 ex i s t e  une r e l a t ion  l i n é a i r e  en t re  l a  densi té  optique e t  l a  te -  

neur en phosphore pour des valeurs  comprises en t re  '1 à 10 p g  de phosphore 

l ipidique,  



LARTILLOT, S., VOGEL, C . - Feuillet de Biochimie, 1 970; If (53), 1-4 

(Tl81 

INTRODUCTION 

Nous avons prdféré ne pas u t i l i s e r  l e s  dosages enzymatiques des tri-  

glycér ides  t e l s  q u ' i l s  s e  prat iquent  s u r  l e s  sérums c a r  l e s  e x t r a i t s  I 
chloroformfques apras évaporation à sec sont t r è s  d i f f i c i l e s  à s o l u b i l i s e r  I 
dans l e  milieu aqueux n i ce s sa i r e  à l a  réact ion enzymatique. Nous l e u r  I 
avons donc préféré  l e  dosage c lass ique  de LARMUûT e t  VOGEL (T18). 

Le aiéthylate de socKun dans l ' isopropanol l i b è r e  l e  glycérol  de s e s  l 
l i a i s o n s  e s t e r s  par  une t r a n s e s t é r i f i c a t i  on d i rec te .  1 

Le glycérol  l i b é r é  e s t  ensu i te  oxydé par  l ' a c i d e  periodique en aldé- 

hyde formique. Celui-ci condensé avec l lacétylacétiane e t  l'omnoniac selon 

l a  réact ion de HANTZCH, donne un c o q o s 4  coloré  en jaune e t  f luorescent  dû 

à l a  3,5-diac6tyl-1,4-dihydrolutidine qui peut ê t r e  dos6 par  colorimCtrie 

ou f luorimétrie.  
&$qL*LTi ,#$ 

IL ,.:2 

HCHO + 
NH4 

diacé tyl -dihydrolut idine 
j aune 



REACTIFS 

1) Mélange solvant  : isopropanol/heptane - 35/20 (v/v).  

2 )  So lu t ion  de t r i p a l m i t i n e  à 1 mg/rnl dans l e  mélange so lvan t  précédent. 

3) Méthylate de sodium O , 1  M dans l ' i sopropanol  anhydre. 

Le r é a c t i f  é t a n t  de conservat ion l imi tée ,  il e s t  p r é f é r ab l e  de l e  

p répare r  p a r  p e t i t e s  quan t i t é s  à p a r t i r  d'une so lu t i on  mère molaire. 

4) So lu t ion  periodique 

. Métaperiodate de sodium.................... 0,250 g 

Acide acétique................... 2,5 m l  . ........... 
. Eau d i s t i l l é e .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . q  .S.P. 100 m l  

5 )  Réactif  co lo ran t  

. Acétate  d'ammonim.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  15 g 

(d issoudre  dans environ 50 m l  d 'eau) . 

. k 4 t y l a c é t o n e . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4 m l  

. Eau d i s t i l l é e . . .  .....................q .S.P. 100 m l  

NOTA : il f a u t  u t i l i s e r  des  so lvan t s  de  t r è s  bonne pureté ,  notannnent - 
exempts d'aldéhydes. 

MODE OPERATOIRE 

L ' e x t r a i t  l i p i d i q u e  contenant de Q à 30 pg de  g lycé ro l i p ide s  e s t  

évaporé à s e c  pu i s  r e p r i s  p a r  0,5 m l  de mélange solvant .  

Le t ab leau  suivant  résume l a  séquence opéra to i re  qui  comporte oxy- 

da t ion  per iodique e t  co lo ra t ion .  



Les r é s u l t a t s  sont  expri,més en mg de t r i pa lmi t i ne .  

1 

Blanc 

095 

. 
Séquence opéra to i re  

Ex t r a i t  

I 

Evaporer à sec. Reprendre par  200 p l  dlheptane 

Analyse 

095 

Méthylate de Na 

Etalon 

0, 5 

2 

Mélanger e t  a t t end re  5 minutes 

2 

Solution periodique 

2 

1 

Mélanger 

1 1 

Réactif co loran t  

Mélanger e t  l a i s s e r  décanter  5 à 10 nm ; sans a t t endre  que l a  phase 

i n f é r i eu re  s o i t  complètement limpide, é l iminer  l e  surnageant à l a  

trompe à vide. 

Centrifuger quelques mn à environ 3000 tr/mn pour é l iminer  l e  r e s t e  

de l a  phase organique. 

Placer  l e s  tubes  au bain-marie à 37OC pendant 20 mn. 

Ref ro id i r  l e s  tubes dans un bac à glace.  

Mesurer l e s  D.O. par  rapport  au blanc à 410 rm. 

0, 5  0, 5 0 ,  5 



FICHE 27 : DETERMINATION DU RAPPORT LECITHINE/SPHINGOMYELI NE 

S!ïüBER, A. et co l l .  - Clin. Chim. Acta, 1976, '/0, 221-226 (T31) 

INTRODUCTION 

La détermination du rapport  lécithine/sphingomyéline repose s u r  : 

- l a  séparation par  chromatographie en couche mince de l a  

- l é c i th ine  e t  de l a  sphingomyéline. 

- l e u r  révélat ion spécifique par  l e  r éac t i f  de DRAGENDORFF. 

- 1 ' in tégra t ion  au densitomètre Sebia des chromatogrammes. 

- l ' éva lua t ion  des surfaces des p i c s  correspondants. 

REACTIFS 

8 J' , C C _  - Plaque de gel de s i l i c e  

- Solvant de migration : chloroforme/m%thanol/eau - 8/3/0,5 (v/v/v) 

- Réactif de DRAGENDORFF : 

. so lu t ion  1 : Bi(N03)3 5H20 1,7 g 

CH3COOH 20% q.s.p. 100 m l  

. solut ion 2 : IK 40 g 

E e D o  q.s.p. 100 m l  

so lu t ion  de t r a v a i l  à préparer extemporanément : 

- solut ion 1 : 5 m l  8 ,  , 
- ! , '  71 

# ,  ' ,  1 ;, - solut ion 2 : 5 m l  



. so lu t ion  é ta lon 

- l é c i t h i n e  1 mg 

- sphingomyéline 1 mg 

- chloroforme 0,5 m l  

- méthanol 0 ,s  m l  

MODE OPERATOIRE 

Les e x t r a i t s  l i p id iques  de 10 ou 2 0 ~ 1  (correspondant à 1 0 p g  mini- 

miim en l é c i t h i n e  e t  en sphingomyéline) sont déposés s u r  des  plaques de 

s i l i c e  ; l a  chromatographie ( 1  h 45) s e  déroule s u r  20 cm dans l e  s y s t h e  

solvant.  

Après pu lvér i sa t ion  des plaques par  l e  r é a c t i f  de DRAGENDORFF, seu ls  

l e s  l i p i d e s  contenant de l a  chol ine  sont  revélés.  

Les c h r o m a t o ~ r a m s s  sont en reg i s t r e s  su r  un i n t eg ra t eu r  de type Sebia. 
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