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Le fruit apres récolte : enzymes, maturation

et sénescence.

INTRODUCTION

L’étude physiologique de la maturation du fruit aprés
cueillette a débuté depuis longtemps déja, trés probable-
ment a cause de son intérét pratique et des problémes
économiques dont elle peut aider la solution. Elle constitue
un cas particulier et original du vieillissement ou plus
exactement de la sénescence des organes végétaux. On
connait la définition de SACHER (1973) : «Derniére phase
de la vie, au cours de laquelle s’initie une série d’événements
normalement irréversibles, qui conduit a la désorganisation
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RESUME - Comme tous les étres vivants, les végétaux sont soumis au
vieillissement et a la mort. Le fruit cueilli (nous nous limiterons au
fruit charnu) est un exemple d’organe végétal en voie de sénescence.
La physiologie du fruit aprés récolte (post harvest physiology) a fait
I’objet de nombreux travaux dus certainement pour une grande part
a son intérét économique. Mais, il est d’autre part essentiel de com-
prendre le déterminisme des transformations caractéristiques de la
sénescence. Ces transformations font intervenir des enzymes et ’on
peut mettre en évidence dans le fruit mirissant, de nombreuses
variations d’activités enzymatiques. L’interprétation de ces variations
pose un certain nombre de problémes. Les recherches actuelles, por-
tant sur le fruit entier et sur des «modéles» expérimentaux, tentent
de les résoudre en s’intégrant dans le cadre des théories de la sénes-
cence.

Plusieurs théories ont été émises. Celle dite de la «mort programmée»
fait intervenir un programme intégré, inscrit dans le patrimoine géné-
tique. Il semble actuellement que ces théories ne s’excluent pas tota-
lement entre elles.

cellulaire et a4 la mort». L’une des manifestations les plus
importantes de la sénescence est la perte de la faculté de
division cellulaire. Le fruit mirissant, ne présentant plus
de cellules en division, est un organe sénescent. Il faut
cependant remarquer que chez certains fruits murissant
sur l’arbre, la maturation commence bien avant I’arrét de
la croissance mais celle-ci se fait alors par grandissement
cellulaire. La cerise en est un exemple significatif et le
poids moyen du fruit est multiplié par un facteur de I’ordre
de 3 pendant la maturation. La sénescence n’est donc pas
ici incompatible avec une croissance active.

La maturation fait partie de la sénescence mais celle-ci
se poursuit lors de la post-maturation ou sénescence avan-
cée qui fait suite a 1’état de maturité. Courte chez la poire
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ou elle se manifeste par des troubles physiologiques se
traduisant notamment par le blettissement et le brunisse-
ment des tissus, elle peut s’étaler sur plusieurs mois chez
la pomme par exemple. D’autre part une prématuration est
parfois la condition d’une maturation harmonieuse. La poire
Passe-Crassane de 1’Orléanais, de la région parisienne ou du
sud-ouest de la France est dans ce cas (figure 1). A plus 150
la maturation n’est correcte qu’aprés un séjour au froid de
8 4 14 semaines (ULRICH et PAULIN, 1954 ; LEBLOND
et ULRICH, 1973).

Les recherches ont d’abord porté sur les modifications
visibles caractérisant la maturation, échanges gazeux,
concentration de divers constituants. Dans un deuxiéme
temps elles ont cherché a expliquer ces modifications par
une modulation de ’activité des enzymes intervenant dans
le métabolisme. Sous réserve d’une étude critique souvent
délicate, la mesure de I’activité d’une enzyme in vitro
peut en effet nous renseigner sur la concentration des
formes actives in vivo autrement dit sur son activité poten-
tielle et sur ses variations en fonction du temps et de divers
paramétres expérimentaux. Sans chercher & dresser un
tableau complet, voir notamment a ce sujet la revue d’UL-
RICH et HARTMANN (1967), I’ouvrage de HULME (1970
et 1971) et les revues récentes de RHODES (1980 a et b),
et de HARTMANN (1983), je me propose de donner dans
un premier temps quelques exemples significatifs de ces
variations puis de faire le lien entre activités enzymatiques
et synthéses protéiques. Aprés avoir évoqué l'intérét de
certaines approches expérimentales j’essaierai de situer
I’évolution du fruit dans le cadre plus général de la sénes-
cence de la cellule végétale.

VARIATIONS D’ACTIVITES ENZYMATIQUES

Décrivons a titre d’exemple, quelques-unes des varia-
tions mises en évidence au cours de la maturation de la
poire Passe-Crassane. Un phénoméne caractéristique est
la disparition de I’amidon. Les travaux menés a Toulouse
par I’6quipe de J. FALLOT ont montré que les activités
enzymatiques « et f} , rapportées a un fruit, augmentaient
au début de la crise respiratoire pour diminuer par la suite.
L’observation des zymogrammes obtenus aprés électro-
phorése en gel de polyacrilamide met en évidence 1’appari-
tion puis ’augmentation d’une a amylase (PECH, 1977).
Il faut noter qu’a ce moment I’amidon a disparu depuis
longtemps, ce qui pose le probléme de I’«utilité» de ces
variations.

Les enzymes intervenant dans le catabolisme des glucides
présentent une évolution intéressante. La glucose-6-phos-
phate déshydrogénase (G-6-P Dh) ouvre la voie des phos-
phopentoses ou vole des hexoses monophosphates (HMP).
Son activité diminue fortement dés le début de la matura-
tion et cette décroissance se poursuit au cours de la sé-
nescence avancée. Rapprochée avec le résultat d’autres
expériences, cette observation fait penser a une activité
décroissante du cycle des HMP au cours de la sénescence
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(HARTMANN, 1966 et 1968). La poire, fruit «climacté-
rique», voit son intensité respiratoire s’intensifier jusqu’a
un maximum. Cette intensification va de pair avec une
activation de la glycolyse qui est notamment caractérisée
par une augmentation de l’activité aldolasique (HART-
MANN, 1963). On a donc I'impression d’une réorientation
du métabolisme pendant la maturation et d’un «glissement»
de la voie des HMP vers la glycolyse (TAGER, 1956).

Evoquons maintenant une enzyme intervenant dans le
métabolisme de I’acide organique de loin le plus abondant
chez la poire Passe-Crassane : I’acide malique. L’enzyme
malique & NADP fait passer du malate au pyruvate avec
production de gaz carbonique et de NADP réduit. C’est
une enzyme du compartiment cytoplasmique de la cellule.
Nous avons étudié certaines de ses caractéristiques dans
notre laboratoire (DROUET et HARTMANN, 1977 ;
HARTMANN et DROUET, 1979). Son activité atteint un
maximum au moment de la maturité et diminue ensuite
(HARTMANN et al.,, 1968 ; HARTMANN et DROUET,
1973).

Le role joué par cette enzyme dans le métabolisme de la
sénescence est encore mal connu. On peut noter qu’elle
constitue une source possible de NADP réduit en ’absence
de réactions photosynthétiques (le fruit miirit 4 I’obscurité
et la concentration en chlorophylles diminue rapidement)
au moment ou l’activité du cycle des HMP se réduit de
facon importante. D’autre part, intervenant dans le fonc-
tionnement du cycle de Krebs, elle permet de «shunter»
I’acide oxaloacétique, de réguler la concentration en acide
malique et de contribuer au maintien du pH intracellulaire.

ACTIVITES ENZYMATIQUES
ET SYNTHESE PROTEIQUE

Il existe essentiellement deux maniéres d’expliquer les
variations d’activités enzymatiques. La premiére fait appel
a lactivation d’une protéine enzymatique préexistante et
ne nécessite pas par conséquent une synthése de novo.
Cette activation peut étre, notamment, la conséquence de
modifications intervenant dans la compartimentation
cellulaire de ’enzyme ou dans celles de ses effecteurs ou
encore résulter de l’intervention d’inhibiteurs ou d’activa-
teurs naturels. Ces mécanismes sont liés aux caractéristi-
ques de la perméabilité des membranes et ont été invoqués
trés tot par certains chercheurs (BLACKMAN et PARIJA,
1928 ; BAIN et MERCER, 1964). Il semble bien que de
tels mécanismes interviennent dans la régulation des enzy-
mes de la glycolyse qui s’intensifie remarquablement au
cours de la crise respiratoire présentée par les fruits climac-
tériques. Une des enzymes clés de la glycolyse est la phos-
pho-fructo kinase (PFK). Les propriétés allostériques de
cette enzyme sont en relation avec l'intensité du métabo-
lisme respiratoire (SALMINEN et YOUNG, 1975). De
méme les activités oxydatives de la mitochondrie seraient
contrdlées par des modifications des membranes. Les pro-
blémes expérimentaux trés délicats posés par 1’étude de ces
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Figure 2 - Absorption d’oxygéne (en
haut) et activité de l’enzyme malique
(en bas) de cylindres découpés dans
des poires Passe-Crassane ayant (B)
ou n’ayant pas (A) satisfait leur besoin
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Figure 1 - Un exemple de la sénescence du fruit cueilli :
la poire Passe-Crassane. Cl : maximum climactérique.
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Figure 3 - Evolution de I’activité de la déshydro-
génase malique a NAD (MDh), de I’enzyme
malique & NADP (ME), de la succinodéshydro-
génase (SDh) et de L-asparate 2-oxoglutarate
aminotransférase (GOT) au cours de la survie
de cylindres de parenchyme de pomme Golden
Delicious.
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mécanismes font que les travaux portant sur ce sujet sont
encore peu nombreux dans le cas des fruits bien que le
probléme ait été posé depuis un certain temps déja.

Une autre explication fait appel & une synthése active
de novo de certaines enzymes et fait donc intervenir direc-
tement le métabolisme protéique. FRENKEL et al., (1968)
ont montré que, chez la poire Bartlett, existe une active
incorporation de C*phénylalanine dans la bande électro-
phorétique correspondant & l’enzyme malique ce qui
suggére une synthése active de cette enzyme. Ce type
d’expérience est critiquable, la réalité de la synthése nette
n’étant pas prouvée, mais un résultat concordant a été
trouvé chez la poire Passe-Crassane (BOULAY, 1975 ;
HARTMANN et al., 1975), 4 I’'aide de méthodes immuno-
chimiques. L’utilisation de sérums antienzyme permet
en effet de mesurer, non plus l’activité mais la quantité
de protéines enzymatiques extraites du tissu. La démons-
tration compléte, mettant en oeuvre la purification de
I’enzyme, son dosage par immunochimie, la mise en éviden-
ce de la synthése en présence d’eau deutérée a été faite
récemment au Royaume Uni (GRIERSON et al., 1981)
pour la polygalacturonase de tomate dont I’activité, nulle
4 la fin de la croissance du fruit, augmente trés fortement
au cours de la sénescence.

Pour I’étude des mécanismes mis en jeu lors de la sénes-
cence du fruit, I'utilisation d’inhibiteurs métaboliques ou
de composés marqués est évidemment trés utile. Cela pose
le probléme de I’utilisation de «modéles» ou d’une part
les corrélations existant entre les cellules sont a priori
moins complexes que celles existant dans le fruit entier
et avec lesquels d’autre part certaines interventions expéri-
mentales sont moins ardues. L’intérét des cultures de
cellules in vitro a été démontré (PECH et al., 1981). Je
voudrais ici évoquer briévement les recherches faites a
Orléans.

LA SURVIE DE CYLINDRES DECOUPES DANS
LE PARENCHYME DE POMME ET DE POIRE

De trés nombreux auteurs ont travaillé sur des disques
ou des tranches, en général d’épaisseur égale ou inférieure
a un centimétre comme «modeles» de maturation et de
sénescence des fruits. Les cellules qui les composent sont
maintenues en survie, dans des conditions déterminées,
pendant une période plus ou moins longue (cf PECH, 1977).
Les tissus peuvent étre ou non infiltrés avec des solutions.
Nous avons utilisé des cylindres de parenchyme de pomme
et de poire, découpés aseptiquement et déposés sur un mi-
lieu stérile (gel d’agar) contenu dans des bocaux d’environ
200 ml. Le couvercle métallique, vissé sans joint,permet les
échanges gazeux tout en protégeant le contenu contre les
infections fongiques ou bactériennes. Les bocaux sont
alors placés a I’obscurité a plus 159C. Dans ces conditions
les cellules se maintiennent sans altérations notables jusqu’a
60 jours. La présence de manitol (61,9 g/l) est nécessaire
pour éviter un déséquilibre osmotique entrainant 1’éclate-
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ment des tissus et la mort des cellules et le milieu contient
une faible quantité de saccharose (PECH, 1977). Les cellu-
les ne se divisent pas, sont dites en survie, coupées de cer-
taines des corrélations qui existaient dans le fruit entier.-
L’objectif est alors de mettre en évidence les caractéres
métaboliques de cette survie et de suivre les manifestations
de la sénescence des cellules. La figure 2 est relative a la
poire Passe Crassane (HARTMANN et al., 1983).

Les cylindres provenant de fruits ayant satisfait leur be-
soin de froid présentent, comme les fruits entiers, une crise
respiratoire et un maximum d’activité de ’enzyme malique
4 NADP. Au contraire les cylindres découpés dés la récolte
(A) ne présentent pas cette évolution.

Dans des cylindres de pulpe de pomme Golden Delicious,
maintenus en survie, il est possible, comme pour le fruit
entier, de mettre en évidence

- une crise respiratoire,

- des variations des activités Enzyme malique & NADP et
Déshydrogénase malique & NAD présentant deux maxima,
I’'un pouvant étre relié a4 la «maturation», I’autre a la
sénescence proprement dite,

- l’augmentation de [I’activité L-asparate oxaloacétate
aminotransférase (GOT) jusqu’a un maximum et une
augmentation progressive de l’activité succinodéshydro-
génasique (figure 3).

Dans les deux cas on met en évidence dans les tissus en
survie des phénoménes rappelant ceux qui se déroulent
dans le fruit entier. De plus il est aisé d’ajouter dans le
milieu des inhibiteurs métaboliques ou des éléments mar-
qués qui seront absorbés par les cellules. L’évolution des
tissus en survie peut par conséquent, servir de «modéle»
pour I’étude de la maturation et de la sénescence au niveau
cellulaire en se souvenant néanmoins qu’un cylindre de
parenchyme n’est pas un fruit entier et que les généralisa-
tions doivent étre faites avec prudence.

CONCLUSION

Les explications de la sénescence, actuellement proposées,
peuvent se grouper autour de trois théories.

Pour la premiére, la transmission de I’information généti-
que : transcription de I’ADN a I’ARN puis synthése de
protéines serait de plus en plus sujette a l’erreur. Les er-
reurs, de plus en plus nombreuses, se produisant au hasard,
la théorie est dire stochastique. Dans le cas particulier des
enzymes cela se traduit par ’apparition d’enzymes défec-
tueuses, de moins en moins efficaces et, par suite, de désor-
dres métaboliques. Ainsi chez la cerise, on assiste aprés
la maturité a4 une diminution de l’activité spécifique de
I’enzyme malique, donc & une perte d’efficacité de celle-
ci (HARTMANN, 1975).

Il existe cependant des mécanismes de compensation de
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ces erreurs. Selon la seconde théorie, les systémes de ré-
paration diminueraient d’efficacité. Cela est illustré par
exemple par une diminution spectaculaire de la capacité
de récupération des mitochondries de poire aprés un stress
consécutif 4 une exposition a des radiations ionisantes
(ROMANI, 1975).

Pour la troisiéme enfin, la sénescence découle d’un
mécanisme actif, gouverné par un programme conduisant
a la mort (réorientation des synthéses protéiques, modi-
fications actives des propriétés de perméabilité des meni-
branes ...). C’est pour employer une expression imagée
la théorie de la mort programmée. La synthése d’enzyme
malique démontrée au cours de la maturation de la poire
et de la cerise entre dans ce cadre. L’exemple de la poly-
galacturonase de la tomate, dont I’activité est nulle dans
le fruit en croissance mais qui est synthétisée de novo
au cours de la maturation et de la sénescence avancée
(GRIERSON et al., 1981) est peut-étre plus démonstratif
encore.

Nous voyons que les théories en présence ne s’excluent
pas. Deux questions fondamentales attendent une répon-
se. En premier lieu quel est le mécanisme qui déclenche
la mise en route du programme ? La privation d’auxine
entraine la sénescence des cellules isolées (CODRON et
al.,, 1979) mais il est certain que les intéractions entre
les différentes substances de croissance ont un role impor-
tant. On ne peut d’autre part exclure I’intervention d’autres
facteurs.

Par ailleurs, dans quelle mesure, ce programme une fois
mis en route est-il inéluctable, les transformations qu’il
entraine au cours de sa réalisation étant irréversibles ?
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Quoi qu’il en soit ces transformations ne peuvent étre
assimilées uniquement & un processus de dégénérescence
et de désorganisation cellulaire méme si I’on tient compte
de la synthése d’enzymes hydrolytiques. Il y a certainement.
quelque chose de plus. On sait que, pour qu’il y ait ma-
turation, il faut une synthése protéique active. Mais c’est
le cas également pour la post-maturation ou sénescence
avancée : I’étude des ribosomes de poire met en évidence
plusieurs «vagues» successives, caractérisant soit la matu-
ration et la synthése d’éthyléne soit la sénescence avancée.
Chaque «vague» est marquée par la succession des mémes
événements : synthése de ribosomes et de m ARN, appari-
tion de polysomes, augmentation de la capacité de synthése
protéique (DROUET, 1981). Tout au long de la sénescen-
ce, on assiste au combat mené par la cellule pour défendre
son intégrité et maintenir son homéostasie dans des condi-
tions de plus en plus difficiles car les capacités de résistance
diminuent. Ce combat ne fait pas intervenir constamment
les mémes mécanismes mais met en jeu ce que l’on peut
appeler plusieurs lignes de défense successives, Lorsque ces
lignes sont enfoncées on assiste a4 la phase finale et a des
troubles métaboliques graves qui conduisent a une issue
fatale.

Il faut maintenant chercher 4 mieux caractériser qualita-
tivement ces étapes : nature des ARN messagers, nature
des protéines synthétisées, éventuellement enzymes et
protéines spécifiques. Il est trés probable que I’analyse
du mécanisme moléculaire de la sénescence (au méme
titre que celui des autres phases du développement végé-
tal) ne se réalise pas dans un avenir immédiat étant donné
la complexité des processus mis en jeu. Mais I’objectif est
ambitieux et justifie sans doute les travaux entrepris.
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