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This review is strictly focussed on macromolecular chemistry views concerning the
relations between the molecular structure of lignins, the possible self-organisation of
lignin networks during plant cell walls lignification and the mechanical properties of
woody plants and of their related products (pulp and papers, wood as composite
material). Recent advances in genetic manipulations and biotechnological
improvement of lignification cell walls and related products is emphasized as
introduction. Then, the molecular organisation of lignins, the supramolecular aspects
of lignification and, finally, some mechanisms of chemical morphogenesis and
biomimetic synthesis are reviewed. A spatial-temporal model, combining activation
and inhibition effects, is proposed to account the formation of lignin clusters observed
during in situ lignification and in vitro synthesis of lignin polymers (DHP). This
model and the corresponding molecular organisation hypothesis are discussed in
relation to the so called ‘self-organisation’ effects, as depending on the cooperative
interactions betiveen cell wall components, including water, on autocatalytic initiation
of lignin polymerisation by peroxidases, and on some physical and chemical
intermolecular chain arrangement and rearrangement observed or suggested to occur
during chemical pulping and mechanical deformation of wood. An English translation
of this paper, more exactly expressed here in French, is in preparation for ‘Internet
open access’, as the last of three reviews concerning the ‘biological variability the
states and processes of lignification’ and the corresponding ‘mechanical behaviour of
woody plants and products’.

Key words : plant cell wall, xylem, morphogenesis, self-organisation, cooperative
interactions, metachromatic behaviour, paper, wood material, cellulose, hemicellulose,
pectin, lignin, lignin polysaccharide complex, LCC, DHP, fibre.

Cellulose Chem. Technol., 39, 5-6, 341-367 (2005)



342 Bernard Monties

INTRODUCTION

Durant ces vingt dernieres années, les progrés significatifs en matiére de
biologie moléculaire végétale ont permis de mieux connaitre la multiplicité des
voies de métaboliques ainsi que la complexité des mécanismes génétiques qui
contrblent la biosynthése des unités monoméres constitutives des lignines.
Complémentaires des connaissances établies déja par les chimistes, polyméristes et
mecaniciens des tissus de soutien végétaux, des bois, des pites et des papiers, ces
avancées ont suscité de grandes espérances en matiére de valorisation de ces
composes lignocellulosiques naturels et de leurs produits dérivés : bois, papiers. De
nombreuses publications et revues détaillées ont illustré cet engouement et les
espoirs suscités par la possibilité de manipulation génétique de la lignine et des
propriétés de ces produits lignifiées : seulement quatre d’entre elles, parmi les plus
récentes et exhaustives, ne sont citées ici qu’a titre d’exemples," * faute de place.

Dans les domaines moléculaires de la biologie, des manipulations génétiques
avancees ont, en effet, contribué a faire mieux identifier la diversité des ‘lignines
transformées’, la variabilité des parois lignifiées correspondantes ainsi que la
plasticité génétique et épigénétique des états et des processus de lignification. Par
contre coup, elles ont aussi conduit, & retrouver plus exactement et a reconnaitre
plus généralement, certain des aspects caractéristiques des ‘lignines naturelles’ déja
bien identifiés et définis' dans les végétaux non transformés. Telles sont par
exemples, dans les domaines de la biochimie, la variabilité de leur composition
monomérique et des types de liaisons entre monoméres des diverses lignines
ainsi que, dans les domaines de cytochimie et biologie générale, leurs différents
types de localisation subcellulaire et de morphologie tissulaire observées entre les
cultivars, les variétés, les espéces, les écotypes et les mutants.>® Ces caractéristiques
originales €taient pourtant déja trés clairement envisagée et discutée en détail dans
les ouvrages ‘anciens’, édités respectivement dés 1952 et 1971 par F.E. Brauns et
par K.V. Sarkanen,”® par exemple.

Dans la perspective actuelle de valorisations des composés lignocellulosiques
evoquées plus haut, la situation est pourtant devenue plus compliquée en terme de
Pinterprétation des résultats de ces transformations et donc de la prévision des
effets de ces manipulations génétiques.

Ainsi, au plan de la prévision des résultats tant mécaniques que papetiers, des
effets spécifiques et parfois trés spectaculaires, d’ingénierie génétique ont été
prévus et obtenus quand & la composition en monoméres et leurs modes de liaisons
entre monoméres.>* Concernant des genes particuliers a la biosynthéses des
monomeres, ces transformations pourtant bien ciblées, ont cependant permis de
constater I’existence de multiples ‘autres effets imprévus’ sur les lignines en tant
que polyméres,” ainsi que sur les parois végétales en tant que systémes
macromoléculaires organisés.”® Ces effets inattendus sont en général giobalement
expliqués en termes d’interactions et régulations métaboliques'” et génétiques.’ Des
effets comparables, de types pléiotrope et épigénitique ont été d’ailleurs rapportés
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aussi chez des mutants et cultivars de plantes non manipulées.''" Affectant la

structure et la biosynthése et donc I’organisation pariétale non seulement des
lignines, mais aussi des celluloses et des autres polyméres osidiques, ces
observations ont rendu plus difficile 1’analyse moléculaire de ces effets, et donc la
prévision fine des propriétés ultimes des parois végétales et des produits dérivés.
Elles confirment encore,”™ ' 12 |3 nécessité de prendre plus finement en compte
les mécanismes physico-chimiques d’organisation macromoléculaire ‘spontanée’
de ces systémes, dont la diversité est souvent encore dissimulée sous le concept
unitaire de ‘autoorganisation’. De plus, ces observations laissent souvent sans
réponse, la question du contréle et de la régulation, par un ou plusieurs facteurs, de
ces processus et des €tats correspondants de lignification. Bien que essentielle’ en
vue de la maitrise ultime de la qualité des parois et produits lignocellulosiques,
cette derniére question n’est pas considérée dans cette revue qui concerne surtout le
domaine de la biochimie structurale. En dépit de ces limites, des relations
originales et significatives ont été mises en évidence entre les ‘propriétés de
produits lignifiés’ et ‘les variations d’organisation moléculaires, au sens large, des
lignines’. La grande variabilité de la lignification est maintenant ainsi bien démontrée'™®
tant au plan de la production biologique que de celui des transformations
technologiques. Dans le domaine de la papeterie, ce fait a été clairement exprimé
par D. Dimmel et col.”* " qui ont souligné, que “la composition et la structure des
lignines peuvent étre manipulées bien au dela de ce qui avait été anticipé autrefois’
et que ‘certaines qualités inusuelles des produits pourraient résulter de
modifications du mode de dépit des composantes des parois végétales en réponse
a, et en compensation de, I'altérations de la structure de la lignine’; ces deux
aspects sont précisés par la suite.

Dans le domaine de la mécanique des parois végétales et de la technologie du
‘bois-matériau’, ces deux remarques sont tout autant applicables. Cependant,
concernant Pinterprétation des observations et la prévision des effets de
transformations biotechnologiques, [’analyse des relations entre ‘structure
moléculaire’ et ‘propriété mécanique’ est plus compliquée encore puisque les
connaissances macromoléculaires des lignines sont beaucoup moins avancées que
dans le domaine papetier. En matiére d’effets moléculaires mécaniques de ‘la’
lignine, les analyses n’étaient qu’a peine ébauchées il y a quelques décades.” Elles
ne sont encore actuellement que rarement pratiquées et interprétées en termes
d’interactions moléculaires, de structures macromoléculaires et surtout
d’organisation spatiale'*" des constituants des parois végétales. Actuellement, les
comportements macromécaniques des bois et composites lignocellulosiques
peuvent pourtant é&tre représentés précisément au moyen de relations
mathématiques multivariables prédictives des comportements des couches
subcellulaires ;'° ils sont aussi analysés au plan micromécanique, en termes
d’ultrastructure orientée des fibres végétales dans les couches pariétales et des
interactions entre les polyméres constitutifs des bois.”™ '“ ' Parallelement, le
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comportement mécanique des composantes fibreuses de celluloses amorphes, soit
indépendantes soit réticulées, peut étre fidélement simulées'**® grace aux
procédures de mécanique moléculaire qui permettent de prévoir quantitativement
Pimportance des effets de déformations, de glissement et de fluage entre les
chaines polyméres cellulosiques. Ces modélisations ont conduit & souligner
'importance mécanique générale des dimensions des interfaces, ‘interphases
polyméres’, dans les parois cellulaires des bois."” De plus, I’importance mécanique
de tels effets aux ‘interphases’ est en accord avec les observations résultant de
synthéses biomimétique récentes de composites mécaniquement résistants,
comparables aux complexes lignine-polyosides naturels, et réalisés autant aprés
modification de la surface de fibres cellulosiques®® que aprés des mélanges avec
des polyméres naturels, amidons, que artificiels.”’ L’ensemble de ces données
ouvre donc, malgré tout, des perspectives encourageantes de modifications tant
biomimétiques que biotechnologiques des propriétés mécaniques et de
I’organisation dite ‘spontanée’ des systémes lignocellulosiques.

En fait, il s’agit 1a d’effets généraux d’auto-organisation, reconnus largement
par ailleurs en biochimie®*"° et plus récemment en génomique appliquée.”® Au
plan strictement macromoléculaire de Dorganisation des parois végétales
secondaires et de leur lignification, ces potentialités peuvent étre par exemples,
déja clairement illustrées: 1) au niveau organisation, par I’agencement hélicoidal
préférentiel de xylanes et de microfibrilles cellulosiques ensuite consolidé par
lignification,'*: 2) au niveau morphogenése, par I’organisation progressive dans la
paroi végétale in vivo de complexes lignine-hémicellulose sous forme de ‘modules
tubulaires’ constituées de stuctures ressemblant a billes alignées, ‘grains en
chapelet’” etenfin: 3) au niveau biomimétique, par l’organisation spatio-
temporelle in vitro, de dehydropolyméres modéles de lignines (DHP) tant a
I’interface air/eau ‘liquide’®* que en phase ‘solide’ pecto-cellulosique;” ces trois
aspects sont précisés par la suite.

OBJECTIF DE LA REVUE

Orientée par des perspectives de chimie macromoléculaires applicables aux
propriétés mécaniques des parois et produits lignifiées, cette revue concerne avant
tout les points de vue envisagés plus haut d’organisation et de morphogenése
chimique et biomimétique. Appliquée aux domaines papetiers et bois-matériau, elle
vise les aspects moléculaires d’organisation et de morphogénése des lignines tant
in vitro que in situ, en prenant pour base quelques articles ‘choisis’ en complément
des références citées en Introduction. En aucun cas, cette revue ne prétend donc a
exhaustivité. Elle correspond plutdt & une version détaillée d’hypothéses présentées
oralement par ailleurs, avec résumé,”® concernant la ‘Variabilité chimique et
biologique des états de lignification’ qui a fait suite & des revues plus biologiques.>'!"?
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L’accent est donc mis ici sur la possibilité d’effets d’autoorganisation, impliquant
des interactions moléculaires ‘coopératives’, susceptibles de conduire par
autocatalyse a la formation de structures organisées,”” d’agrégats résultant
d’associations intermoléculaires ‘colloidales’.”*” C’est dans la perspective
d’identification d’interactions moléculaires internes et externes & des complexes
lignine-polyosides que sont envisagées par exemples ensuite, I’organisation des
lignines d’échantillons de bois déstructuré par contrainte mécanique,”’ celle de
structures fibreuses lignifiées tant in situ'" que in vitro™® et celle de tiges de
mutants d’ Arabidopsis*™ et de Riz**™° dont la déficience en cellulose est corrélée a
des augmentations de teneurs globales en hémicelluloses et lignines sans que le
déterminisme de ces ‘effets de lignification’ soit encore expliqué en termes de

1 e - e . .o r , o 2
génétique appliquée aux particularités macromécanique du végétal.”>"

ORGANISATION ET PROPRIETES
DES COMPOSES LIGNOCELLULOSIQUES

Une des difficultés majeures rencontrée au plan structure moléculaire lors des
tentatives d’explication des relations ‘structure-propriétés’ des composés ligno-
cellulosiques est classiquement représentée par I’emboitement hiérarchisées
d’éléments, allant de ‘I’échantillon de bois’ aux ‘molécules’ tout en passant par les
‘fibres végétales’et les ‘couches subcellulaires’. Les figures 1 de deux articles
cités'”* illustrent bien cet aspect. En effet, elles présentent ces ‘éléments’
constitutifs des parois végétales, rangés par ordre de taille, depuis la tige a la
molécule. Au risque de devenir ‘illisibles’ de telles figures ne peuvent cependant
pas rendre compte aussi, des interactions multiples, inter- et intra- éléments, qui
font de la “structure composée’ représentée un ‘systéme’, c'est-a-dire un ‘ensemble
dans lequel du fait de ses interactions, chacun des éléments perd toute ou partie de
I'individualité symbolisée par 1'image individualisée, artificielle et donc parfois
artéfactuelle, qui spécifie chacun de ses éléments’, et qui ne leur est conférée que
par le mode méme de représentation. Outre ’énorme disparité d’échelle des tailles
entre ces €léments, du nanométre au centimétre, c’est surtout par la prise en compte
de ces interactions, que sont donc abordées ici, les relations entre propriétés
mécaniques et I’organisation macromoléculaire des composés lignocellulosiques.

Dans le domaine papetier, le caractére réussi, original et trés significatif de
certaines transformations génétiques réalisées a déja été souligné en Introduction.
Dans le cas de Peupliers ‘transgéniques’ pour la biosynthése de différents
monomeéres de lignine,™ il a, par exemple, été possible d’expliquer les avantages
techniques des conditions de mise en pate, ‘pulpage’ chimique et de blanchiment,
par des variations de ‘simple’ composition moléculaire des lignines (teneurs en
liaisons a.- et B-aryl-alkyl-éther labiles ainsi que en fonctions phénoliques ionisables)
sans avoir a prendre en compte leur ‘complexe’ organisation supramoléculaire. Par
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contre, dans le cas des performances macromeécaniques, résistance a I’éclatement, a
la traction de formettes des pates chimiques et surtout des pites mécaniques
correspondantes, le degré de condensation des lignines s’est avéré bien moins
discriminant et des propriétés physiques macromoléculaires telles que la transition
vitreuse des lignines et le gonflement des polyosides ont du étre impliqués, surtout
dans le cas des pates mécaniques.”® Un type d’effets semblable a été rapporté dans
le cas cette fois de mutants ‘naturels’ de Pin, “** dont les caractéristiques
macromoléculaires des lignines ont été analysée avec plus de détails, isolement et
mesure de ‘masses moléculaires’ et de volumes hydrodynamiques de fractions de
lignine, comparaison des cinétique des trois phases de cuissons alcalines et kraft,
indice x de permanganate des pates, formation et aspects de feuilles et formettes.
Des différences significatives de qualité de ces produits ont été décrites et
rapportées non pas seulement & la composition moléculaires des lignines et des
polyosides mais aussi aux modifications correspondantes de leurs propriétés
macromoléculaires et des interactions entre ces polyméres ainsi qu’a I’arrangement
spatial des ‘fibres’ dans les formettes de papiers. Bien que établies pour le moment
sur la base de comparaisons d’un nombre limité d’arbres, ces données démontrent,
sans ambiguité, I’importance des modifications du mode de dépbt, morphogeneése,
des divers polymére dans les parois végétales en réponse aux modifications
génétiques et épigénétiques,'” corrélatives a Ialtérations de la ‘structure’ de la
lignine’ ; tel est certainement aussi le cas des mutants d’Arabidopsis et de Riz ‘a
tiges cassantes’, cités plu haut. De nettes différences ayant été de .plus observées
sur ces effets en fonction de I’age, du génome et de la provenance de ces Pins
mutants, ainsi que des Peupliers transgéniques, I’ensemble de ces résultats conduit
a souligner I’importance des conditions biologiques de développement et donc des
modalités de leur morphogenése, tant biologique que chimique, envisagée ici ensuite.

A ce titre, ’importance relative des mécanismes de déformation entropiques
des fibrilles élémentaires de cellulose, qui sont susceptible d’expliquer le retrait
longitudinal des fibres papetiéres pendant leurs délignifications industrielle,*® ¢
mérite une évaluation beaucoup plus fine. Il en va de méme pour I’application de
théories plus ‘modernes’, percolation dans les réseaux polyméres par études de
diverses délignifications papetiéres en réacteur a €coulement, qui ont confirmé
Pexistence d’au moins deux ‘types de lignines’ suggérée bien avant.”**®' Ces études
ont permis, en effet, d’identifier deux sortes de fractions de réseaux polvmeéres, ‘gel de
lignine’, de polydispersités et dimension fractales différentes et qui proviendraient
respectivement de la lamelle mitoyenne et de la paroi secondaire cellulaire.’’

Dans le domaine du bois matériaux, le récent compte rendu de conférence de
la Société Européenne de Mécanique du Bois édité par L. Salmen, ’ensemble des
communications sur le théme ‘Micromecanics’et les publications plus spécifiques
de cet auteur'’? ainsi que d’autres déja cités'>'®" ont montré sans ambiguité
Pimportance de Porientation préférentielle des diverses composantes polymeéres
fibreuses et amorphes, y compris des lignines'®!72%32 > gang Pexplication des
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performances meécaniques statiques et dynamiques des bois ‘natifs’, non
transformés, et des matériaux dérivés. La situation est tout aussi clairement
illustrée dans les cas de plantes transgéniques et de mutants, déja évoqué plus haut.
Dans le cas des mutants a tige cassantes d’Arabidopsis,™ de trés significatives
réductions de la contrainte maximum et du module de flexion trois points, des tiges
ont été observées et mises en corrélation avec une forte réduction de leur teneur en
cellulose, sans que soit cependant observée de nette variations des teneurs globales
en hémicellulose et lignine, ce qui n’est cependant pas le cas chez les deux mutants
de Riz**®° Pour expliquer la faible résistance relative des tiges d’Arabidopsis
mutants a la compression, en absence de variations claire de lignification et alors
que les teneurs en lignines sont couramment corrélées a ce mode de résistance,
dans les bois de compression par exemple,”” * il est raisonnable d’admettre avec
ces auteurs que c’est |’organisation spatiale méme des lignines, qui est modifiée en
conséquence de la déficience correspondante de la structure cellulosique. Dans le
cas des Riz mutants, par contre, une ‘compensation’ mécanique par lignification est
envisable; elle pourrait résulter non seulement d’un effet ‘quantitatif® de masse de
matiére mais aussi ‘qualitatif® de réticilation, d’organisation spatiale et de
réarrangement spatial des enchainements polyméres parié¢taux. Cette hypothése, qui
mérite cependant validation, est cohérente avec de nombreuses autres observations
biologiques, concernant a: I’orientation anisotrope des monoméres des lignines au
contact des fibres cellulosiques, b: la réorientation de fibres cellulosiques des
parois secondaires en cours d’épaississement lors de leur lignification, c: la
modification par des inhibiteurs de la biosynthése des celluloses, des modalités de
dispersion des lignines dans les trachées vasculaires de Zinia, et enfin d: la
similitude de comportement avec d’autres mutants a tige cassantes, Riz et
Fétuques, qui ont déja été revus par ailleurs.”>>'"1?

De plus, toujours dans la perspective de la caractérisation fine des propriétés
mécanochimiques des assemblages lignocellulosiques, il est important de
considérer aussi I’existence d’effets de solvatation in situ des composantes
polyméres par des molécules ‘simples’, de I’eau en particulier. L’existence
d’intenses effets mécaniques de plastification de systémes polymeéres par
solvatation et hydratation a été clairement décrite et précisée depuis longtemps de
fagon générale™ ainsi que dans les cas spécifiques de fibres papetiéres®®™® et des
bois."” Une illustration complémentaire est fournie par les modifications des
propriétés viscoélastiques de tiges de Tabacs pourtant peu lignifiées,” induites par
manipulation génétique de lignification. Comparant les modes de relaxation des
contraintes et les composantes des modules viscoélastiques dynamiques des
xylémes normaux et manipulés de ces tiges a différentes vitesses, humidités et
températures, les auteurs ont observé des comportements reproductibles, mais
différents de ceux de bois mature. Ces comportements rappellent ceux de gels peu
réticulés ou de solutions de polyméres trés enchevétrés. L’existence d’importants
effets de déformation permanente, observés surtout chez les plantes modifiées
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conduit donc a admettre, avec ces auteurs, une réduction du degré de réticulation
des polymeres pariétaux dans les transformants, en particulier celle de leurs
éventuels complexes lignine-hémicellulosiques. Comme de plus ces effets
dépendent de la température et sont accentués a I’état humide, il est justifié
d’admettre aussi, au niveau moléculaire, I’existence d’un déploiement par fluage
sous contrainte des chaines polymeéres, ‘désenchevétrement’, facilité par
’hydratation, ‘plastification’, de ces enchainements. Ces chaines et complexes
polyosidiques éventuellement lignifiés, seraient ainsi préalablement repliés en
‘pelote’, dans I’état ‘natif® du xyléme. Alors que nombre d’autres possibilités
d’explications sont évoquées par les auteurs, un tel modéle par ‘déploiement —
repliement’, classique® et simple, semble suffisant et cela, méme si les
interprétations proposées par ces auteurs des résultats d’extraction, d’identification
et de plastification chimique d’une ‘fraction’ de lignine, dites ‘soluble’, exige
absolument validation.

Au total, et quelles que soient donc les interprétations sur ces derniers points,
ces observations, jointes aux précédentes, confirment I’ intérét de tenter de formuler
plus en détail , au niveau moléculaire, des ‘possibilités d’interactions susceptibles
d’affecter les propriétés supramoléculaires des systémes lignocellulosiques’. A ce
titre, trois aspects structuraux, évidemment non exhaustifs, sont donc abordés par la
suite; ils concernent, respectivement, I’organisation supramoléculaire puis la
morphogénese chimique et biologique d’agrégats de lignines et enfin, pour
terminer, des aspects plus biologiques, hétérogénéité correspondante des fractions
de lignine et mécanisme de peroxydasiques amorgant la polymérisation des
précurseurs phénoliques.

STRUCTURE ET ORGANISATION
DES COMPOSES LIGNOCELLULOSIQUES

Concernant d’abord, I’organisation supramoléculaire des lignines in situ tout
en restant dans le domaine de la macromécanique des bois, des observations
cytochimiques faites aprés coloration métachromatique de faciés d’organisation
d’échantillons de fibres papetiéres isolées™ et de bois avant®™™ et aprés contrainte
mécanique’’ permettent de préciser le premiére aspect. En effet, des travaux parfois
relativement anciens et confirmés ont démontré de nettes différences, ‘séparations
de couleur’, de coloration induites par des colorants définis en présence de
différents substrats. Ces séparations sont dépendantes a la fois de la concentration
en colorant cytologique, de I’état du ‘milieu solvant’ environnant et du traitement
physico-chimique préalable des substrats observés et, ici lignifiés. Ces observations
ont €t¢ interprétées en terme d’association-dissociation des molécules de colorants
au contact de ces objets, donc en fonction de la réactivité de surface des interphases
correspondantes, et donc aussi en particulier ici, de celles des lignines. Ainsi, dans
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le cas de fibres papetiéres isolées,*® des variations de couleurs du rouge au vert
clair, ‘métachromatisme’, d’acridine orange adsorbée sur des fibres, thermo-
mecaniques et chimiques, ont été attribuées a la présence de lignines parce que la
fraction ‘cellulosique’ n’est pas alors affectée. L’intensité de ces variations a
€te corrélée aux quantités de lignine résiduelle liée a ces fibres papetiéres purifiées.
Ces effets métachromatiques sont donc attribuées a 1’adsorption du colorant sous
formes respectivement de monoméres pour la couleur verte et de diméres et
oligoméres pour la couleur rouge. Dans le cas de désorganisations mécaniques par
contrainte délibérée”” ou accidentelle lors de coupes cytologiques’**° ou de
prétraitement chimiques,”™ des effets métachromatiques analogues, qui peuvent
étre aussi envisagés comme des artéfacts analytiques,” ont été décrits avec d’autres
molécules simples colorantes et/ou fluorescentes. Spécifiquement rapportées a
I’état local de la lignification et non pas seulement aux quantités globales de
lignines, ces changements de colorations ont été aussi attribués a la rupture de
liaisons entre lignine et cellulose démasquant cette derniére.”’ Attribuables aussi 4
I’existence d’associations réversibles entre molécules adsorbées de colorants, elles
semblent donc résulter d’interactions plutét supra- et macro-moléculaires
colloidales, impliquant des complexes ligno-cellulosiques pariétaux au sens large.
Dans la premiere perspective, la possibilité de rupture mécanochimique de liaisons
de valence, avec formations de radicaux libres et désorganisation de la phase
lignifiée supportée, ne peut étre exclue a priori.*® La possibilité et méme
Pactivation de tels clivages de liaisons covalentes lors de confinement de sites
réactifs aux interphases est en effet démontrée expérimentalement.*'*> Cependant,
la possibilité de modification des modalités d’interactions non covalentes, de type
ioniques, hydrogéne et surtout dipolaires a courte distance, dites ‘hydrophobes’,
semble au moins tout autant a prendre en considération dans la mesure ou chacune
d’elle est susceptible de faciliter I’organisation de systémes supramoléculaires
stabilisés par interactions de coopérativité lors de la formation de ces liaisons. Cette
derniére modalité conférerait ainsi au processus moléculaire global d’organisation le
caractére spontané d’autoorganisation observé. Dans ces conditions, la possibilité
d’intercalation de molécules monomeéres de colorants par ‘face a face’ entre les
cycles aromatiques des lignines dans les agrégats préexistants des réseaux
polymeéres de lignine reste possible ; elle été clairement démontrée.® Ce dernier
mécanisme est suffisant pour rendre compte des différents effets métachromatiques
cités plus haut, par un effet non covalents, dit ‘monomérisant’, attribuées aux
lignines ‘natives’. Déplagant les équilibres d’associations, dimérisation non covalente,
établis en phase aqueuse entre molécules monoméres de colorants, la combinaison
de ces interactions provoquerait la recomposition d’associations stables inhibant le
métachromatisme, méme en milieu aqueux concentré. Cependant, il est
vraisemblable que le processus de ‘monomérisation’ soit en fait plus compliqué
comme semblent I’indiquer quelque observation spectroscopique des interactions
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entre des colorants et des complexes lignine- hémicelluloses pectiques, des lignines
et méme des acides phénoliques.”**™*** Ces derniéres observations suggerent, en
effet, I’existence de transferts électroniques et complexes par transfert de charges
dont les particularités ne peuvent étre discutées davantage ici. Visant surtout les
aspects mécano-chimiques des parois lignifiées, ces données et hypothéses
conduisent & expliquer, au moins en grande partie, ces effets métachromatiques
mécaniques’"** par des modification de Porganisation méme des lignines
déposées au cours de la biosynthése au contact du ‘réseau fibreux cellulosique’, au
sens large. Une telle réorganisation serait ainsi induite en conséquence de la
déformation par ‘déploiement-repliement’, des structures fibreuses lignifiées qui
seraient donc ensuite susceptibles de stabilisations ultérieures, biologique et/ou
technologique, évoquée en Introduction."'*'"*** Les facteurs, ‘moteur moléculaires’,
en seraient donc surtout la réorganisation sous contrainte des interactions
hydrogenes et a courte distance consécutives au dépliement par fluage relatif des
chaines polymeres en particulier polyosiques,™'**" mais aussi trés vraisemblablement
des fractions les plus souples, peu réticulées et plus linéaires, des réseaux
lignines."*”'* Le mécanisme mis en jeu serait alors analogues a ceux déja analysés
et bien admis dans le cas.des acides nucléiques® et plus récemment étendu a des
stuctures composites d’hétéroglycanes, de protéiques fibreuses® mais aussi
globulaires plus ou moins repliés des ARN et ADN.*” Les effets métachromatiques
observés aprés désorganisation mécaniques du bois® résulteraient alors de la
désorganisation des agrégats de lignines induite par la déformation par extension
irréversible des chaines polyosidiques non cristallines pariétales. Ces derniéres
seralent auparavant statistiquement repliées en pelote dans leur état biosynthétique
‘natif’. Les molécules de colorant adsorbés auraient d’autant plus de possiblité
d’interactions stables que elles seraient supportées a distance et donc encore
‘monomeérisées’ par les chaines plus souples des ‘pelotes repliées’ polyosidiques, a
la stabilisation des quelles elles contribueraient de plus. Sur cette base, il semble
raisonnable d’admettre P’existence d’une ‘organisation supramoléculaire concertée’
entre les réseaux de lignines et ceux des structures fibreuses non seulement
glycosiques et hémicellulosiques mais aussi protéiques qui préexistent dans les
diverse couches des parois primaires végétales. De tels effets concertés pourraient
avoir lieu autant durant le ‘dépot’ des lignines par biosynthése, que aprés lors du
vieillissement et les transformations industrielles technologiques par voies
mécaniques et ou chimiques des produits lignocellulosiques. Seul, le premier de
ces aspects est envisage par la suite.

Enfin, et toujours en terme d’organisation, la présence d’importantes
quantités relatives d’eau, déja envisagée plus haut, eau dite ‘libre’, de ‘solvatation’,
de ‘structure’, etc. ..., dans tous ces produits mérite d’étre soulignée, I’eau devant
etre de ce fait considérée, au méme titre que les polyméres majeurs en masse,
comme une des quatre ‘éléments’ qualitativement majeurs et intégrants des
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‘systéemes’ ligno- hémi-cellulosiques. Extrapolant aux monomeres et surtout aux
oligoméres phénoliques moins polaires des lignines, une des relations formulée
récemment a propos du comportement des colorants métachromatiques,’’ il semble
possible de représenter le comportement associatif des complexes solvatés entre
‘les’ lignines : L, et ‘les’ fibres cellulosiques : C, en milieu solvant : S, ici Ieau,
par la relation (1):

(O L-H+P-S)=(LC-S)+(S5-95)

dans laquelle S représente non pas la seule molécule d’eau mais ses agrégats
supramoléculaires. Une telle relation suffit pour exprimer ici, le fait que des
réarrangements du ‘solvant’ aux interphases de ces composantes, interviendraient
tout autant en terme d’organisation, structurale et thermodynamique,
qu’interviendraient aussi des réarrangements des polyméres, eux méme solvatés,
lors des transitions d’état et de déploiement — repliement de leurs chaines sous
contraintes, envisagés plus haut. Faute de données quantitatives plus précises sur
ces complexes LC, il n’est pas possible d’en prolonger davantage la discussion. Au
total , il suffit alors de souligner que de nombreuses publications peuvent dés a
‘présent servir de base pour aborder, sous ces aspects d’organisation moléculaire,
les mécanismes chimiques et biologiques qui déterminent la mise en forme des
lignines en présence de polyméres osidiques. C’est le cas pour des polyosides
plutdt ‘acides’, hémicellulosiques et riches en pectine, " de ceux plutdt
‘neutres’, a base de celluloses, ' 1" 1820 2L.29 tous considérés comme ‘hydrophiles’
alors que la polarité des lignines serait de ’ordre de celle d’alcools & courte chaine:
propanol,” et cela, sans oublier Iexistence de fonctions ionisables de type
carboxyles et surtout phénoliques dont Pacidité activée par des effets de
confinement* justifierait les effets métachromatiques de ‘la’ lignine avec les

‘colorants basiques’ .9b,36-39

STRUCTURE ET MORPHOGENESE
DES COMPOSES LIGNOCELLULOSIQUES

L’existence d’arrangements structuraux caractéristiques de ‘la’ lignine dans
les parois végétales a I’échelle du micrométre est établie depuis longtemps.”*'* Des
données précises concernant la morphogénése des parois lignifiés et la mise en
forme des lignines en présence des microfibrilles cellulosiques, a I'échelle
supramoléculaire du nanometre, n’ont pu étre obtenues que récemment.'*"*! Elles
montrent que, en présence de fibres cellulosiques, la lignification est distribuée,
parfois trés régulierement, sous forme d’agrégats, de granules de lignine, de tailles
diverses de I’ordre de quelques dizaines de nanomeétres, et qui suivent I’orientation
des microfibrilles. En accord avec les publications moins récentes, ces observations
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sont interprétées, comme indiquant que ’organisation et donc la polymérisation
des lignines est affectée mais affecte aussi celle des polyosides pariétaux
préexistants. A ce titre, les données et conclusions de N. Terashima et de ses
collaborateurs' sont trés significatives au plan de la formation de ‘lignine
macromoléculaire’. Dans le cas du xyléme d’un type de conifére, Gingko, ces
auteurs ont montré I’existence de dépdts granulaires, alignés en chapelet au long
des microfibrilles de celluloses qui sont elle méme engainées de diverses
hémicelluloses. lls ont fourni une estimation des dimensions respectives de ces
grains, ‘modules de lignine’, et de la part relative des ces composantes en
suggérant des possibilités d’un contact ‘intime’ entre hémicelluloses et lignines.
Ces dernicres seraient ainsi synthétisées et réparties de fagon hétérogéne.
Soulignant aussi ’existence, en cours de lignification, d’un alignement relatif et
régulier de ces ‘grains de lignine’ dans les couches de la paroi secondaire, mais non
pas dans les coins plus lignifiés des méme cellules, ces auteurs ont de plus admis
Pexistence de sites de ‘nucléation’, point d’amorgage localisé de la polymérisation
des lignines, qui serait dans ces conditions, déterminée par la structure moléculaire
répétitives d’hémicelluloses spécifiques, en accord a d’autres publications.*’'®

Significatives et jmportantes au plan expérimental, les observation de ces
auteurs concernant la morphologie et la variété de répartition des ‘grains de
lignine’ in situ méritent aussi commentaire au plan méthodologique. Bien que
établies et discutés de fagon extrémement précise et rigoureuse, ces interprétations
et hypothéses ne sont fondées, pour le moment en effet, que sur des observations
cytochimiques d’un seul type de bois mature. Trés encourageantes, elles méritent
cependant validation en terme de structure moléculaire par d’autres méthodes et
d’autres plantes. Par exemple, elles pourraient étre parallélement validées par une
approche ‘plus biologique’ de cette ‘mise en forme structurale’ au cours de
lignification, en utilisant, en particulier, des mutants ou plantes transgéniques,
évoqués en Introduction. Ce type d’étude systématique de morphogenése in vivo,
n’a pas €té encore rapportée a notee connaissance. La complexité d’interprétation
des résultats envisagée en Introduction suggére méme qu’elle serait aussi lourde a
conduire que délicate a contrdler et surtout a interpréter. Ces contraintes nous ont
ainsi encouragé a poursuivre une approche plus ‘chimique’ de la mise en forme
macromoléculaire des lignines, par modélisation et synthéses de types
biochimiques®**® et enzymologiques’® qui ont déja }?ermis de confirmer la possible
‘hétérogénéité moléculaire’ in vivo des lignines.”'""'

Artificielle, simplifiée mais classique car depuis longtemps reconnue comme
source d’hypothéses et d’informations pertinentes dans le domaine de la
biosynthéses des lignines, la synthése in vitro de DHP, modeles de lignines par
dehydro-polymérisation oxydative, a donc été conduite avec B. Cathala, en
€quipes, par analyses des aspects physico-chimiques de la formation de DHP en
phases aqueuses hétérogenes, ‘morphogenése chimique', tant aux interfaces, qu’en
‘solution’ et ‘phase colloidale’ a base de pectines avec présence éventuelle de
fibres de cellulose bactérienne.’’ ¢
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Premiérement, concernant des synthéses réalisées aux interfaces>*® 33 les
analyses ont montré des effets sur la composition moléculaire, structure primaire,’
des' DHP par modifications de la fréquence relative des types de liaisons
intermonomeéres,”™ mais aussi sur les structures secondaire et tertiaire, organisation
intra- et supra-moléculaire, avec augmentation des tailles moléculaires, rayons
hydrodynamiques,’® ainsi que de la fréquence relative des liaisons aryl-alkyl-3-
éther, en présence de pectines.”** En accord avec de précédentes observations,’ ces
résultats confirment en particulier, la possible existence in vivo, de deux types
extrémes de fractions de lignine a structure secondaire de type soit plut6t ramifié,
en bloc, soit plus linéaire et enrichie en liaisons aryl-alkyl-B-éther déja décrites par
ailleurs (Figures 1°'"'?) et qui, elles méme seraient finalement agrégées in situ,
‘cluster’. "'* Tl convient de souligner a ce propos que la biosynthése du second type
de lignine, enrichie en liaisons (-aryl-alkyl-éther, a été suggérée aussi en fin de
lignification dans la parois secondaire du Gingko par N. Terashima et al.”’ Ces
auteurs ont proposé€ en effet, qu’il y ait formation de ce type particulier de liaison a
Iextrémité méme des lignines en croissance pour expliquer le fait que les
structures granulaires ne soient plus observées et donc moins bien individualisées
en fin de différentiation des parois secondaires. Ils ont rappelé & ce propos la
possibilité d’une organisation macromoléculaire ‘modulaire’, selon M. Waymann
qui est discutée ici par la suite.

Secondement, concernant la morphogenése de lignines en présence de
solutions aqueuses de pectines, des synthéses de DHP ont été faites avec
polymérisation peroxidasique, par addition lente, durant 10 heures, du monomeére
alcool coniférylique et de peroxyde d’hydrogéne dans une solution aqueuse de
pectine.” Dans ces conditions, il y a formation d’une solution colloidale stable de
complexe LC, DHP—pectine, a I’opposé d’addition plus rapide qui entraine leur
précipitation.”®® Leur caractérisation physique a révélé trois principaux ensembles
de résultats.

D’abord, A, la formation progressive en solution colloidale, de microdomaines
de faible polarité relative, ‘hydrophobes’, mise clairement en évidence aprés moins
d’une heure de réaction par la modification caractéristique des bandes de
fluorescence du pyréne moléculaire, utilisé comme sonde monomoléculaire,”® et
cela sans évidence de localisation macromoléculaire confondue des DHP et des
pectines.

Ensuite, B, confirmant la possibilité d’hétérogénéité locale des ces complexes
LC, des observations par diffusion de lumiére visible ainsi que de neutrons,”” ont
permis de décrire la dynamique d’organisation spatiale de ces complexes sous
forme d’agrégats, de forme globalement semblable a celles des ‘grains modulaires’
du xyléme de Ginkgo."” Dans le cas de ces DHP, les agrégats hydrophobes et
restant stables lors de dilutions, présentent une organisation trés hétérogéne en trois
phases avant tout aqueuse puis pectique et polyphénolique, DHP. Ces deux
derniéres phases sont denses et homogénes a ’échelle de 5 nanométre alors que les
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agrégats qu’elles forment ont une dimension caractéristique, en diffusion des
neutrons, de la dizaine de nanometres, voisine de celle des “grains de lignine’ déja
rapportés in situ.” De plus, et alors que ces phases sont séparées, la croissance
relative de leurs interfaces a lieu cependant de fagon paralléle, observation qui
conforte les suggestion de ‘compensation concertée’ entre dépots de cellulose et
lignines de plantes modifiés par transgenése." 28

Enfin, C, au long de ces dix heures de réactions morphogénétiques, la densité
locale moyenne globale des agrégats est multxphee sensiblement par un facteur 3
alors que la quantité relative en interfaces varie en sens oppose. s 2 Cette évolution
est corrélative a une forte densification nette de la phase pectique (300 %) mais, a
’opposé, trés faible pour la phase DHP, qui de fagon inattendue diminue méme
légérement (40 %) et cela, d’abord de fagon monotone puis avec des oscillations
significatives aprés 6 heures de réaction. Conduisant ainsi a la formation d’agrégats
complexes pectino-ligneux, hétérophasiques d’abord trés fortement gonflés d’eau
puis devenant plus ‘hydrophobes’ et rétractés au cours du temps, cette évolution
correspond & un processus de ‘morphogenese chimique”® qui se traduit par une
perte progressive d’eau liée  la phase pectique des agrégats et qui correspondrait
vraisemblablement a un repliement, ‘en pelote’, des chaines pectiques en
conséquence du ‘dépét de lignine exer¢ant dans ces conditions un réle moteur et
déterminant dans ce processus par la mise sous contrainte mécanique de
I’ensemble’.

Troisiémement, concernant la morphogenese en présence de fibres
cellulosiques incorporées de pectine, des syntheéses de DHP ont été réalisées dans
un réacteur comportant une cellule 3 membranes semi perméables, séparant des
solutions d’alcool coniférylique et de peroxyde d’hydrogéne, par diffusion et
polymérisation peroxidasique durant 10 jours.™® Par référence a la synthése sur
cellulose seule, la - pectine, pourtant présente en faible teneur relative de 10%,
exerce dans ces conditions un effet de compatibilisation entre DHP et cellulose, qui
est particulierement bien révélée par la ‘forme’ méme des agrégats de lignine
observés en surfaces des fibres composites (Fig. 1). De forme ovoide et de taille
variée en absence de pectines, les agrégats visualisés par microscopie €lectronique
a balayage sont répartis de fagon plus uniforme en présence de pectine en surface
du matelas fibreux; ils sont d’une taille moyenne plus faible, de Pordre du
micrométre et ils recouvrent plus uniformément les fibres, ‘compatibilisation’. De
plus, alors que seulement une faible fraction, environ 25%, de DHP reste
insolubilisée sur le matelas fibreux, cette fraction de DHP est significativement
enrichie en liaisons B-aryl-alkyl-ether. Cette derniére constatation d’une variabilité
de la structure primaire des DHP, et donc vraisemblablement des lignines,
concorde bien avec celles déja rapportees lors de synthéses analogues conduites en

‘solution concentrée’ de pectine™® mais non en conditions dxfferentes plus
diluée.™ Déja mentionnées plus haut et discutés aussi par ailleurs,”™ cette
variabilité ne peut étre davantage discutée encore ici du fait du nombre €levé de
facteurs, ‘complexité’, qui semblent la déterminer.
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Fig. 1. — Organisation spatiale de DHP, vue par microscopie électronique & balayage,
en surface des matelas composites fibreux formés au contact de la membrane semi
perméable du réacteur a diffusion du coté H,O,, en surface des fibres de cellulose
bactérienne, en absence (vue de gauche) et en présence de pectine (vue de droite); /a
largeur totale de chaque vue correspond a 25 micrométres.
(DHP spatial arrangement, shown by scanning electron microscopy, at the surface of
fibrous composite mats in contact to the hydrogen peroxide side of the semi
permeable membranes reactor synthesized along the bacterial cellulose fibres without
(left view) or with (right view) of pectin occurence; the total width of each view
correspond to 25 microméter.)

Au total, ce triple ensemble d’observations montre donc, sans ambiguité, la
possibilit¢ de morphogenése chimique de LC tout en confirmant la valeur
descriptive et prédictive de I’approche expérimentale de la variabilité des processus
de lignification par synthése chimique modeles. Elles conduisent de plus a
envisager aussi de fagon plus fondamentale, ici en termes d’effets thermodynamiques
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d’organisation spontanée et d’auto-organisation, cités en Introduction, I’ensemble
de ces mécanismes moléculaires, simplifiées, mais cependant ‘complexes’, qui
déterminent les particularités structurales et la dynamique de mise en place de ces
modeles LC. En effet, prenant base les formulations théoriques dues . Prigogine
et son école,” les termes ‘simple’, ‘complexe’ et ‘auto-organisation’ signifient ici
que les modeles LC, de synthése, sont relativement plus simples que les parois
biologiques, car ils impliquent moins de facteurs explicatifs, mais qu’ils sont
cependant encore suffisamment ‘complexes’, voir i¢i aussi la variabilité primaire
des DHP, pour permettre P’existence d’états stationnaires de non équilibres” et
donc pour pouvoir, ‘donner naissance, sous certaines conditions, & des
Pphénoménes d’autoorganisation a I'échelle macroscopique sous forme de rythmes
temporels et de motifs spatiaux’”® D’aprés ces principes, les processus
d’organisation spontanée sont initiés a I’échelle moléculaire, microscopique’™ par
des = ‘fluctuations’, événements thermodynamiques localisé a [P’échelle
microscopique.”” Au plan de la chimie macromoléculaire structurale, la
proposition faite ici n’est pas fondamentalement originale; la formation de
structures organisées discontinues dans des réacteurs a diffusion, par
‘morphogenése chimique’, a été décrite depuis longtemps,*®® selon ces principes, et
elle est largement et clairement confirmée.’®® Par contre, au plan de la biologie
générale®™ et plus particulierement ici, des processus de lignification tant in vivo
que in vitro, cette possibilité ne semble avoir été envisagée que récemment.'""
Dans le régne animal cependant, la différentiation de structures ainsi que des cas
spécifiques de morphogenése chimique ont été analysés depuis plus longtemps et
dans cette méme perspective par H. Meinhardt et A. Gierer.”’ Soulignant
insuffisance des effets d’inhibition a distance pour expliquer la création de
formes, ces auteurs ont trés clairement démontré la nécessité d’effets
complémentaires d’activation auto-catalytique permettant de justifier que la
structure en formation puisse inhiber celle de ses voisines sans étre inhibée par
elle-méme, explicitant ainsi aussi concept flou d‘autoorganisation, comme déja
tenté ici en Introduction. Un ‘modéle moléculaire de morphogenése chimique
appliqué a la lignification’ est donc proposé ici (Fig. 2). Faute de données
expérimentales plus systématiques, il vise seulement a expliciter un mécanisme
moléculaire global ; la Figure 2 propose donc une représentation spatio-temporelle
de formation, compétitive et concertée, d’agrégats de DHP et donc indirectement
de lignines. Selon ces principes, la formation d’agrégat serait initiée par
‘fluctuation’ locale de, par exemples, la composition en substrats, les conditions de
diffusion, les ‘activités’, affinité chimique et potentiel thermodynamique, mais
aussi les conditions locales de milieu, acidité et surtout potentiel redox. La
polymérisation oxydasique étant ainsi amorcée, la combinaison de radicaux libres
conduirait a une accumulation de DHP, avec insolubilisation localisée d’autant plus
forte que elle serait rapide. L’activation autocatalysée de formation de radicaux
libres monomeéres, observée avec de nombreuses peroxydases, en serait le facteur
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déterminant ; cet aspect est précis¢é par la suite. En fonction du temps, il y aurait
donc d’abord accumulation localisée (courbes en cloche continues: Fig. 2) suivie
d’inhibition de cette derniére par compétition au niveau des radicaux libres
monomeres et méme oligomeres. Elles procéderait donc par réactions ‘activatrices’
au niveau du site catalytique et réactions ‘inhibitrices’ de combinaison avec les
fonctions les plus réactives et nouvellement formées par polymérisation en surface
du DHP (courbes en cloche discontinues: Fig. 2). En accord avec des mécanismes
établis, I'intensité relative de ces dernieres réactions dépendrait non seulement de
conditions physiques, adsorption et transferts d’états électroniques’ 3% mais aussi
de facteurs chimiques, potentiel redox et couplages électroniques et complexes
par transfert de charges.””® La formation des agrégats a distance réguliére ou non,

- .v!':!u-_-.-_- ......
/,{Hi{vidua/isation des aggrégats,
< selon les contraintes locales

’inhibition croit davantage que
l'activation qui augmente encore

[‘effet d’activation croit
et, accelere l'inhibition.

Sfluctuation a ['origine de 1* activation

>

Distance

Fig. 2. — Formation d’agrégats, structures granulaires de DHP, par ‘morphogenése chimique’,
combinant des effets antagonistes d’activation et d’inhibition des réactions de polymérisation de
monomeres ¢t de fragments oligoméres de lignines. La formation d’un premier agrégat (1), initée par
‘fluctuation locale’, induit en fonction du temps I’activation autocatalysée de radicaux monomeres,
entrainant la polymérisation de chaines oligoméres formant I’agrégat par leur accumulation d’abord
localisée et rapide (courbes continues de distribution en cloche) puis plus étendue et plus lente en
extrémités des enchainements polyméres (courbes discontinues). La formation des agrégats (2) et (3)
est affectée par de la présence des chaines voisines ; elle est alors possible (2) ou non (3) en fonction
des types de “distances’ et des interactions moléculaires coopératives, voir texte.

Fig. 2. Formation of ‘clusters’, granular structures of DHP, during ‘chemical morphogenesis’
involving the antagonist effects of activation and inhibition of the polymerisation reactions of free
radical monomers and of oligomeric fractions of lignins. The formation of a first aggregate (1),
initiated by ‘local fluctuation’, induces as function of time, an autocatalyzed activation of monomers
with formation of the aggregate by accumulation first localized and fast (continuous bell-shaped
distribution curves) then more extended and slower (discontinuous curves). The formation of other
aggregates is possible (2) or not (3) depending of the ‘distance’ types and the cooperative molecular

interactions, see text.
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dépendrait donc finalement a la fois de leur ‘distance spatiale’, suivant les
repliements des enchainements de fibres et de leur ‘distance réactionnelle’,
fonction des vitesses et durées relatives de diffusion des radicaux et espéces en
interactions.” Les effets métachromatiques, les phénoménes de ‘monomérisation’
par intercalation de molécules solvatées simples et le désenchevétrement des
chaines lignocellulosiques sous contraintes, envisagées plus haut, sont compatibles
avec ce modéle et paraissent susceptibles de bien le valider. D’une part, la
lignification des agrégats, provoquant leur rétraction, mettrait sous contrainte de
compression les chaine polyosidiques, en accord avec les mécanismes moléculaires
couramment admis lors de la formation des bois de compression.””** D’autre part,
les déstructurations mécaniques et pulpages, relaxeraient ces contraintes, d’autant
plus aisément qu’interviendraient aussi des effets coopératifs de clivages de
liaisons et des effets entropiques de réorganisation des couches de solvatation.’%
La formation de lignines de type plutdt “tridimensionnel’ ou plutdt ‘linéaire’,
envisagée aussi ensuite, pourrait affecter aussi la dynamique et les effets de ces
associations, par la modification de la  conformation supramoléculaire,
quaternaire,” des .chaines osidiques lignifiées. Les différences d’intensités
métachromatique décrite selon les tissus végétaux’’% et apres simple déformation
réversible en résulteraient donc aussi, comme semblent susceptibles d’étre aussi
modifiées les identifications immunocyto-chimiques correspondantes.

Les bases macromoléculaires de ‘morphogenése chimiques’ du modéle étant
présentées, des aspects plus dynamique, métaboliques et physiologique, sont
envisagés, en quatre points, dans une perspective correspondante modéle de
‘morphogenése biologique’. '

Le premier point concerne le modeéle macromoléculaires,‘en modules’,
proposé par N. Terashima'® suivant M. Waymann.® II fut établi globalement, sur la
base de synthése de DHP, de dépolymérisation chimique par ‘pulpage’ de bois et
DHP et enfin de fractionnements par perméation sur gels des composés obtenus.
Sur la base de distributions bimodales, qui sont compatibles avec des données plus
récentes,” ces auteurs ont proposé I’existence de deux sortes de fractions,
‘assemblages stables’, a partir des DHP et des lignines natives, dont le degré de
polymérisation serait de I’ordre respectivement de 500 et de 20. IIs les ont définis
comme ‘modules’. Selon ce modéle, la formation des macromolécules de DHP et
lignines aurait alors lieu par ‘polymérisation additive entre les modules’, mettant en
cause des liaisons plus labiles et dont il est, actuellement, raisonnable de proposer
qu’elles soient de type B et surtout o-aryl-alkyl-éther. Ces interprétations sont
compatibles avec celles de K. Freudenberg, de H. Bolker et de J F. Yann, discutées
par ailleurs.®* Cependant, des données expérimentales plus récentes et surtout
leurs interprétations théoriques en terme de dimension fractales de ces fractions et
de réticulation des réseaux polyméres par percolation entre ‘clusters’, agrégats, de
DHP ou lignines, rapportées par de Leclerc et Olson,”" mais aussi celles de
Gravitis,”*" semblent devoir étre prises en compte, au moins tout autant. Elles
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semblent préférables car plus fines et informatives au plan supramoléculaire.” Malgré
tout, dans 1’état actuel des observations et du présent modele morphogénétique, le
processus ‘modulaire” mérite d’étre retenu, mais validé, car il est simple. En plus
de ’accord sur la formation de ‘modules’ par réticulation de courts ‘enchainements
en bloc oligomeéres’, qui seraient plutdt riches en liaisons ‘condensées’'! puisque
formés en phase de croissance rapide (Fig. 2), il permet en effet aussi de Justlﬁer
en phase terminale d’agrégation, la réunion et le masquage des agrégats'’ par la
formation, plus lente car inhibée (Fig. 2), de lignines plus riches en liaisons
relativement plus fraglle plus aisément clivées par pulpaces qui seraient de type
B- et a-aryl-alkyl-éther," entre autres types de liaisons®' avec moindre désordre,™
et qui libéreraient alors ces ‘modules’ ou ‘clusters’ de plus petites tailles.

Le second point concerne les interactions intra- et inter-moléculaires au
niveau des fonctions aromatiques des DHP et lignines. Concernant la formation
des agrégats, le caractére peu polaire des monoméres et plus encore des
oligoméres, pourrait contribuer au réle moteur de la lignification dans la mise
sous contrainte mécanique de I’ensemble pariétal lignines — réseau de fibres
polyosiques, évoqué plus haut. Par référence aux mécanismes de fixation des
molécules solvatés de colorants, adsorption sur les chaines polymeres, ainsi que a
leurs associations moléculaires métachromatiques, dépendant de leurs
arrangements spatiaux’®*’ cités plus haut, il est proposé que la perte progressive
d’eau liée a la phase pectique des agrégats et le repliement corrélatif, en pelote,
des chaines pecto-cellulosiques® résulte d’une part, non seulement d’interactions
de type coopératives selon les modalités déja analysées sur les polymeéres
lindaires® et depuis reconnues entre les colorants aromatiques basiques et les
polyméres polyosiques polyamomques485 et d’autre part de réarrangements
thermodynamiquement favorables des couches d’eau de solvatation suivant la
relation (1). L’importance biologique vraisemblable de ce dernier type d’effet
dans le cas des LC, invoquée ailleurs,”® n’a pas fait, récemment & notre
connaissance, |’ objet de rapport détaillé. Confirmant cependant ces propositions
et les précieux mais anciens résultats de Stockmann® cités plus haut, des études
analogues plus récentes ont été conduites sur des systémes protéiques
hydrophobes fibreux animaux.’® Elles démontrent, sans ambiguité, I’ 1mportance
majeure de tels effets chimico-mécaniques. Il se pourrait donc qu’une partie
significative des effets de types ‘compensation’ suggérés dans les cas de
transgenése affectant ’ensemble du complexe lignocellulosique*>*****° de
maniére globale résulte aussi de tels réarrangement ‘entropiques’ accompagnés
des effets de ‘compatabilisation’, cités plus haut. Dans ce cadre de morphogeneése
biologique, ils feralent donc intervenir les reseaux pecthues par leur caractere
polyanionique™ d’ol leur solubilité remarquée,” mais aussi des lignines, comme
semblent bien I’indiquer les variations métachromatiques en présence des
‘colorants basiques’™*® dépendantes d’activation électronique localisée et
fluctuations de fonction phénoliques définies.
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Le troisiéme point concerne I"hétérogénéité moléculaire des fractions de
lignine dans la perspective de leur formation autoorganisée dans les agrégats.
L’existence méme de fractions de lignines de type ‘en bloc’, plutot
tridimensionnelles et dites plus ‘condensées’, et de type ‘en ligne’, plutét
monodimensionnelles et dites moins ou ‘non condensées’, proposée depuis
longtemps™® discutée ailleurs,"!" est de plus en plus fréquemment invoquée et
admise, en particulier lors des caractérisations immunocytochimiques'**"%* de
I'organisation de la lignification dans les parois végétales. Elle concorde avec les
données plus modernes de cinétiques et effets de percolation lors de diverses sortes
de pulpages chimiques, déja cités, qui sont interprétés en terme de ‘dégelation’ de
deux types de réseaux LC, interpénétrés et de polydispersité différentes.’' Sujvant
le modéle proposé ici et, en accord avec les observations in situ sur xyléme du
Ginkgo," la formation de lignine enrichie en liaisons aryl-alkyl-éther, ‘B-0-4,
dibenzodioxocine, a-O-4, ..., aurait donc lieu en phase terminale lente (Fig. 2),
ralentie par inhibition compétitive lors de la morphogenése des parois. Soulignée
déja en principe comme condition de morphogenése,”” I’absence d’autoinhibition
de P’agrégation par elle méme ne dépendrait pas des seuls facteurs autocatalytiques,
concernant la formation oxydasique des radicaux, mais aussi a Iactivation des
extrémités phénoliques des oligoméres déja réticulés dans ces agrégats. Mettant en
jeu des complexes, par intercalation® et des transfert de charges*-*®>< capables
d’affecter les potentiels redox et donc la modes de liaison intermonomeres,” la
polymérisation ‘biologique’ serait dans ces conditions contrdlée par ‘séguestration
réversible des radicaux libres en extrémits de chaine’. Ce type mécanisme
radicalaire bien que relativement nouveau, est reconnu;® il n’est pas original dans
le domaine de la chimie macromoléculaire. Dans son principe, il est en effet,
similaire aux réactions de polymérisations ionique dites ‘vivantes’ parce que leur
propagation dépend d’une réaction démasquage du groupement réactif terminal qui
est sans cela est non réactive et dite ‘dormante’ 559 || est donc proposé ici que la
réaction de polymérisation radicalaire des DHP et lignines soit de ce type. En effet
mettant en jeu des radicaux suffisamment stabilisés et séquestrés pour avoir des
caractéres ‘dormant’ puis ‘vivant’ selon les conditions locales d’agrégation, elle
permettraient en fin de croissance des réactivations radicalaires et la propagation
terminale de chaines oligoméres entre les agrégats en conditions ainsi lentes et
relativement controlées (Fig. 2). Le processus ‘biologique’ serait ainsi assimilable a
celui de réaction ‘chimiques’ radicalaires déja décrites en phase hétérogene, dans le
cas de miniémulsions par séquestration de chaines dormantes, mais aussi lors de
syntheses de polyméres en bloc, reliés par des segments amorphes®*®* et qui tous
aboutissent, aprés éventuels transferts et fragmentations de chaine oligomeéres® 3
la  condensation terminale des blocs d’un agrégat, polymére ‘mort’. Les
connaissances actuelles concernant les mécanismes d’oligomérisation et de
réticulation modéle des DHP et des lignines sont encore trop globales et
fragmentaires pour tenter de valider davantage ces propositions. Bien que
frappantes, les ressemblances ne sont peut €tre hélas, que fortuites.
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Le quatrieme et dernier point concerne le role des peroxydases dans la
formation de structures organisées. La possibilité de former de structures spatio-
temporelles par réactions peroxidasique n’a été rapportée que récemment. Elle a été
observée a partir de solutions aqueuses d’amidon soluble du commerce, par
réaction d’iode et de peroxyde d’hydrogéne catalysée par la présence de
lactoperoxydase immobilisée sur les parois du réacteur.”® Ces données sont en
complet accord avec les principes théoriques d’autoorganisation™ et avec leurs
validations expérimentales en réacteur,’® déja citées. Par la suite, étudiant tres
systématiquement les aspects biophysiques des activités peroxydasiques, ces
premiers auteurs ont démontré de plus I'existence d’organisations temporelles
correspondantes, oscillations et dynamique complexe, des réactions ‘oxydatiques’,
par production de H,0, par activation catalytique de O, induites en présence de
substrats et cofacteurs phénoliques simples par de peroxydases diverses.’®° Plus
récemment, analysant de fagon détaillée les nombreuses étapes de ce type de
réaction a partir de donneurs organiques d’électrons, et de NADH en particulier, ils
ont aussi proposé que cette dynamique enzymatique complexe exerce un effet
protecteur contre les réactions d’inactivation induites sur les peroxydases elle
mémes, par les produits intermédiaires d’oxydation.® Enfin, ils ont aussi décrit
I’induction rapide de bifurcations entre voies métaboliques qui, dans ces conditions
et du fait des principes de ‘complexité’®® déja citée, ne nécessiteraient pas de
changement génétique régulateur.”®® Bien que tres pertinents et rigoureusement
établis, ces résultats originaux et ces hypothéses de biophysique générale ne sont
pas souvent systématiquement pris en compte dans les publications
correspondantes, spécifiquement biochimiques et biologiques, qui concernent les
peroxydases ‘végétales’, y compris dans des revues récentes, pourtant
approfondies, visant aussi la lignification.”” Par contre, I'importance des activités
oxidatiques des peroxydases in vitro et durant la lignification in situ des parois
végétales est par plus souvent reconnue. Elle a été récemment analysée et son
importance a été confirmée par des études originales approfondies.t’*®%>¢ A ce
propos, ces auteurs ont suggéré que la formation d’H,0O, utilisée lors de la
biosynthéses de: lignines provienne de réactions d’autoxidation de I’alcool
coniféryliqu= :omisé et non pas d’une activation indirecte de O, par la peroxidase
elle-méme."™ Un tel mécanisme autocatalytique bimoléculaire est compatible avec
le modele proposé et les principes cités; Iinitiation de la polymérisation des
lignines par fluctuations locales proposée dans la Figure 2 peut lui correspondre.
Ainsi, en matiére de morphogenése, biologique ou non, I’intérét de ces données
biophysique et physiologiques semble clair dans la mesure ou les observations de
ces auteurs, confirmant d’abord ’existence d’effets spatio-temporels d’organisation
catalysés par des peroxydases, montrent aussi la diversité des mécanismes oxidatifs
envisageables®®* ainsi que leur dépendance en fonction du pH du milieu.”’ Par
rapport a la lignification des DHP, il suffit donc de rappeler que de tels effets du
PH ont été déja montrés sur la composition moléculaire des DHP et des LC'%® de
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méme que ceux du potentiel redox.”™® Comme ci dessus, les connaissances actuelles
concernant les mécanismes macromoléculaire de polymérisation oxydative des DHP et
des lignines sont encore trop mal connus pour permettre de valider une fonction
morphogénétique directe aux peroxydases. Cependant, I"observation d’oscillations
significatives aprés 6 heures de réaction pendant la densification des agrégats de
DHP en présence de pectine,”™ déja citée, pourrait en constituer un indice.
Concernant encore, les mécanismes physiologiques de polymérisation oxydative
des lignines, la possibilité de couplages entre voies métaboliques méritent
commentaire aussi. Concernant le métabolisme général de lignification'®'" ils
affecteraient le métabolisme énergétique oxydatif, en particulier des NAD(P)H déja
envisagés, mais cette fois au niveau du transfert des monomeéres de lignines via le
plasmalemne vers la parois végétale en vue de leur oxydation au cours de
lignification. La possibilité d’un tel couplage a été proposée récemment dans le cas
de Tabac dont les peroxydases associées a la lignification avaient été modifiées par
transgenése.”’”* Observant des réductions semblables & la fois des teneurs et des
composition en monoméres mono- et di- méthoxylés, ces auteurs ont suggéré que
Pexistence d’un mécanisme physiologiqiie de rétrorégulation qui inhiberait leur
transfert vers la parois a la condition que la capacité oxydative soit diminuée. 1] est
eévident que ['existence, proposée ici, de I'implication d'une activité oxydatique
dans la polymérisation des lignines qui serait particulierement consommatrice de
‘pouvoir réducteur cellulaire,’sous forme de NADH, ne ferait que conforter I’effet
d’un tel mécanisme de rétro-régulation. En accord avec ces auteurs, il convient de
souligner que les manipulations génétiques des activités peroxydasiques ont abouti,
dans d’autres cas cependant, a4 des effets différents. Des réductions ou des
augmentations des activité peroxydasiques ont été corrélées soit a des diminutions
soit a de augmentations de ‘teneurs totale’ en lignine chez respectivement des
Peupliers’"” et des Tabacs,”"® avec cependant dans ce dernier cas une absence de
modification nette de composition en monomeéres non condensés. Déja analysée
bien en détail,'’ en terme de coilt relatif des diverses voies métaboliques globales
de lignification,'' cette notion de couplage métabolique semble mérite ici d’autant
plus intérét en terme de morphogenése des parois lignifiées que, précisant des
observations anciennes,”” *® [’existence d’une périodicité journaliére de dépot
d’hémicelluloses et des lignine, en tant que matrice amorphe entre les fibres
cellulosiques des couches pariétales, a été rapportée et confirmée.”” Ce processus a
de plus €té mis en relation avec des cycles de mise en compression des parois
végétales en cours de croissance aboutissant a 1’établissement de contraintes
mécanique de compression’'® en cohérence avec une fonction morphogénétique
globale. Au total, une fonction organisatrice des ‘activités métaboliques intégrées’
de polymérisation des lignines dans les parois végétales semble donc possible; les
données invoquées ici en sa faveur ne sont qu’indirectes cependant. Comme
précédemment, ces rapprochements ne sont peut étre ha'ss, que fortuits; I'enjeu
considérable que représente la maitrise des processus de li gnification semble quand
méme, mériter leur validation.
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CONCLUSIONS

Alors que des propositions plus pratiques ont été déja formulées, seules
quelques idées directrices de cette revue sont regroupées en cinq points.

En premier lieu, il est admis comme hypothése de départ, la plus couramment
retenue actuellement, que la formation des lignines et le processus de lignification
des parois végétales sont amorcés par une ‘réaction’, de type enzymatique, et
qu’elles se réalisent par des mécanismes non enzymatiques de fagon dite pour cette
raison ‘spontanée’.

Ces processus aboutiraient ainsi a la formation d’un ‘systéme ligno-cellulosique
pariétal’, ensemble dans lequel des ‘éléments’ macromoléculaires ou non sont liées par
de multiples interactions croisées. Ce ‘systéme composite pariétal’ serait, dans ces
conditions, ‘composé’ essentiellement de quatre sortes d’éléments organisés: des
fibres cellulosiques, des matrices de type hémicelluloses et de type lignines,
hétérogenes au plan moléculaire, et enfin d’eau, elle méme organisée aussi autant par
adsorption aux interphases que en elle-méme, contribuant alors de ce fait a des effets
entropiques organisateurs, statiques et dynantiques, de I’ensemble.

Le phénoméne d’organisation spontanée de cet ensemble résulterait ainsi du
caractére coopératif et réversible, a I’état de gel ‘colloidal’, de ces interactions.
Elles mettraient principalement en jeu des ‘liaisons’ de type éventuellement
ionique mais surtout hydrogéne et hydrophobes. Leur formation concertée, en
cascade, déterminerait la stabilisation d’états du systéme, configurés de fagon
d’abord plut6t réversible de type parois primaires, puis plutt irréversibles, aprés
réticulation, de type parois secondaires. Dans ces conditions, I’organisation des
‘chaines polyméres’ serait aussi modifiée et réorganisable. Ces modifications
autoriseraient, par ‘déploiement—repliement’ des enchainements polyméres, les
formation, déformation et reformation de ces systémes structurés fibreux,
aboutissant a des états définis particuliers, ‘formes’, relativement stables au plans
mécanique et plus généralement thermodynamique.

La formation progressive et localisée de lignine en forme de grains, agrégats,
résulterait, dans le cadre d’un modéle proposé (Fig. 2), d’effets antagonistes
inhibiteur et activateur autocatalysé, conformes aux principes physico-chimiques
tres généraux de I’autoorganisation des systémes thermodynamiquement complexes
qui furent établis” et validés expérimentalement, par ailleurs. Ce modéle
simplifi€, combinant ces facteurs sur la base de fluctuation autoxydation et
autocatalyse qui activeraient la polymérisation des lignines suffit pour décrire
qualitativement les observations faites tant in situ que in vitro. 1l vise a permettre
des hypotheses plus détaillées des mécanismes moléculaires tant biologiques que
technologiques, évoquées en Introduction.

A ce propos, il convient enfin de souligner le caractére trés schématique des
mécanismes invoqués ici lors de séparations de phases, de I'individualisation, de la
rétraction et de la fusion des agrégats et modules de lignine pendant la formation
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des parois lignifiées ainsi lors des effets mécaniques de mise sous contrainte des
tissus de réaction ainsi que de déformation ou ruptures mécaniques. De méme. les
suggestions concernant le désenchevétrement des chaines lignocellulosiques sous
contraintes et leur réorganisation qui seraient susceptibles de contribuer a la
stabilisation biologique et/ou technologique ultérieure des parois végétales et
produits dérives sont trés simplifiées. Elles semblent pourtant utiles car elles sont
susceptibles de fournir des bases moléculaires théoriques, en vue de la description
de phénomenes biologiques complexes, tels que 1I’établissement des contraintes de
croissance et la formation des bois de réaction. Elles pourraient méme conduire a
expliciter en terme de mécanismes moléculaire des concepts encore trop souvent flous
ou seulement finalistes, d’états, de structures ou d’organisations ‘plus adaptées
biologiquement’, et méme les termes tels que ‘autoorganisation’ ou ‘compatibilisation’.
Bien que regrettées, ces simplifications sont cependant difficiles a éviter. Elles
tiennent au caractére de ‘systémes complexe’ que constituent en général les
composes lignocellulosiques. Leur étude est donc faite ‘a I’approche du

complexe’;”™ elle nécessite et encourage donc des démarches pluridisciplinaires,
en €quipe, dont le besoin et I’intérét général a été, encore récemment, souligné™”
mais qui, concernant ici les domaines vastes de la chimie, la biologie, la physique
et les technologies, n’ont pu faire I’objet ici, que de vues simplifiées.
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