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Déviation de la
maturation chez
I'ananas : le “jaune”
ou translucidité.

II. Caractérisation
enzymatique du fruit
translucide.

RESUME

L'ananas (Ananas comosus

L. MERR.) est un fruit non
climactérique qui marit avant
récolte. Sa maturation peut étre
déviée vers une sénescence
rapide sous 'action de stress
d'origine climatique et de
facteurs nutritionnels et
génétiques. Le phénomene,
appelé translucidité du fruit,
le fragilise et change ses
caractéristiques biochimiques.
Des modifications d'activités
enzymatiques sont induites,
notamment des activités
hydrolasiques comme les
B-galactosidases dont le taux
augmente dans les fruits atteints
pouvant ainsi expliquer
partiellement le processus
d'apparition de translucidité.
Par ailleurs, les mécanismes
protecteurs du fruit sont
renforcés pour retarder

la sénescence : ce sont

des processus enzymatiques
réduisant les effets toxiques
des composés phénoliques ou
des ions. Les fruits translucides
présentent des caractéristiques
de sénescence avancée bien
qu'étant relativement “jeunes”.
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Yellowing or
Translucence:
Ripening Deviation
in Pineapple.

II. Enzymatic
Characterization.

ABSTRACT

Pineapple (Ananas comosus

L. MERR.) is a nonclimacteric
fruit which ripens before
harvest. Ripening can deviate
and senescence accelerated
under the influence of climatic
stress and nutritional

and genetic factors.

The phenomenon, flesh
translucence, makes the fruit
fragile and induces changes in
the biochemical characteristics.
Slight increases of some
hydrolase activities in ill fruits
can partly explain the
mechanism of appearance

of translucence. On the other
hand, the protective systems
are enhanced, tending to delay
senescence. Highly translucent
fruits show characteristics

of advanced senescence

at a relatively young age.
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Desviacion de

la maduracion en

la pina (translicida).
II. Caracterizacion
enzymatica.

RESUMEN

La pina (Ananas comosus

L. MERR.) es una fruta no
climaterica que madura antes
de ser cosechada, Su
maduracion puede ser desviada
hacia una senescencia ripida
mediante la induccion de un
estres de origen climitico

y por factores nutricionales

v genéticos. EL fenomeno
llamado translucidez vuelve

a la fruta débil y modifica sus
caracteristicas bioguimicas.
Madificaciones de actividad
enzimdtica son inducidas,
particularmente las actividades
de hidrolasas como la
B-galactosidasa. La tasa de
actividad enzimitica aumenta
danando a los frutos,
propiciando la aparicién de la
traslucidez. Por otra parte, los
mecanismos protectores de las
frutas aumentan retardando la
senescencia. Estos mecanismos
50N procesos enzimaticos que
reducen los efectos toxicos de
los compuestos fenolicos o de
iones. Las frutas muy transla-
cidas tienen caracteristicas
senescentes le_l.l'qulE sean
relativamente jovenes,
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# e o » introduction

L'ananas peut subir des déviations de la
maturation dont I'une des plus étudiées a
été le brunissement interne (TEISSON,
1979 ; SmitH, 1983). Ce phénoméne se tra-
duit par des modifications des activités
enzymatiques induites par un stress de
basse température ; elles conduisent a
l'oxydation des composés phénoliques.

Une autre déviation de la maruration, la
translucidité de la pulpe, a été définie
dans un article précédent (Soier, 1994)
comme une réponse d un stress de nature
climatique associé a des facteurs sensibili-
sants nutritionnels et génétiques. Le fruit
semble subir une sénescence accélérée de
sa chair. Le mécanisme d’'apparition de ce
phénomeéne est probablement différent de
celui de la sénescence normale et pour-
rait étre associé a des modifications de
divers systémes enzymatiques, en réponse
au stress initial.

Le mécanisme physique conduisant a la
translucidité résulte de la disparition de
I'air dans les espaces intercellulaires ; cela
rend le milieu plus uniforme ; il devient
translucide car la lumiére y est moins
déviée (Sorer, 1994). A un stade avancé,
la translucidité de la pulpe d'ananas est
un processus physiologique présentant
diverses caractéristiques chimiques de la
sénescence qui s'observent cependant sur
des fruits encore “jeunes”. La diminution
de l'acidité libre et la moindre augmenta-
tion de la teneur en acide ascorbique
s'accentuent. L'évolution du stade de
demi-translucidité vers celui d'une trans-
lucidité totale correspond aussi 4 une

dégénérescence physique accrue des tis-

sus (SOLER, 1994).

Selon Romant (1987) le fruit mir maintient
son homéostasie avec une efficacité qui
décroit au fur et a mesure du vieillisse-
ment. Cependant les systémes de protec-
tion, contre une dégradation trop rapide
par les processus oxydatifs liés a la sénes-
cence, fonctionnent encore dans le fruit,
Des protecteurs enzymatiques sont asso-
ciés aux protecteurs non enzymatiques
(acide ascorbique, thiols).

Plusieurs de ces systémes pouvant avoir
un role important dans la sénescence ont
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été érudiés indépendamment les uns des
autres dans diverses plantes ou fruits :
certains, comme les hydrolases acides,
seraient liés a la dégradation des parois et
des membranes. Les o et B-galactosidases
pourraient étre responsables de certaines
modifications de la perméabilité membra-
naire par attaque des galactolipides de la
membrane cellulaire (DoucE et Jovarp,
1980 ; CassaB et VARNER, 1988). La dispari-
tion de ces systémes est d'ailleurs obser-
vée, comme chez la tomate, en cas de
sénescence induite par le froid (NGuyeN et
MAZLIAK, 1990). ‘

Comme pour dautres fruits, les hydro-
lases acides pourraient aussi accentuer la
fragilisation de la pulpe par dégradation
directe des parois (poire japonaise
Yamakl et Martsupa, 1977 ; melon
RANWALA et al., 1992). Cependant pour le
kiwi, ces activités ne varient pas au cours
de la maturation (WEGRZYN el MACRAE,
1992) et, dans d'autres cas, elles n'ont pu
étre directement liées 4 la dégradation
des polysaccharides pariétaux (BARTLEY,
1977 ; WaLLNER, 1978).

L'o-mannosidase peut jouer un role dans
la régulation de la synthése des hydro-
lases acides du fait de leur nature glyco-
protéique (GAUDREAULT ef al., 1985). Le
role de I'N-acétyl-glucosaminidase chez
les végétaux, autre que celui de la
défense contre des pathogenes, est mal
connu ; cette substance pourrait cepen-
dant étre nécessaire dans la synthése ou
le “turn-over” de protéines glycosylées
par  I'N-acétyl-glucosamine.  Certaines
seraient des récepteurs membranaires de
I'acide indole-acétique (AIA) (Hesse et al.,
1989, cités par RossigNor, 1991), ce qui
impliquerait un réle indirect de l'enzyme
dans le métabolisme hormonal.

D’autres systémes peuvent étre liés 4 la
protection de la cellule contre les phéno-
meénes oxydatifs. Les peroxydases et la
catalase ont un réle détoxifiant vis a vis
des composés phénoliques et de H,0,
(LauriERe, 1983 ; CHresTiN, 1984
MEHLHORN et Kunert, 1986). On peut
noter que, dans les organes chlorophyl-
liens, I'évolution de lactivité catalasique
est considérée comme un meilleur mar-
queur de la sénescence que celle des per-
oxydases (LAURIERE, 1983).



La glutathion réductase maintient le gluta-
thion a I'état réduit, celui-ci permettant 2
son tour la réduction de lacide ascor-
bique, autre antioxydant important de la
cellule. La NADH quinone réductase et la
superoxyde-dismutase ont un réle dans la
protection des cellules contre les formes
toxiques de l'oxygéne (D'Avzac et al,
1984 ; LesHEM et al., 1986) .

Les évolutions conjointes de ces diverses
activités enzymatiques ont €1é examinées
chez I'ananas. A l'issue de ces travaux un
schéma de fonctionnement des systémes
de protection contre la sénescence peut
étre suggéré, notamment dans le cas de la
translucidité des fruits.

e e o » Matériel
et méthodes

Les protocoles des analyses enzymatiques
ont été décrits avec précision par SOLER
(1991). Elles ont été réalisées sur des
extraits protéiques obtenus i partir de
broyats de pulpe de fruits en milieu tam-
ponné a 0 °C : 50 g de pulpe ont subi
deux broyages successifs dans 75 ml de
tampon TRIS-maléate 0,2 M de pH = 8,3,
avec 50 pl de mercaptoéthanol et 1 % de
NaCl. Les protéines précipitées au
(NH),SO;4 sont transférées dans du tam-
pon phosphate 0,01 M de pH=7 pour
ére dyalisées en cellule Amycon sous
azote.

Les prélevements de pulpe sont exclusi-
vement faits dans des zones susceptibles
de devenir translucides, et identiques
pour tous les fruits : zone médiane du
fruit, en excluant le coeur et la chair sous-
jacente a la peau. Les ananas proviennent
de parcelles conduites selon des tech-
niques pratiquées au CIRAD-FLHOR.
Deux lots de fruits, récoltés a des
périodes différentes de l'année, ont été
utilisés.

L'étude principale a été réalisée sur un lot
récolté 4 une période propice a I'appari-
tion de la translucidité. Quatre stades de
maturité (149, 156, 164 et 171 jours aprés
le traitement d'induction florale ou TIF) et
deux intensités de translucidité (demi et
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totale, correspondant 4 156 et 164 jours
aprés TIF) ont éé définis. Huit fruits
homogenes par leur aspect et leur poids
ont €te choisis pour chacun des stades,

L'ensemble des fruits, constitué par une

population de 48 individus, a été analysé
en mesurant quatre caractéristiques chi-
miques et quinze variables enzymatiques
(tableau 1). Les résultats ont été traités
par des analyses en composantes princi-
pales (ACP) et des analyses factorielles
discriminantes (AFD). La mesure des
variables chimiques a permis de vérifier
I'état de maturité des fruits (tableau 2).

Un second lot de fruits récoliés 4 une
période dapparition occasionnelle de
translucidité a été éudié pour confirmer
les résultats obtenus avec les premiers
fruits. Les stades de maturité ont été de
152, 160 et 169 jours aprés TIF, la translu-
cidité a éé choisie soit partielle, soit
totale, et cing fruits, choisis sur les mémes
critéres que précédemment, ont été rete-
nus pour chacun des cing cas,

e e oo résultats

fruits récoltés en période
propice a la translucidité

Les valeurs des variables enzymatiques
obtenues pour chaque catégorie de fruits
considérée sont présentées dans le
tableau 2.

La phosphatase (PHO) et la peroxydase
(PER) sont deux enzymes plus actives aux
stades trés mirs et demi-translucides. Les
autres enzymes du type peroxydase, AIA
oxydase (ATA), polyphénoloxydase (POX)
et ascorbate peroxydase (AAX), n'ont pas
d'activités  significativement  différentes
d'apres le test de Newman et Keuls.

L'activité de la NADH quinone réductase
(NQR) augmente avec l'dge des fruits nor-
maux ou translucides.

L'enzyme malique (MDH) et la B-galacto-
sidase (BGL) sont significativement plus
actives dans tous les fruits translucides,
alors que la catalase (CAT) et I'o-galacto-
sidase (AGL) le sont seulement dans les
fruits demi-translucides.

Fruits, vol. 49 (2)
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L'a-mannosidase (MAN) a une forte acti-
vité (notamment par rapport aux autres
hydrolases, exceptée la phosphatase)
pendant toute la maturation du fruit et les
différences ne sont pas significatives.
Cependant, les fruits demi-translucides
présentent une activité plus importante
que les autres, pour cet enzyme.

La polygalacturonase (PGA) est caractéri-
sée par un maximum d'activité vers
156 jours aprés le TIF, celle-ci diminue
ensuite avec la sénescence. Les fruits
demi-translucides ont des activités nor-
males pour des fruits de leur dge, alors
qu'au contraire les fruits les plus translu-

cides ont des activités proches de celles

des fruits sénescents.
Enfin, la glutathion réductase (GSG) est

plus active aux stades les plus mars et

translucides.
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analyses en composantes
principales (ACP)

premiére ACP

En prenant en compte toutes les variables
enzymatiques et chimiques, les valeurs
propres correspondant aux axes 1, 2 et 3
sont respectivement de 5,71, 3,90 et 2,06.
L'information apportée par chacun des
axes est respectivement de 27,6 %, 17,1 %
et 11,9 % soit 56,6 % au total. Sur la
figure 1, les fruits sont représentés sur le
plan formé par les axes 1 et 2 el repérés
selon leur stade de maturité ou de trans-
lucidité : les fruits normaux sont position-
nés en fonction de leur maturité le long

de l'axe 1, alors que la plupart des fruits

translucides sont localisés le long de

l'axe 2, mais au dessus de l'axe 1.



Laxe 1 est déterminé principalement par
un premier groupe de variables enzyma-
tiques, NADH quinone réductase (NQRJ
peroxydase (PER) et polyphénolox:

(POX) (coefficient vecteurs propres = 0,3)
qui s'opposent aux variables chimiques
acidité libre (ACL) et thiols (THI). Les
variables o-galactosidase (AGL), B-galac-
tosidase (BGL) et enzyme malique (MDH)
ont les coefficients les plus faibles pour
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cet axe 1 le long duquel se répartissent
les individus par stades de maturité crois-

sants (figure 1).

L'axe 2 est déterminé par un second
groupe de variables enzymatiques : l'o-

galactosidase (AGL), la B—galacwsndase

(BGL) et la N-acétyl-glucosaminidase
(NAG) (coefficient vecteurs propres
proche de 0,4). Les autres hydrolases ont
des coefficients de l'ordre de 0,2. Les

Fruits, vol. 49
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Figure 1 :
Premiére ACP effectuée
sur la série de fruits récoltés
en période propice

4 la translucidité.

v = fruits trés jeunes
(149 jours aprés TIF),

V = fruits jeunes

(156 jours aprés TIF),

m = fruits mirs

(164 jours aprés TIF),

M = fruits trés mars

(171 jours aprés TIF),

t = fruits demi-translucides
(156 jours apres TIF),

T = fruits trés translucides
(164 jours aprés TIF).

coefficients les plus faibles sont ceux des
variables suivantes : superoxyde dismu-
tase (SOD), peroxydase (PER), polyphé-
noloxydase (POX) et NADH quinone
réductase (NQR) (coefficients < 0,1). Le
long de cet axe se répartissent les indivi-
dus translucides ou demi-translucides.

Enfin un troisieme groupe de variables
participe a la formation des deux axes
mais faiblement, il s'agit de la catalase
(CAT), l'o-mannosidase (MAN), lascor-
bate peroxydase (AAX), la phosphatase
(PHO), la glutathion réductase (GSG) et
la polygalacturonase (PGA),

deuxiéme ACP

Dans cette seconde ACP, seules les
variables enzymatiques ont été prises en
compte. La description de la population
de fruits est semblable & la précédente.
Les axes 1 (27,0 %) et 2 (21,1 %) sont
déterminés par les 3 mémes groupes de
variables précédemment définis (figure 2).
Les individus se répartissent aussi le long
des axes et de facon similaire.
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analyses factorielles
discriminantes (AFD)

Les AFD sont effectuées sur la méme
population de fruits et ne prennent en
compte que les variables enzymatiques.
Dans ce type d'analyse, on définit a priori
des groupes dans la population de fruits
et on cherche 4 les discriminer au mieux
a l'aide des variables disponibles.

premiére AFD

Deux groupes, celui des fruits translu-
cides et celui des fruits normaux, ont été
déterminés indépendamment de leur
stade de maturité.

Leur discrimination par AFD peut étre
faite 4 87,5 % par la seule variable B-
galactosidase (BGL), les autres variables
apportant peu d’information complémen-
taire (tableau 3). L'o-galactosidase (AGL),
prépondérante dans les ACP, n'apparait
pas ici ; cela pourrait signifier qu'elle
apporte une information trés proche de
celle de la B-galactosidase (BGL).




deuxiéme AFD

Six groupes ont été définis a partir de
quatre stades de maturité différente et de
deux degrés de translucidité des fruits.

Dans cette analyse, la discrimination est
réalisée 4 50 % par la NADH quinone
réductase (NQR) ; elle atteint 64,6 % si on
ajoute la B-galactosidase (BGL).

fruits récoltés en période
non propice a |'apparition
de la translucidité

Les activités enzymatiques, seules
variables considérées ici, different peu de
celles obtenues avec la premiére série de
fruits. Les résultats assez semblables justi-
fient qu'un compte rendu assez bref en
soit donné.

L'ACP réalisée fait ressortir globalement
les mémes types d'activité enzymatique
comme variables explicatives pour les
axes 1 (maturation) et 2 (translucidité) :
activités de type peroxydatives augmen-
tant avec la maturation, et activités de
type hydrolasiques augmentant avec la
translucidité, L'information apportée par

les axes 1 et 2 représente respectivement
25,5 % et 20 %, soit au total 45,5 %.

Comme dans la premiére série, l'activité
catalasique est beaucoup plus élevée
dans les fruits 4 moitié translucides, puis
elle diminue dans les fruits trés translu-
cides. Lactivitt de l'e-mannosidase
(MAN) se confirme étre beaucoup plus
forte que celle des autres hydrolases,
exceptée la phosphatase, surtout dans les

Quelques différences ont pu cependant
étre notées, parmi lesquelles il s'avére

que lactivité polyphénoloxydase (POX)

(164 jours apreés TIF).

Figure 2
Deuxiéme ACP effectuée
sur la série de fruits récoltés
en période propice

a la translucidité.

v = fruits trés jeunes

(149 jours aprés TIF),

V = fruits jeunes

(156 jours aprés TIF),

m = fruits mars

(164 jours aprés TIF),

M = fruits trés mirs

(171 jours aprés TIF),

t = fruits demi-translucides
(156 jours aprés TIF),

T = fruits trés translucides

Fruits, vol. 49 (2) * 89
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n'est pas explicative de I'axe maturité, car
elle est déja importante des le début de la
maturation. De méme la NADH quinone
réductase (NQR) est nettement moins
explicative de 'axe maturité que dans la
série de fruits éudiée précédemment.
Linverse est observé dans le cas de la
glutathion réductase (GSG).

e e e e discussion
et conclusions

La translucidité se révele ne pas étre une
simple manifestation de sénescence
puisqu’elle en différe par diverses caracté-
ristiques que nous avons confirmées :

— en fin de maturation, les fruits peuvent
étre classés suivant un degré de sénes-
cence qui est fonction de l'activité crois-
sante des diverses peroxydases et d'une
enzyme qui leur est associée, la NADH
quinone réductase ;

— les fruits apparaissant moyennement
translucides se différencient des autres
par lactivité de différentes hydrolases
acides, surtout B-galactosidase, puis
o-galactosidase et a2 un moindre degré
N-acétyl-glucosaminidase, ensuite vien-
nent les o-mannosidase et phosphatase
et enfin I'enzyme malique ; en outre,
ces fruits présentent les plus fortes activi-
tés catalasiques, mais cellesci chutent
ensuite quand le processus catabolique
est [rés avanceé ;

— dans les fruits totalement translucides,
les activités diminuent et se retrouvent
pratiquement au méme niveau que celles
des fruits normaux de méme dge.

Le phénoméne de translucidité ne se
développe que pendant la phase finale de
maturation au cours de laquelle I'évolu-
tion chimique du fruit est plus faible que
celle observée lors des autres étapes de
son développement. Les variations d’acti-
vités enzymatiques sont donc relative-
ment faibles, et seule l'utilisation d’outils
statistiques descriptifs comme les ACP et
les AFD nous a permis de mettre en évi-
dence les relations entre activités enzyma-
tiques et développement de la transluci-
dité. Les niveaux de signification ne sont
cependant pas trés élevés, puisque, dans
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les ACP, les axes 1 et 2 apportent moins
de 50 % de I'information.

A ces réserves pres, les résultats observés
sur l'ananas renforcent des hypothéses
déja suggérées pour d'autres fruits selon
lesquelles la réponse des cellules 4 un
stress extérieur se traduit par la mise en
place ou le renforcement de systémes de
protection contre la sénescence. En effet,
4 un stade peu avancé du phénomene,
l'augmentation des activités hydrolasiques
acides peut conduire au symptome le
plus apparent, celui de la.translucidité de
la pulpe. :

Cependant dans le méme temps, la cata-
lase, et son role détoxifiant vis-a-vis du
H,0,, se distingue par une activité parti-
culierement forte dans les fruits demi-
translucides. La glutathion réductase
controle la régénération du glutathion, et
indirectement celle de l'acide ascorbique,
ce qui confirme les observations précé-
demment réalisées montrant que le gluta-
thion est effectivement maintenu a 1'état
réduit méme dans les fruits trés atteints
(Sorer, 1994), L'enzyme malique a NADP
produit du pouvoir réducteur nécessaire
en quantité plus importante, qui peut étre
utilisé par la glutathion réductase pour
lutter plus efficacement contre les phéno-
ménes oxydatifs accrus. Elle peut égale-
ment jouer un réle dans le maintien du
pH cellulaire dans des fruits ou la baisse
de lacidité est particulierement forte
(SoLER, 1994).

Globalement, le systéme permettant de
lutter contre les effets toxiques des oxy-
dations (production d'ions superoxydes et
de H,0, ou de peroxydes lipidiques)
semble renforcé dans les fruits demi-
translucides. Il pourrait s'agir d'une réac-
tion de la plante pour ralentir I'évolution
vers la translucidité et la sénescence.

Notons enfin que l'augmentation de ['acti-
vité des enzymes peut aussi s'expliquer
comme une réaction non spécifique des
cellules a une perturbation qui va
conduire a la dégénérescence des tissus.
Ces activités seraient alors induites par
l'accroissement de la teneur en éthyléne
(Soreg, 1991), en réponse au stress initial,
mais ne présenteraient pas un role spéci-
fique dans le phénomeéne de translu-
cidité. @
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