Fruits - vol. 40, n°10, 1985

- 665

Activité polygalacturonase et maturation chez
la poire (Pyrus malus, cv. Passe Crassane).

A.ATTIBAYEBA et C. HARTMANN*

INTRODUCTION

Proposée par BIALE, la classification des fruits charnus
en deux catégories : fruits climactériques et fruits non
climactériques,est commode et acceptée de facon générale.
Elle met ’accent sur la présence ou l’absence d’une crise
respiratoire de maturation (crise climactérique) liée & une
synthése accrue d’éthyléne (BIALE, 1960 ; MARCELLIN,
1982). La poire Passe-Crassane est un fruit climactérique
mais a la particularité d’exiger, du moins dans certaines
régions, un séjour au froid pour présenter une maturation
harmonieuse (ULRICH et PAULIN, 1954 a).

La sénescence du fruit est, trés fréquemment, accompa-
gnée par un changement de la texture de la chair (ramollisse-
ment) qui résulte de modifications intéressant la composi-
tion de la paroi cellulaire ou les enzymes pectolytiques
jouent un rdle majeur (ULRICH et HARTMANN, 1957 ;
HUBER, 1983). La poire est dans ce cas et I’intervention
des polygalacturonases y a été démontrée (DILLEY, 1970 ;
PRESSEY et AVANTS, 1976 ; AHMED et LABAVITCH,
1980). Nous avons suivi les variations de l’activité poly-
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RESUME - Chez la poire Passe-Crassane ’activité polygalacturonase
[poly (1-4 &D galacturonide) glycanohydrolase ; EC : 3.2.1.15] aug-
mente de fagon importante un peu avant la crise respiratoire. Cette
augmentation est liée & la maturation car elle n’existe pas quand le
fruit, n’ayant pas satisfait son besoin de froid, est incapable de mrir.
Par contre un apport d’éthyléne déclenche la maturation et provoque
l’augmentation de I’activité galacturonase.

galacturonase [poly (1-4 ¢¢-D galacturonide) glycanohydro-
lase ; EC : 3.2.1.15] chez la poire Passe-Crassane au cours
de la sénescence du fruit cueilli, & température constante
(+ 15°C), avec ou sans séjour préalable au froid (0°C).

MATERIEL ET METHODES

Fruits.

Les poires (Pyrus communis L. cv. Passe-Crassane) sont
toujours récoltées début octobre sur les mémes arbres d’un
méme verger, situé a Olivet (Loiret). Les expériences
portent sur plusieurs années. Chaque récolte est divisée
en deux lots.

ler lot : fruits placés a 15°C dés la récolte (maturation
dite anormale).

2éme lot : fruits placés a 0°C a la récolte, maintenus
a cette température pendant 12 semaines puis transférés
4 15°C (maturation normale).

Une partie des fruits du lot 1 a été soumise de facon
continue a une atmosphére renouvelée (air enrichi en
éthyléne a une concentration égale a 500 ul. 17).
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Mesure des échanges gazeux.

Le rejet de CO, est mesuré en atmosphére renouvelée
avec un analyseur & rayonnement infra-rouge tandis que
I’éthyléne émis en atmosphére confinée est dosé par chro-
matographie en phase gazeuse (HARTMANN et al., 1983).

Préparation des échantillons.

Des tranches radiales sont découpées dans la pulpe du
fruit, congelées dans l’azote liquide puis lyophilisées et
conservées a température ambiante sous pression réduite.
Une attention particuliére a été portée sur I’échantillonnage
pour diminuer les conséquences des variations individuelles
et éviter 'influence des gradients de concentration. D’une
part, a la récolte, les fruits sont choisis aussi semblables que
possible (taille, position dans I’arbre). D’autre part, les
tranches sont découpées dans quatre secteurs radiaux
opposés sur des lots de cing fruits ce qui donne par consé-
quent 4 x 5 tranches.

Extraction de I’enzyme.

Elle est réalisée selon une technique adaptée de celle de
PRESSEY et AVANTS (1976). Un gramme de pulpe de
poire lyophilisée est finement broyé au broyeur a billes
Dangoumau pendant 30 secondes a la température du
laboratoire. A la poudre ainsi obtenue, on ajoute 25 ml
d’eau froide contenant 0,06 ml de mercaptoéthanol et
0,5 g de polyvinylpyrrolidone insoluble activé par ébulli-
tion en milieu chlorhydrique puis rincé. Le tout est agité
doucement a +4°C pendant 15 minutes et centrifugé
10 minutes a 2400 g. Le culot est lavé deux fois a l’eau,
les surnageants sont éliminés et l’extraction est ensuite
effectuée a pH 6, sous agitation légére, toujours a +4°C
par une solution de NaCl 1 M pendant 3 heures. Le mélange
est alors centrifugé, le culot lavé avec 10 ml de solution
saline et les surnageants réunis.

Mesure de I’activité enzymatique.

Elle est adaptée de celle décrite par TUCKER et al.
(1980) et repose sur le dosage du pouvoir réducteur libéré
a +37°C et a pH 6 par la méthode de NELSON-SOMO-
GYI (NELSON, 1944). L’activité est exprimée en nano-
katals et ramenée a 1 g de matiere séche.

Validité des résultats.

Les extractions en ’absence de NaCl ont pour but d’éli-
miner les sucres solubles et ne contiennent pas d’activité
détectable. Par contre, celle-ci est libérée en présence de
chlorure de sodium. Un temps d’extraction supérieur a
3 heures n’apporte pas d’augmentation. Les différents
paramétres de la mesure ont été vérifiés. Pour estimer la
précision des résultats, 8 extractions indépendantes ont
été effectuées sur 8 échantillons provenant respectivement
de fruits en maturation normale aprés un séjour de 1 et de
13 jours a +15°C. Le coefficient de variation obtenu est
inférieur a 13 p. 100 pour une activité moyenne de 17,35
nanokatals et un gramme de matiére séche (1 jour & +15°C)
et a 1,5 p. 100 pour une activité de 137,1 (13 jours).
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RESULTATS

Maturation normale.

A +15°C, aprés un séjour au froid de 12 semaines, les
fruits présentent une crise respiratoire typique, accompa-
gnée par une synthése accrue d’éthyléne (MORIN et al.,
1985). La figure 1 montre que I’activité polygalacturonase
augmente de fagon importante pour atteindre un maximum
qui se situe environ 7 jours avant le maximum respiratoire.
Puis Dactivité décroit, de fagon plus ou moins marquée
selon les années tandis que le fruit poursuit sa sénescence
et qu’apparaissent les altérations (blettissement, brunisse-
ment) caractéristiques de la post-maturation.
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Fig. 1 % Maturation normale a +15°C aprés un séjour de
12 semaines 8 0°C. En bas: Intensité respiratoire ex-
primée en microlitres de CO2 dégagés par 1g de matie-
re fraiche en 1heure (C = maximum climactérique).
En haut : Activité polygalacturonase exprimée en nano-
katals pour 1g de matiére séche (les barres placées a
cOté des activités relatives a un séjour de 1ou 13 jours
a4+ 15°C correspondent 3 l'intervalle de confiance de la
moyenne calculée pour un seuil de 95%).
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Fig. 2 * Maturation anormale des fruits placés a +15°C, immédiatement aprés la récolte. En haut : Activité

polygalacturonase. En bas : Intensité respiratoire.

Maturation anormale.

Si le fruit est placé a + 15°C immédiatement aprés la
récolte, il reste ferme, ne présente pas de crise respiratoire
et 1’émission d’éthyléne est trés réduite (LEBLOND, 1975).
La figure 2 montre que, méme aprés un séjour prolongé
a + 15°C, lactivité polygalacturonase demeure a un niveau
trés bas. Il est a remarquer que la chair des fruits reste
ferme.

Maturation en présence d’éthyléne.

La présence d’éthyléne exogéne peut suppléer le besoin
de froid (ULRICH et PAULIN, 1954b ; LEBLOND, 1975).
La figure 3 montre qu’en présence d’éthyléne exogeéne,
’intensité respiratoire augmente et que, parallélement,
’activité polygalacturonique s’accroit de fagon importante.

CONCLUSION

Chez la poire Passe-Crassane une augmentation impor-
tante de l’activité polygalacturonase apparait étre liée a la
maturation et préceéde la crise climactérique. Si celle-ci
n’existe pas, ’activité reste faible. Cette observation a été
faite sur des fruits de différentes années. Une augmenta-
tion du méme type a été décrite chez la tomate (POO-
VAIAH et NUKAYA, 1979) ou elle résulte d’une synthese
de novo (TUCKER et GRIERSON, 1982). La tomate
présente la particularité d’offrir des mutants dont la matu-
ration est profondément perturbée et qui n’ont pas de
polygalacturonase active. La poire Passe-Crassane elle,
exige un séjour au froid. S’il fait défaut il n’y a pas de
maturation ni d’activité polygalacturonase importante. Un
apport d’éthyléne exogene peut remplacer le froid. Il est
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Fig. 3 * Fruits placés immédiatement aprés la récolte a
+15°C en atmosphére renouvelée contenant 500 pl.I-1
d'éthyléne. En haut: Activité polygalacturonase. En
bas : Intensité respiratoire.



668 -

certain qu’il faut relier ’augmentation de l’activité poly-
galacturonase avec la production d’éthyléne par le fruit.
Chez la tomate GRIERSON et TUCKER (1983) ont mon-
tré que la synthése d’éthyléne commengait avant celle
de la polygalacturonase et que 1’éthyléne jouait donc le
role de gachette déclenchant cette synthése. A cause de son
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besoin de froid, la poire Passe-Crassane constitue un maté-
riel intéressant pour I’étude des mécanismes qui régulent
la production d’éthyléne par le fruit mirissant (MORIN
et al, 1985). Il faut maintenant rechercher comment
celle-ci intervient dans ’augmentation de l’activité poly-
galacturonase.
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