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Une des caractéristiques esséntielles de la reproduction sexuée 

repose sur l'aptitude que possèdent les organismes à reconnaître et à sélec- 

tionner les gamètes qui vont effectuer la fécondation. Ce pouvoir de reconnais- 

sance et de rejet est indispensable pour remplir deux fonctions fondamentales : 

maintenir la stabilité de l'espèce et permettre un degré de variabilité géng- 

tique suffisant à l'intérieur d'une espèce. 

Parmi les mécanismes qui se sont dégagés au cours de l'évolu- 

tion, l'autoincompatibilité de fécondation réalise, dans de nombreuses familles 

d'Angiospermes (ainsi que de Cryptogames comme l'ont défini ESSER et KUENEN 

en 1967), cette seconde fonction. En effet, ce processus autorise un régime 

de reproduction qui aboutit à renforcer l'hétérozygotie. 

L'autoincompatibilité de fécondation (AI) est assurée par une 

fonction ou un ensemble de fonctiocs génétiques qui dépend d'allèles d'incom- 

patibilité ; l'évolution favorise constamment l'introduction de nouveaux 

allèles ; si une mutation aboutit à un nouvel allèle fonctionnel, il est rete- 

nu dans la population et sa fréquence augmente ; si l'allèle est récessif, 

non fonctionnel, le végétal devient alors, en général, totalement autocompa- 

tible. 



Pendant la ~remière moitié du 20ème siècle, de nombreuses don- 

nées ont été accumulées sur le contrôle génétique des mécanismes de l'incompa- 

tibilité et ses variations d'expression en fonction de l'environnement (cha- 

pitre 1, paragraphes E et F). Les trois dernières décades ont vu fleurir, au fir 

et à mesure des acquisitions de la génétique, toute une série de modèles biochi- 

mique (chapitre III, paragraphe B )  visant à expliciter, au niveau du génome, 

le déroulement des évènements physiologiques et métaboliques qui se succèdent 

lorsqu'un grain de pollen arrive au contact d'un stigmate d'une plante de la 

même espèce. 

Notre travail représente une contribution à l'étude de la 

biochimie de l'autoincompatibilité de fécondation chez Oenothera misso~ensis, 

espèce retenue pour les raisons suivantes : 

- le contrôle génétique de l'incompatibilité est bien établi ; des clônes por- 
teurs d'allèles S définis ont été isolés ; 

- les variations d'expression de la réaction de rejet ont fait l'objet d'ob- 
servations antérieures ; 

- les données concernant les processus d'inhibition des autotubes polliniques 
sont encore fragmentaires. 

L'objectif du présent travail est d'analyser les modifications 

liées au phénomène d'autoincompatibilité : la réaction est déclenchée par un 

signal de reconnaissance déterminant une vague de perturbations métaboliques 

qui va aboutir à l'arrêt de croissance du tube pollinique : il s'agit donc de 

déterminer les processus biochimiques à l'origine du blocage. 

Plus précisément, les questions auxquelles nous avons essayé 

de répondre sont les suivantes : 

- la réaction d' incompatibilité est-elle liée à une modification du métabolis- 
me énergétique ? en cas de réponse positive, à quel niveau ? 

- existe-t-il des métabolites spécifiques en relation avec les allèles d'in- 
compatibilité ? 

- la déviation du métabolisme glucidique observée dans les tubes polliniques ' ' incompatibles (dépôts de bouchons" de callose à leur extrémité) peut elle être 
expliquée par une modification d'activité d'enzymes ? lesquels ? 

- les changements de propriétés membranaires (en particulier de perméabilité) 
seraient en relation avec l:autoféconuatlon ( n ~ - G Z ,  1967). Ces uiciilflcatl~ns 
s'expriment-elles dans la structure des phospholipides et des glycosphingo- 
lipides ? 

 étude de ces différentes questions a été abordée. Elle nous 
a amené à utiliser un arsenal varié de techniques d'analyses (détaillées dans 

1' appendice technique) . 



Après une revue des données actuelles concernant l'incompati- 

bilité et ses modalités d'expression génétiques et physiologiques, nous consa- 

crons une partie de ce travail à l'état des connaissances du mécanisme d'in- 

compatibilité chez Oenothera misso&ensis avant d'exposer les r6sultats ex- 

périmentam obtexs et l e w  i~tégriltion dans les nodèles biochimiques rendant 

compte du phénomène. 



L'autoincompatibilité de fécondation (AI) chez les Angiospermes, 

phénomène biologique découvert dès 1764 par KOL~UTER, a été définie par EAST 

et PARK en 1917, corne "l'impossibilité pour le pollen de féconder l'ovule1', 

par"l'incapacité pour des gamètes mâles et femelles à rgaliser la fécondation 

après pollinisation ou croisement, alors que chacun d'entre eux est capable 

de l'accomplir après union avec d'autres gamètes issus de plantes de la même . 
espèce, suivant un croisement ou une pollinisation se réalisant dans les mêines 

conditions"(MATHER, 1943), par "l'obstacle à la fécondation" (UWIS, 1949a). 

Plus récemment, BREWFAK3R (1957), LLVDQVIST (1964) et HESLOP- 

HARRISON (1975) ont difini l'autoincompatibilité comme l!incapacité partielle 

ou totale, pour une plante hermaphrodite, de donner des zygotes ou des grzines 

viables après autopol.linisation, bien que leurs gamètes soien? physiologiquement 

fonctionnels. La fécondation n'est possible, dans certaines conditions qui seront 

précisées ultérieurement, qu'entre des gamètes issus de plantes différentes, 

en "x6nopollinis ation". 

SCOTT ( 1865 ) , DARWIN ( 1875) , ZAST ( 1940) ont appelé ce proces- 

sus"autostérilitét'; le terme autoincompatibilité est préférable car il permet 



d'exprimer des degrés de fertilité variables ; de plus, l'expression auto- 

stérilité est souvent utilisée dans un sens plus large et comprend en garticu- 

lier la stérilité provenant d'anomalies chromosomiques, de la production de 

gamètes non fonctionnels ou de déficiences postérieures à la fécondation (CRANE 

et BROWN, 1937 ; CRANE et LAWRENCE, 1952 ; WILLIAMS, 1964). 

La létalité zygotique n'est pas comprise dans l'AI. En effet, 

à la seule exception de Borago oyfi&naZis où CROWE (1971) a mis en évidence 

un système de rejet postérieur à la fécondation, il apparaît que tous les 

systèmes autoincompatibles connus interviennent à un stade prézygotique. 

L'AI est très répandue chez les Angiospermes puisqu'on la re- 

trouve dans plus de 3 000 espèces, appartenant à 350 genres, distribués dans 

70 familles (GAGNIEU, 1950 ; BREWBAKER, 1957, LINSKENS et KROH, 1967). 

Bo HISTORIQUE 

Depuis la découverte du phénomène par KOLREUTER en 1764 chez 

V~rbascwn phoenicewn, la liste des travaux sur l'origine, la nature, la dis- 

tribution et les caractéristiques de ltautoincompatibilité es+ longue et une 

revue exhaustive s'avère très difficile. Il f a ~ t  cependant noter que Charles 

DARWIN a étudié l'AI de façon approfondie conime le prouvent les nombreux arti- 

cles publiés à ce sujet en 1876, 1877 et 1880 notamment. C'est égalment 

DARWIN qui a mis en évidence i'hétérostylie et qui a posé le problème des ef- 

fets de l'environnement sur l'incompatibilité. 

Il faut aussi citer les travaux de CORFCZNS (1913), EAST et 

PARK ( 1917) et STOUT (1917 ) .  Par ailleurs, EAST et bIANGELSDORF ( 1925) ont été 

les premiers à analyser le déterminisme génétique de ce phén~r~ène. 

Du soint de vue évoluti l 1 ' aut.oincom>atibilité est l ' m  des 

mScanismes qui, avec d'autres, tels que la dichogamie, la dioécie et les di- 

verses particularités de la structilre florale, permet d'assurer un degré élevé 

d'hétérozygotie dans une population ; ie fait de privilégier le croisement 

par des gamétophytes provenant de la même espèce, mais d'individus différents, 

est un élément important dans la détermination de la capacité de réponse à la 





b )  Dans l e s  étamines. 

Le s tade  a u  cours duquel l e  gamétophyte mâle r e ç o i t  l f i n f o m a -  

t i o n  nécessa i r e  à l a  déterminat ion du phénotype incompatible v a r i e  ; Gn dis-  

t i ngue  : 

- l f a u t o i n c o m p a t i b i l i t é  sporophytique (AIS) pour l a q u e l l e  l e  phénotype auto- 
incompatible du pollen e s t  déterminé pa r  l e  génotype de l a  p l an te  ; 

- l f a u t o i n c o m p a t i b i l i t ~  gamétophytique (AIG) où c ' e s t  l e  génotype de chaque 
microspore qui  e s t  déterminant.  

Dans l e  premier cas (AIS), l a  déterminat ion e s t  préméiotique 

ou t o u t  au p lus  méiotique. HESLOP-HARRISON (1968) a ,  en e f f e t ,  observé, chez 

LiZiwn, l e  t r a n s f e r t  de subs tances ,  élaborées pa r  l e s  c e l l u l e s  du t a p i s ,  dans 

l e s  microspores au cours de l e u r  maturation ; ces matériaux passant  du t a p i s  

dans l e s  c a v i t é s  de l ' e x i n e  doivent ê t r e  responsables à l a  r éac t ion  de réponse 

autoincompatible,  l o c a l i s é e  dans ce cas su r  l e s  p a p i l l e s  s t igmatiques (HESLOP- 

HARRISON e t  c o l l . ,  19-74) ; d ' a u t r e  p a r t ,  DICKINSON e t  L8WIS (1975) ont dÊmon- 

t r é  que des e x t r a i t s  i s s u s  du t a p i s  induisent  une r é a c t i o n  de type incompati- 

b l e  a u  niveau du st igmate en l ' absence  de t o u t  g ra in  de pol len .  

PANDEY ( 1970) prenant  en cons idéra t ion  l a  complexité des r e l a -  

t i o n s  e n t r e  l e s  systèmes génét iques de cont rô le  de lfAZS, l a  morphologie Î lo-  

r a l e ,  l a  cy to logie  du po l l en  e t  l e  s i t e  de l ' i n h i b i t i o n  po l l in ique ,  s i t u e  l a  

détermination du phénotype incompatible à un s t a d e  préméiotique. 

Dans l e  cas  de l f A I G ,  c e t t e  détermination i n t e r v i e n d r a i t  immé- 

diatement après  l a  méiose, avant l a  formation des n icrospores  (UWIS, 1949a ; 

PANDEY, 1960-1970). Ces au teu r s  on t ,  en e f f e t ,  mis en évidence que des radia-  

t i o n s  mutagènes appliquées après l a  méiose ne provoquent p lus  de mutations 

phénotypiquement notables des gènes d'AI. 

BREWBAiCER (1957, 1959) estime que l e  s t a d e  de détermination s e  

s i t u e  à l a  deuxième mitose po l l in ique  e t  i n t e r v i e n t  dans l e s  microspores pour 

l e s  espèces à po l l en  b inucléé  e t  dans l e  tube po l l in ique  pour l e s  espèces dont 

l e  po l l en  e s t  t r i n u c l é é .  Son hypothèse e s t  essent ie l lement  basée s u r  l e s  

é t r o i t e s  r e l a t i o n s  qui e x i s t e n t  e n t r e  l a  deuxième mitose (dans l e  po l l en  ou l e  

po l l in ique )  e t  l e  s i t e  de l a  réaction d'A; ( s t b l s  ou s t l g m t z )  ; sdl jrL 

c e t  au teu r ,  l a  croissance des tubes pol l in iques  dépendrai t  de l a  concentrat ion 

d'un f ac teu r  de croissance du oo l l en  (pol len  growth f a c t o r  : PGF) dont l e  taux 

e s t  maximum au moment de l a  deuxième mitose e t  qui  ne peut plus ê t r e  produi t ,  

u t i l i s é  ou t r a n s f é r é  au po l l en  en cas de p o l l i n i s a t i o n  incompatible. Autrement 



dit, l'action des gènes d'incompatibilité coïncide avec les besoins en 

PGF. 

Ces besoins se font sentir à des moments différents dans les 

deux cas : soit au niveau du grain de pollen sur le stigmate pour le pollen 

trinucléé, soit. dans le tube pollinique en cours de croissance dans le style 

(pollen binucléé) . 

II - RELATION DE L'AI AVEC UN POLYMORPHISME FLORAL 

Alors que tous les systèmes AIG sont homcmorphiques, il existe 

des espèces pour lesquelles l'AIS associe aux mécanismes de rejet de "l'auto- 

pollen", un certain nombre de différences dans la morphologie florale qui 

renforcent la xénopollinisation. De tels dispositifs sont a2pelés hétéromor- 

phiques (FISHER et !4ATHER, 1943) et sont strictement liés à 1 'autoincompati- 

bilité sporophytique (PANDEY, 1970). 

L'existence de fleurs différentes chez des plantes appartenant 

à une même population avait déjà retenu l'attention de DARFIIN (1877) qui appe- 

la "hétérostylestl les espèces comportant des plantes qui diffèrent par la va- 

riabilité des longueurs de styles et des filets d'anthères ; de telles es- 

pèces peuvent être distyliques avec deux types d'architectilre florale (longi- 

style ou brévistyle) ou tristyliques avec 3 groupes caractérisés par des fleurs 

à styles courts, moyens et longs, chaque fleur portant des anthères à 2 ni- 

veaux différents ne correspondant pas à celui du stigmate (figure 1 ) .  

Dans le cas de la distylie,les croisements entre plantes à mor- 

phologie florale identique n'aboutissent pas alors que les pollinisations entre 

plantes possédant un phénotype différent (longistyle - brSvistyle ou brévi- 
style - longistyle) sont efficients 9 pour les espèces tristyliques, le croi- 

sement n'est possible qu'entre des pistils et du pollen situés à un même niveau 

dans la fleur. - 
Chez les espèces hétérostyles, l'incapacité de fécondation 

dépend de caractéristiques anatomiques (taille des grains de pollen, orne- 

mentations de l'exine, dimensions des papilles stigmatiques) (ex : chez 

Fagopyrwn escZuZentwn), physiologiques (pression osmotique plus élevée dans 

les cellules stigmatiques des longistyles chez Lin7m grazdi f lorun)  ou de ia 

conjugaison de ces deux caractéristiques (KEITZ, 1972). 



FIGURE I : REPR~SENTATION SCHÉMATIQUE DE LA DISTYLIE 
ET DE LA TRISTYLIE 

DISTYLIE 
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III - LOCALISATION DE LA RFACTION DE RFaT 

La réac t ion  de r e j e t  peut avo i r  l i e u  dans d i f f é r e n t e s  p a r t i e s  

du p i s t i l  e t  à des temps va r i ab les  de l a  phase progamique. LINSKENS (1972) a  

d i s t ingué  3 s i t e s  d ' i n h i b i t i o n  : au niveau du s t igmate ,  du s t y l e  ou de l ' o -  

v a i r e  ( f i g u r e  2 ) .  

a )  I n h i b i t i o n  st igmatique.  

La germination du pol len  incompatible peut ê t r e  totalement 

bloquée au niveau du st igmate ; l e s  r a r e s  tubes po l l in iques  formés sont  cour ts  

e t  r ec roquev i l l é s  ; i l s  ne pénèt rent  pas dans l e s  p a p i l l e s  s t igmatiques ; l ' a r -  

rê t  de l a  c ro issance  du tube  po l l in ique  coïncide avec l a  formation à son ex- 

t r é m i t é  d'un dépôt de ca l lose .  

BREWBAKER ( 1957-19 59) a  é t a b l i  une r e l a t i o n  remarquable e n t r e  

l a  cyto logie  des g ra ins  de po l l en  e t  l e  s i t e  de l ' express ion  du gène ; il a ,  

en e f f e t ,  montré que l e s  17 genres connus présentant  l ' i n c o m p a t i b i l i t i  stigma- 

t i q u e  produisent  du po l l en  t r i n u c l é é  a l o r s  que 33 des 36 genres présentant  une 

i n h i b i t i o n  s t y l a i r e  ou au niveau de l ' o v a i r e ,  ont  du po l l en  binucléé.  BREWBAKER 

a  d ' a u t r e  p a r t  m i s  en évidence que l e  pol len  t r i n u c l é é  s e  d i f f é r e n c i e  par  un 

pouvoir germinat if  f a i b l e  i n  v i t r o  ; c e t  aü teur  a  émis l 'hyptohèse selon l a -  

q u e l l e  l e  po l l en  t r i n u c l é é  e s t  bloqué s u r  l e  s t igmate c a r  il ne peut continuer  

à germer sans qu'un s t imulus ,  probablement inhibé  par  l a  r éac t ion  d 'autoin-  

compa t ib i l i t é ,  s o i t  donné pa r  l e  p i s t i l .  

Une a u t r e  r e l a t i o n  importante a  é t é  mise en évidence : l e  blo- 

cage st igmatique appara î t  pour l e s  seu l s  systèmes AIS, à l ' except ion  des Gra- 

minées (LLJNDQVIST, 1965, 1968) ; comme l e s  espèces de c e t t e  f ami l l e  possèdent un 

po l l en  t r i n u c l é é ,  ce f a i t  confirme l a  t h é o r i e  de PANDEY ( 1 9 ' 7 ~ )  selon l a q u e l l e  

l a  cy to logie  du pol len  e t  l e  s i t e  d 'express ion  sont  l i é s .  

b) I n h i b i t i o n  s t y l a i r e .  

Le tube  po l l in ique ,  i s s u  de l a  germination du po l l en  incompa- 

t i b l e ,  t r a v e r s e  l e  s t igmate e t  pénèt re  dans l e  s t y l e ,  mais l a  v i t e s s e  de 

cro issance  diminue progressivement e t  il y  a  finalement a r r ê t  ; l e  blocage 

peut s e  r é a l i s e r  à l ' e n t r é e  du s t y l e  (Oenothera) ou dans l e  s t y l e  (Petunia) .  

A l'examen microscopique, l e  tube  po l l in ique  incompatible présente  des pa ro i s  

é p a i s s i e s  e t  des bouchons de c a l l o s e  obs t ruent  s a  p a r t i e  ap ica le  (LINsKENS e t  

KROH, 1967). 



LOCAL1 SATI ON DES BARR 1 ERES D I  1 NCOMPATI B 1 LI TE 
D'APRES LINSKENS 1372 

1 INHIBITION DE LA GERMINATION DU GRAIN DE POLLEN 
2 7 INHIBITION DE LA C8OISSANCE DU TUSE POLLINIQUE 
3 PREVENTION DE LA FUSION DES GAMETES 



Le tube pollinique compatible présente une vitesse de croissan- 

ce pouvant atteindre 1 cm/h chez Oenothera nrissouriensis (DELAY et LINDER, 

1969) ; il passe entre les cellules du tissu conducteur en dissolvant le ma- 
tériel intercellulaire (pectine principalement) à l'aide d'enzymes spécifiques. 

En incompatibilité il n'y a aucune partie du style prépondé- 

rante dans la réaction de rejet ; de plus, le blocage ne dépend pas d'une subs- 

tance inhibitrice qui diffuserait de l'ovaire. Le blocage des tubes pollini- 

ques dans le style n'existe que pour les systèmes gamétophytiques et pour les 

plantes présentant un pollen binucléé ( à  l'exception de quelques genres comme 

Beta, HeZianthes et Fagopym). 

C'est le cas d'oenothera missouriensis (LINDER, 1952) ; il a 

été également étudié chez Veronica (FILZER, 1926) et Bicotiana (EAST et 

MANGELSDORF, 1925 ) . 

c) Inhibition dans l'ovaire. 

Les tubes polliniques atteignent le sac embryonnaire mais la 

libération des gamètes n'est pas suivie de syngamie. Dans la glupart des cas, 

ce type d'inhibition,par blocage au niveau de l'ovaire,caractérise les fleurs 

à styles creux (BREWBAKER, 1957) et se rencontre chez les genres Warciss-a, 

HemerocaZZis, LiZiwn, Gasteria, Anona (BATEMAN, 1954 ; ARASU, 1968). La déter- 

mination de ce type d'autoincompatibilité serait à la fois gamétophytique et 

sporophytique (COPE, 1962). 

IV - FELATIONS ENTRE LE TYPE D'INCOWATIBILITE ET LE NOMBRF: DE LOCI ET 
D 'ALLELES 

Les systèmes autoincompatibles peuvent être classés, SIX la base 

de leurs caractéristiques génétiques, en deux groupes distincts : 

1) un groupe présentant des séries polyalléliques à un, deux ou plusieurs loci 
au sein duquel figurent les espèces AIG et les espèces AIS homomorphiques ; 

2) un groupe à deux allèles par locus et à un ou plusieurs loci, dans les sys- 
tèmes AIS hétéromorphiques. 

V - SCHEMA RECAPITULATIF DES CARACTEES CYTO-~/IORPHOLOGIQ,~S ASSOCIES AUX 
DEUX TYPES D 'INCOMPATIBILITE 

De NETTANCOURT ( 1972) a proposé le schéma récapitulatif suivant 

(figure 3 )  des principales caractéristiques des systèmes AI. 



C L A S S I F I C A T I O N  DES SYSTEMES D ' A U T O - I N C O M P A T I B I L I T E  

SELON DE NETTANCOURT ( 1 9 7 2 )  



Ce schéma, repose sur l'existence d'un ou deux loci, la locali- 

sation de la réaction de rejet, la cytologie du pollen, le stade de détermina- 

tion, la relation avec des caractères morphologiques, la présence ou l'absence 

de séries polyalléliques. Il souligne l'importance de la cytologie du pollen 

car l'association entre pollen trinucléé, inhibition stigmatique et contrôle 

sporophytique est presque toujours la règle. 

Une corrélation très importante que n'indique pas la figure 3 

concerne l'état du stigmate ; HESLOP-HARRISON (1975a) a montré clairement que 

tous les systèmes sporophytiques sont en relation avec un stigmate non secré- 

teur. Au contraire, une surface stigmatique secrétrice est l'indication d'un 

système gamétophytique. 

D, D I S T R i B U T I O N  DES SYSTÈMES A I  CHEZ LES ANGIOSPERMES 

Le tableau h répertorie les familles d'Angiospermes présentant 

l'AI, soit homomorphique, soit hétéromorphique. 

Il faut noter que le phénomène se retrouve dans la plupart des 

familles d'arbres et que le mécanisme du rejet tend à être le même à l'intgrieur 

des espèces composant une famille. Ainsi, les Légumineuses et les Solanacées 

sont caractérisées par 1'AIG monofactorielle, les Graminées par 1'AIG bifacto- 

rielle. Les Crucifères et les Composées présentent le plus souvent le système 

AIS homomorphique, tandis que les Linacées, les Lythracées et les Oxalidacées 

sont hétéromorphiques. 

Ceci n'est cependant pas une règle absolue et le tableau h mon-' 

tre qu'il existe au moins 6 familles (~oraginacées, Saxifragacées, Rubiacées,* 

Oléacées, Apocynacées, Polygonacées) possédant à la fois les systèmes homo- 

morphiques et hétéromorphiques. 

RXMARQUE : llautoincompatibilité chez les plantes cultivées. 

L'AI se retrouve également chez les espèces cultivées (tableau 5). 



TABLEAU 4 : RÉPARTITIOM DES TYPES D' AUTOINCOMPATIB I LITÉ, HOMO ET 
HÉTÉROMORPHIQUES CHEZ LES ANGIOSPERMES (D' APRÈS EAST, 1340 : 
BREWBAKER, 1959 ET VU1 LLEUMI ER, 1965) , 

Ordre Famille Type d'sutoincompat i b i l i t é  ......................... 
fiornomorphique H6t5romor?hique 

L i l i a l e s  Iriciaceae 
A m j  l Liàaceae 
Li Liaceae 

Comliwrceae 
BromeZiaceae 

Conmielinales 

Graminales 

Zingiberales 

Orchidales 

Nympùaeal es 

Theales 

.Wva le s  

Gromineae 

Zingiberaceae 

A'ymphaeaceae 

Theaceae 

Passifloraceae 
Cisteaceae 

Cappar iades  Reseciaceae 
C r ~ c i f e r a e  

Begoniaceae 

Saxi fragaceae 
2osaceae 

Legwrrincsae L e g d n o s a l e s  

Geraniales Tropaco laceae 
Gerrmiaceae 
Omlidaceae 
Linaceae 

So Lanaceae 
No Lanaceae 
Scrophulariaceae . 
Jiponiaceae 
Lzr.tibuZariaceae 
Acm.thaceae 
Ilantaginaceae 

CZeaceae 
Logcmiaceae 
Gensinaceae 
Apoojnaceae 
AscLepadiaceae 

Po Lemniaceae 
Convo LvuZaceae 
Boraginaceae 

Astera les  

Subiaies Rubiaceae 
Coprifo Liaceae 
Ly chraceae 
:b&rtaceae 
Owrgraceae 

Conaceae 

Ranunculaceae 

C a r ~ o p h y l l d e s  

Polygooales 

:hmmel idales  

Ur t ica les  

H m e  lidaceae 

UZrnaceae 
iYoomceae 

Fagaceae 



Il faut remarquer que certaines d'entre elles comme le Trèfle, 

l'Alfa, le Chou frisé, le Tournesol sont à différents degrés soit complètement, 

soit partiellement autocompatibles. 

Le système d'auto-rejet est souvent limité aux espèces diploïdes, 

car la polyploïdie détermine généralement une levée de l'AI ou la transmission 

de barrières à la reproduction complexes et irrégulières. Du fait de la poly- 

plozdie fréquente des plantes cultivées,l'autoincompatibilité est moins ré- 

pandue que chez les espèces sauvages et elle est souvent remplacée par une 

pseudocompatibilité. 

Les 2 types d'autoincompatibilités, gamétophytique et sporo- 

phytique, correspondent à des modes de rejet dont l'origine, le déterminisme, 

le mécanisme et les manifestations sont différentes. Oenothera missou~n:ensis, 

notre matériel d'étude, présentant ~'AIG, nous limiterons l'étude du déter- 

minisme génétique à ce seul type. 

E t  GÉNÉTIQUE DES SYST~MES AUTOINCOMPATIBLES GAMÉTO- 
PHYTIQUES 

Le schéma récapitulatif de De NETTAPICOURT (figure 3) met en 

évidence que les systèmes AIG font tous partie du groupe à un ou deux loci 

pouvant présenter des séries polyalléliques. 

Des relations entre les allèles d'un même locus peu-~ent 

exister ; ce sont des relations d'indépendance, de dominance ou d'inte- 

raction mutuelle. Des relations entre différents loci peuvent se présenter 

lorsque l'AI est sous la dépendance de plusieurs loci ; ce sont des relations 

d'indépendance, d'interaction complémentaire ou d'épistasie. Le locus génÊti- 

que impliqué dans l'autoincompatibilité monofactorielle est appelé S (comme 

stérilité) et l'allèle récessif, dans les systèmes dialléliques, S. Dans les 

séries pgl ya~lél<gues e~ sans tenir cornote des relations de dominance, chaque 

allèle est désigné par la lettre S suivie d'un numéro (s,, S a ,  S3, etc. ..). 

Lorsque la réaction est sous la dépecdance de plus d'un locus, l'un est appe- 

lé S , l'autre Z  raminé né es) , R chez PhysaZis (PAXDEY, 1962)~ M chez 

Lythrwn (ERNST, 1936) ou T chez CdpselZa (RILEY, 1936). Si les 2 loci possè- 

dent des séries alléliques, celles-ci sont définies par numérotation 



TABLEAU 5 : SYSTÈMES D '  AUTOI NCOMPATIB 1 LITÉ CHEZ QUELQUES GENRES 

DE PLANTES CULTIVÉES, 

Homomorphique , p l u r i f a c t o r i e l  (au moins 4 l o c i )  
e t  probablement gamétophytique 

- 

Homomorphique , uni fac tor ie l ,  sporophyticpe l 

GENRE 

Homomorphique, gamétophytique 

SYSTEME D'AUTOINCOMPATIBILITE ............................................................ 

Dacty l i s  

Fagol'y Yuln 

Festuca 

He Zimthus 

Homomorphique, b i - fac tor ie l ,  gamétophytique 

Hétéromorphique, un i f ac to r i e l ,  sporophytique 

Homomorphique , bi - fac tor ie l ,  gmétophytique 

Homomorphique, probablement sporophytique 

Hordem 

/ Me d i  cago / Homomorphique, un i fac tor ie l ,  gamétophytique 1 

Homomorphique , bi - fac tor ie l  , gametophyt ique 

Linwn 

h t u s  

Ly copersinun 

iVicotiana 

Phalaris 

Hétéromorphique, un i f ac to r i e l ,  sporophytique 

Homomorphique , unif ac t  o r i e l ,  gamét ophyt ique 

Homomorphique , uni f a c t o r i e l ,  gamétophytique 

Homomorphique , uni fac tor ie l ,  gamétophytique 

Homomorphique , bi - fac tor ie l ,  gamétophytique 

Homomorphique, un i fac tor ie l ,  ganéto.phytique 

I Pyrethrm 
i3omomorp hique, sporophyt ique I 

1 %ms / Homomorp h i  que, gamét op hyt i que I 
Homomorphique , uni f a c t o r i e l  , sporophyt ique 

I Homomorphique, b i - fac tor ie l ,  gamétophytique l 
So Zmwn 

OU 

Homomorphique , bi - fac tor ie l ,  gamétophytique 
Homomorphique , uEi facto ri e l ,  gamétophyt ique 

Tri jo  i iwn  

Theolron;o 
l 

Homomrp~que , s-pc~cphb* L q ~ e  
I 

3omomorphique, uni f a c t o r i e l ,  gamé~opnytique 1 1 
1 

,' / -, <>\ 



(s2z3, s6Z4, . . )  Le nombre d ' a l l è l e s  dans l e s  s é r i e s  muit ia l lé i i -  

ques peut  ê t r e  é l evé  ( j u s q u ' à  p l u s i e u r s  cen ta ines  dans une populat ion de 

TrifoZiwn repens)  (BATEMAN, 1947). 

Nous envisagerons successivement l e s  d i f f é r e n t s  cas  en fonc t ion  

du nombre d.e l o c i  impliqués e t  de l a  complexité des  r e l a t i o n s  e n t r e  a l l è l e s  

d'un même gène. 

1 - CONTROLE MONOFACTORIEL A ALULES MULTIPLES 

Depuis l e s  t r avaux  de EAST e t  MANGELSDORF ( 1925) s u r  lvicotiuna 

sanderae e t  de FILZER (1926) s u r  Veronica s y r i a c a ,  on s a i t  que l a  r é a c t i o n  

d ' i n h i b i t i o n  peut dépendre d'un s e u l  gène S : l e  g r a i n  de po l l en  germe e t  peut 

féconder à condi t ion  de ne  p o r t e r  aucun a l l è l e  S p ré sen t  dans l e  t i s s u  d i p l o ï -  

de  femelle.  Ains i ,  l e s  p l a n t e s  por teuses  des a l l è l e s  S  S  ne peuvent ê t r e  
1 2  

f e r t i l i s é e s  pa r  un p o l l e n  ayant  l e s  mêmes a l l è l e s  s o i t  S s o i t  S ,  ; p a r  
1 - 

con t r e  e l l e  peuvent l ' ê t r e  p a r  t o u t  a u t r e  p o l l e n  p o r t e u r  des a l l è l e s  S 

S4,  e t c .  .. 3 ' 

Il e x i s t e  donc 3 types  de p o l l i n i s a t i o n  ( f i g u r e  4) : 
- une p o l l i n i s a t i o n  incompatible  c a r a c t é r i s t i q u e  de l ' a u t o p o l l i n i s a t i o n ,  
s e  rencont ran t  également e n t r e  des p l an te s  po r t euses  d ' a l l è l e s  S  iden t iques  ; 

- une p o l l i n i s a t i o n  semi-compatible e n t r e  des p l a n t e s  possédant un s e u l  911;- 
l e  S  en commun ; 

- une p o l l i n i s a t i o n  compatible e n t r e  des i nd iv idus  ne possédant aucun a l l è l e  
commun ( f i g u r e  6 )  ; 

S i  une p l a n t e  S S  e s t  c r o i s é e  avec une p l a n t e  de génotype S S  1 2  3 4, 
l e  schéma de fécondat ion s e r a  : 

Dans l a  descendance, appara issent  4 génotypes d i f f é r e n t s  p a r  

l e s  a l l è l e s  S. 





Si la plante pollinisatrice S S ne diffère de la plante réces- 
1 3  

trice S S que par le seul allèle S le schéma de la fécondation est le 
1 2  3 ' 

suivant : 

C'est le croisement demi-compatible ; le tube pollinique por- 

teur de l'allèle S1 ne peut traverser le style de la plante S S la descen- 1 2' 
dance ne comporte que 2 génotypes. 

Le nombre d'allèles S dans une même population peut être très 

3 

1'3 

'2'3 

1 

grand ; chez Oenothera organensis, EMERSON (1939) en identifie 45 pour 500 

. 

plantes ; RIiEY (1934) détecte 6 allèles S pour 4 individus chez Nemesia stru- 
mosa ; chez Tr-ifoZiwn, ATWOOD (1944) et WILLIAMS (1947) estiment qu'au moins 

80 % des allèles S sont différents. 

S1 

S2 

Sfiuctuhc? du Locu S d m  Le byhitZme m o n o ~ a c / t o ~ d  gatnGituplzyLLque : LZWIS 

( 1949b, 1960) attribue au gène S du système A I G  une structure tripartite, les 

3 éléments étant liés entre eux (figure 7 ~ ) .  

, - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

i ncomp. 

i ncomp. 

Le premier élément, considéré comme la partie du locus S, individualise l'al- 

lèle qui le porte, et, contenant l'information génétique spécifique, enpêche 

la croissance du tube pollinique dans le cas où un des éljments de spgcificité 

identique est présent dans le style diploïde. Les deuxième et troisième seg- 

ments ont été définis par LEWIS comme responsable de l'activité du pollen et 

du style ; ils sont comparables aux gènes rggulateurs dü modèle de JACOB et 

MONOD (1961). Dans les microspores le segment responsable de l'activité stylai- 

re est inhibé et l'action sur le segment de spécificité est Céclenchée par le 

segment responsable de l'activité du pollen. Dans le style ou dans le stigmate, 

le segment responsable de l'activité du pollen est inhibé et l'action sur le 

segment de spécificité est déclenchée par le segment responsable de l'activité 

stylaire. 

Des considérations génétiques, basées sur la possibilité d'une mutation indé- 

pendante des 2 segments d'activité, ainsi que sur la présence de relations 
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entre les segments d'activité mutés et le segment de spécificité, militent en 

faveur de ce modèle. Les 3 éléments du locus sont liés entre eux de fason très 

étroite car LEWIS n'a jamais obtenu de recombinants entre les segments d'ac- 

tivité et de spécificité ayant subi des délétions ou inactivés de façon perma- 

nente par des traitements mutagènes. 

II - CONTROLE BIFACTORIEL A ALLELES MULTIPLES 

Ce type dlAIG à 2 loci,découvert par LUNDQVIST (1956, 1961, 

1962, 1965, 1968) chez les Graminées, semble être la règle générale dans cet- 

te famille. Les 2 loci impliqués, S et Z, sont indépendants et chacun d'entre 

eux possède des allèles multiples. 

L'identité entre le pollen et le pistil pour uE seul des 2 

loci ne détermine pas l'incompatibilité : il y a rejet dans le seul cas où les 

2 loci sont identiques dans le pollen haploïde et le tissu femelle diploïde 

(figure 8). 

Les loci S et 2, bien qu'ayant probablement une origine commune, 

(LuNDQVIST, 1964) sont transmis de façon indépendante et ne ~r6senten.t aucune 

liaison entre eux. Le nombre d'allèles S et Z dans une population peut être 

élevé. LUXDQVIST a trouvé 1 1  ailèles S et 12 allèles Z dans une population de 

Festuca pratensis issue de 5 stations. 

La structure des loci S et Z chez les Graminées est mal connue ; 

cependant, corme l'interaction de complémentariti entre les gères S et Z peut 
A 

etre réalisée pour un nombre considérable d'allèles différents, il est proba- 

ble que les relations entre les 2 loci sont simples c'est à dire qu'il ne doit 

pas exister une grande conplexité structurale et dans l'organisation des gènes 

S et Z ; compte-tenu de leur origine commune, LUI?DQVIST (1962) postule que les 

2 loci sont probablement identiques, analogues à la structure classique du 

gène S. 

III - CONTROLF: BIFACTORIEL AVEC RFLATIONS EPISTATIQUES 

~écouvert par PANDEY (1957) sur PhysaZis ixocarpa, il est Ca- 

ractérisé par 2 séries indépendantes d'allèles dlaui;oincompatibilité. 
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Il n'y a pas d'interaction compétitive dans le pollen, mais 

l'épistasie entre allèles des 2 loci du pollen et du style peut rendre le pol- 

len incompatible même lorsqu'un seul de ses allèles est présent dans 

le style. 

C'âütres cas d'incompatibilité 'cifactorielle ont été élucidés 

par PANDEY ( 1962) et ABDALU et HEFDEEN ( 1971 ) chez les Solanacées ; PANDEY 

démontre que l'AI est sous la dépendance de 2 loci non liés : le locus S 

(ayant des allèles multiples normaux) et le locus R (mec 2 allèles mutants 

R et R. ) .  Les allèles S sont épistatiques sur les allèles mutants R lors- F 1 c 
qu'ils sont en situation hétérozygote. Dans l'état homozygote RF et Rie sont 

épistatiques sur S. Il y a dominance entre les allèles S et le cas est encore 

plus complexe car le système d'AI est en partie gamétophytique et en partie 

sporophytique. A l'intérieur du locus S, une unité (celle responsable de l'ac- 

tivité dans la terminologie de LEWIS) est sous contrôle sporophytique et est 

l'objet de relations interalléliques et intergéniques, tandis que la seconde, 

(le segment de spécificité de LEWIS) intervient de façon garnétophytique et, 

au moins dans le pollen, est indépendante de toute interaction. De la même 

façon, ABDALLA et HERMSEN ( 1971 ) ont trouvé chez SoZanwn phwe ja et S. steno- 

tomwn un mécanisme gamétophjjique bifactoriel avec 2 loci !S et 3 ) ,  le locus 

S étant épistatique sur le locus R ; mais les relations de dominance ne sont 

pas apparentes entre les allèles S et R. Un allèle R (R . )  possède la propri6- 
g1 

té, lorsqu'il se trouve en situation homozygote dans le pistil, d'empêcher 

toute fécondation ; ce mécanisme peut être assimilé à une stérilité femelle 

récessive. ABDALLA et ERMSEN ont vérifié leur hypothèse en analysant le résul- 

tat du croisement : S S R R  x S S RaRgi. Ils trouvent effectivement 5 grou- 1 2 a g l  3 4  
pes intra-incompatibles intercompatibles zvec la fréquence 4/3/31 3/3 avec 

stérilité femelle dans le groupe de fréquence 4 (R .R . ) .  
g1 g1 

IV - AIG TRIFACTCRIELLE ET TETRAFACTORIELLE 

Les travaux de LiTNDQVIST et coll. (1973) ont mis en évidence 

3 et 4 loci chez certaines espèces de Renonculacées et de Chenopodiacées. 

Chez Ranwzculus ac&s, plus de 16 groupes interincompatibles 

ségrègent en 3 familles différentes, ce qui implique qu'au minimum 3 loci S 

comportant des interactions complémentaires interviennent pour cette espèce ; 

chez Beta vuiigaris, LUNDQVIST a pu démontrer, par des croisements appropriés, 

l'implication de 4 loci S complémentaires. 
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Les réponses négatives à l'autofécondation sont inscrites dans 

le patrimoine génique de façon plus ou moins complexe. Cependant, les réactions 

peuvent être modulées soit par des paramètres physiol~giques~soit par l'envi- 

ronnement génétique. 

FI  MODIFICATION DE LA RÉPONSE INCOMPATIBLE 

Ces modifications peuvent être temporaires, non transmissibles, 

lorsqu'elles résultent d'effets physiologiques sur diverses structures parti- 

cipant, directement ou non, à la réaction d'incompatibilité ; d'autres change- 

ments sont génétiques et se manifestent par une grande diversité d'effets, 21- 

lant de la suppression de l'autoincompatibilité à une augmentation des séries 

alléliques, ou à l'apparition de nouvelles relations entre le pollen et le 

pistil. 

1 - ItETHODES PHYSIOLOGIQUES 

De nombreux facteurs peuvent altérer la réaction de blocage; 

ces facteurs peuvent intervenir sur les microspores ou suc le pistil ou enzore 

sur le complexe pollen-pistil au cours de la phase de reconnaissance ou de 

rejet. Ces effets peuvent correspondre à : 

- une inhibition de l'action du gène S ; 

- une activation des produits du gène S ; 

- la transmission d'un stirnulus de croissance au tube pollinique incompa- 
tible ; 

- une diminution du temps nicessaire à la croissance très lente de tu-bes in- 
compatibles pour leur permettre d'atteindre l'ovaire avant l'abcission flo- 
rale ou la mobilisation de l'ovule par le tube pol.linique compatible. 

a) Effets de l'âge. 

Le phénotype incompatible du pollen et du pistil s'exprimant 

à la maturité florale, plusieurs chercheurs ont tenté de surmonter la barriè- 

re à la fécondation en utilisant des organes floraux imatures (bourgeons 

floraux), des fleurs âgées ou du pollen âgé au niveau desquels le mécanisme 



responsable  du phénomène e s t  moins e f f i c a c e .  Pour l a  même ra i son ,  des p o l l i n i -  

s a t i o n s  en f i n  de pér iode  de f l o r a i s o n  ont  é t é  t e n t é e s .  

1-poLLhha-Cion au  rade du 6uLLtan &irae : " B u d - p o ~ d u n ~ '  : Dans l e s  s t y -  

l e s  immatures, l e  mécanisme d ' i n h i b i t i o n  de l a  c ro i s sance  des t ubes  p o l l i n i -  

ques n ' e s t  pas  tota .1 ; l e  degré d ' i n h i b i t i o n  augmente avec l a  maturat ion.  La 

métho'de de p o l l i n i s a t i o n  au  s t a d e  du bouton f l o r a l  a é t é  employée avec succès ,  

s u r  des  systèmes gamétophytiques e t  sporophytiques (YASUDA, 1934 ; ATTIA, 1950 ; 

LEWIS, 1951 ; PANDEY, 1959 ; ASCHER e t  PELOQUIN, 1966 ; BFBDEMEIJER, 1976) chez 

Brassi ca, Petunia, 1Vicoticma. 

SHIVANNA e t  RANGASWAMY (1969) ont  mis en évidence que l e  pourcentage de &us- 

s i t e  e s t  amélioré s i  l e  s t igmate  r écep teu r  e s t  endui t  d 'exsudat s t igmat ique  

provenant d 'une f l e u r  n a t u r e  : c e l u i - c i  r en fo rce  l ' a d h é s i v i t é  du p o l l e n  s u r  l e  

jeune s t igmate .  I l  e x i s t e  une c o r r é l a t i o n  e n t r e  l ' â g e  du bourgeon f l o r a l  e t  l e  

degré d ' i n h i b i t i o n  du tube  p o l l i n i q u e  ( L I N S ~ N S ,  1964). 

Dans l e  cas  de l 'AIS ,  une a u t r e  méthode c o n s i s t e  à p r é l e v e r  des jeunes micros- 

pores  q u i  n ' on t  pas encore r eçu  de substance d ' i ncompa t ib i l i t é  provenant du 

t a p i s ,  e t  de l e s  t r a n s f é r e r  s o i t  sur un m i l i e u  de c u l t u r e  a r t i f i c i e l  s o i t  sur 

des anthères po&édant des  génotypes S d i f f é r e n t s  ( ~ e  NETTANCOURT, 1977). 

2-po&vLin&an de &teuh.~ âgéu  : KAKIZAKI (1930) ,  ASCHEX e t  PELOQUIN (1966) 

t r a v a i l l a n t  respectivement s u r  Brassica e t  L i Z i w n  ont  montré que des p i s t i l s  
A 

agés a u t o p o l l i n i s é s  donnent 7m c e r t a i n  nombre de g r a i n e s  " i l l é g i t i m e s "  : l ' â g e  

i n d u i r a i t  donc, chez ces espèces ,  une p e r t e  p rog res s ive  de l a  capac i t é  de pro- 

d u i r e  ou de s tocke r  des "substances" d ' i n c o m p a t i b i l i t i  a c t i v e s .  

3-.in@uence de  l';se du p o l l e n  : SHIVAlVNA e t  MTGASWP-MY (1969) ont  &montré que 

l ' â g e  du po l l en  ne modifie pas  l a  r é a c t i o n  d ' i n h i b i t i o n  (chez 2etunia axiZZc- 

r.Js ) . 

4 - a u ; t a p 0 ~ d o n  en 6i.n de d d o n  : Pour àe  nombreuses p l an te s  autoincom- 

p a t i b l e s ,  l e  degré d ' i n h i b i t i o n  v a r i e  avec l e  cyc le  b io logique .  Ains i  l a  bar-  

r i è r e  à l a  fécondat ion peut  ê t r e  l e v j e  en f i n  6e sa i son  (EAST, 1934, su r  ~Vico- 

c ~ c v r ~  ulaba e t  YI. smdercze , YASÜTA, 1334, sur  TsLulziu P ~ J ~ L C ~ J  ; ? A K E L ,  :35V, 

s u r  Abutilon hybridum). LINSKENS (1972) a é t a b l i  une r e l a t i o n  e n t r e  l ' i n t e n s i -  

t é  de l a  r é a c t i o n  d ' i n c o m p a t i b i l i t 6  e t  l a  s a i son  de p o l l i n i s a t i o n  chez Petunia 

hybrida ( f i g u r e  9 ) .  



EVOLUTION DE L A  REACTION D '  INCOMPATI  B I  L I T E  CHEZ P E T U Y I A  Z Y B R I D A  

EN FONCTION DES SAISONS (L INSKENS,  1 9 7 2 )  

mois 

l a  combe ie@ZXe te &&ii?/tence nce+d~rn6fitiyue e m e  h Longue i~  . 
du tube poUnique  aptCd 2 4  ~zeuher5 de x g l z ~ p ~ & v t < ; ~ & i O l z  e,t d1au,tv- 

pa.Uijdatcun. 



Ces résultats traduisent une diminution de la capacité à produi- 

re les éléments nécessaires à la reconnaissance ou à la réaction de rejet par 

la plante autopollinisée. 

b) Chocs "thermiqies. 

De nombreux auteurs ont démontré que des chocs thermiq-des 

(pour des températures variant de 32 à 60°c), permettaient de lever l'AI. Cet- 

te méthode s'applique essentiellement aux espèces AIG monofactorielles : chez 

Malus et Pyrus (LEWIS, 1942 ; MODLIBOWSKA, 1945) ; Oenothera (LEWIS, 1942 ; 

HECHT, 1964 et LINSKEMS et XROH, 1967) ; Prwzus (LEWIS, 1942) ; TrifoZiwn 

(LEFFEL, 1963 ; TOWNSEND, 1/65, 1968, 1971 ; KENDAL et TAYLOR, 1969) ; P~imu- 

Za ( ~ W I S ,  1942) ; L i Z i m  (ASCHER et PELOQUIN, 1966) ; Lycopersicm (HOFL~IA~JN, 

1966 ; De NETTAITCOLJXT et coll. , 1971 ; HOGENBOOM, 1972) et Secale (WRICKE, 

1974). 

La technique consiste 2 immerger le style dans l'eau chaude ou 

à cultiver, pendant certains stades de végétation, les plantes dans des pièces 

portées à une température relativement élevée. 

Il apparaît que le site responsable est localisé dans le style 

et que la période sensible se situe aux deux premiers jours suivant la polli- 

nisation. L'efficacité du traitement dépend du génoty-pe de la slante et de 

la thermosensibilité spécifique de chaque gène. LEWIS (1942) a mis en évidence 

la sensibilité à la température du Locus S chez Oenothera orgcmensis : la 

tem~érature aurait une influence sur la synthèse d'une substance responsable 

de l'installation de l'AI ce qui implique probablement une Inactivatian enzy- 

mat i que. 

c) Utilisation d'hormones et d'inhibiteurs. 

L'application d'inhibiteurs de l'abcission florele tels que l'a- 

cide naphtyl-acétique (ANA) ou l'acide indolyl acétique (MA), sur le celice * 

de la fleur permet aux tubes incompatibles à croissance plus lente, dfat,teindre 

l'ovaire. Ainsi, HENNY et ASCHER (1973), après des injections d'auxines dans 

lcs "+J~PL T ? Y ~ ~ ' : L T ,  ?igral-e?+ si" jes tl~b?" ~012 i r~ jq l t e s  Lncc3;n~atiblos ne sont - 

pas sffectés mais que l'injection d'AIA d 1GCC ppn inhibe la croissaiice des 

tubes polliniques compatibles. 

D'autres substances, inhibitrices de la synthèse d'AR3 ou de 

protéines ont Sté utilisées : ainsi, SLRFATTI et coll. (1974) ont démontré 

que l'actinomycine D inhibe partiellement l'AI chez Lycopersicm peruviaîzwn. 



ASCHER (197l),démontre chez LiZium, la nécessité de la. synthèse 

dfARN pour l'établissement du phénotype incompatible dans le style en injec- 

tuit de la 6-méthyl purine (inhibiteur de la synthèse ~'ARN) avant la polli- 

nisation. 

ASCH-R (1974) a également mis en évidence le rôle de la puro- 

mycine (inhibiteur protéique) qui, appliquée dans le style de LiZium ZongifZo- 

r m  au stade du bourgeon, permet la croissance du tube pollinique incompatible. 

La substance d'incompatibilité stylaire, chez LiZiwn ZongifZorum, pourrait 

être de l'Ali?? & durée de vie courte ; le traitement à la puromycine, appliqué 

avant l'anthèse bloquerait la synthèse d'Am polymérase. 

Pour mettre en évidence l'implication de systèmes enzymatiques 

dans le mécanisme AI, HODGDON et HECHT (1975) ont testé l'effet inhibiteur du 

PCME3 (parachloromercuribenzoate) sur la croissance du tube pollinique après 

pollinisations incompatibles chez Oenothera orgmznsis. Le PCPQ3 provoque ef- 

fectivement une inactivation des systèmes d'AI mais affecte également, lors- 

qu'il est associé & un agent mouillant, la régularité de la germination du 

pollen. HODGDON et HECHT en déduisent qu'un enzyme à radical thiol joue certai- 

nement un rôle dans le mécanisme d'autoincompatibilité. 

d) Action de l'anhydride carbonique. 

NAKANISHI et coll. (1969), NAKXVISHI et HINATA (1973) ont üémon- 

tré que la réaction d'autoincompatibilité pouvait être éliminée chez Brassicc2 

en traitant les fleurs avec CO 
2 ' 

e) Effet des radiations ionisantes. 

Les radiations ionisantes peuvent rompre la barrière 2 l'auto- 

fécondation lorsqu'elles sont utilisées dans les conditions ci-après : 

~ - Q x , ~ u ~ ~ o M  c h u ~ q u e  Ù d u d a  : Des faibles doses de rayons gamma 

appliquées de façon continue au cours de la floraison autorisent l'autofécon- 

dation (chez Ly~eopersiem peruvianm ( ~ e  NETTAPJCOURS et ECOCFAZT, 1968) et 

chez 1Vieotiana aZata (VAN GASTEL et De NETTATJJCOURT, 1 9 7 4 ) ) .  

Ce résdtaL est  6; 2 & e u  ac-~fons c ~ ~ i c ü r n l t t ~ ~ t z ~ : ~  l'iL:hibitloz 22 l'a5ci;-- 

sion florale qui intervient normalement quelqües jours après la pollinisa~ion 

incompatible et à l'augmentation de la capacité du t ~ b e  polliniqu? incompa- 

tible à surmonter les barrières d'AI. 



Le caractère de compatibilité obtenu ne s'observe jamais à la ggnération sui- 

vante. DEVREUX et coll. ( 1975 ) 1' ont également mis en évidence chez Oenothera 

après exposition aux radiations ionisantes au cours de la microsporogenèse. 

Z - . & u W o n  d a  6R;gleh pah d a  ~ o & a i  doaen : LINSKENS et coll. (1960) ont 

démontré que l'irradiation à haute dose des styles ae Petunia peut atténuer 

la réaction de rejet : une dose de rayons X de 2 000 rads appliquée sur le 

style immédiatement après autopollinisation induit la formation de 50 $ de 

graines ; lorsque la pollinisation est réalisée 24 heures après l'irradiation, 

l'effet obtenu est très faible ; il n'y a aucune fécondation lorsque la polli- 

nisation a lieu 20 heures avant l'irradiation. La dose efficace, trop faible 

pour être à l'origine de la destructicn d'une substance dl incompatibilité 

(VASIL;EV, 1962) suggère l'activation temporaire d'un gène dans le style. 

Des résultats analogues ont été observés chez LiZizm Zongi~Zorum par HOPPER et 

PELOQUIN ( 1968) , mais avec des doses plus élevées (de 6 000 à 24 000 rads). Ces 

autews ont souligné le fait que les fécondations obtenues s'apparentent à cel- 

les observées par inactivation thermique et donc que l'effet des radiations est 

assimilable à une inactivation enzymatique. 

3 - a h d d o n  pm d u  poLten c o m p a t i b l e  ,tué : Un effet stimulateur peut être 

induit en mélangeant du pollen compatible tué par irradiation à du pollen in- 

compatible normal (DI NETTANCOURT et GRANT, 1963 ; M I R I  et BIBAR,  1966 ; 

OPEL= et JACOB, 1969 ; KNOX et coll. (1972). 

Cet effet s'exerce à deux niveaux : d'-me part, il évite la f6condation par 

le pollen compatible et donc la mobilisation des ovules avant que les tubes 

polliniques incompatibles n'atteignent l'ovaire ; d'autre part, le pollen com- 

patible "d6sactivé1' transfère des substances sur les grains de pollen incornsa- 

tibles. La nature de cette stimulation reste inconnue : en effet, la paroi 5.1 

pollen stimulateur fournirait, au moins chez les espèces sporophytiques, les 

protéines nécessaires à la mobilisation des substances inccmpatibles par le 

pollen incompatible, ou transfère sur le pollen incompatible, des substances 

de croissance qui ne sont normalement pas formées ou qui sont neutralisées. 

KNOX et coll. notent que cette activation concerne essentiellement les sys- 

tèmes sporopnytiques. 

f) Stimulation é l e c t r i ~ .  

ROGGEN et coll. (1972) ont montré que l'application d'un po- 

tentiel électrique,chez arassica oZeraceae,permet de lever partiellenent la 



ba r r i è r e  d'AI ( u t i l i s a t i o n  d'une d.d.p. de 100 v o l t s  en t r e  l e  pol len e t  l e  

s t igmate) .  

Cet e f f e t  s 'expl ique de 3  faqons : 

1) l a  d.d.p. appliquée indu i t  une f o r t e  adhérence des gra ins  de pollen incom- 
pa t i b l e s  s u r  l e  st igmate ; 

2 )  il s e  produit  une modificetion de l a  s t r u c t u r e  du stigmate ; 

3) l a  perméabil i té  des membranes c e l l u l a i r e s  e s t  modifiée. 

Par a i l l e u r s ,  LINSKENS e t  SPANJERS (1973) ont  m i s  en évidence 

que l a  phase d'information en r e l a t i o n  dans l e  s t y l e  avec l a  po l l i n i s a t i on  e t  

l ' a c t i v a t i o n  de l ' ovu l e ,  sont de nature  é l ec t r i que  ; il e s t  donc légi t ime de 

penser que l a  s t imulat ion é l ec t r i que  i n t e rv i en t  davantage su r  l ' a c t i v a t i o n  ovu- 

l a i r e  que su r  l ' adhés iv i t é  du pol len incompatible e t  s a  germination. 

g) Expériences de greffe .  

L' incompatibil i té  peut ê t r e  éliminée ou a f f a i b l i e  par des 

g re f fes  : l e s  travaux de DENWARD ( 1963) sur  TrifoZiwn pratense ont mis en évi- 

dence que des greffes  peuvent l eve r  l a  ba r r i è r e  d ' incompat ibi l i té .  

KIVILAAN e t  C W G  (1963) ont montré que l a  longueur du tube 

pol l in ique dans l e  s t y l e  incompatible e s t  plus importante lorsque l ' o n  procs- 

de à une g re f f e  hétérologue (chez Oenothera o r g m e n s i s ) .  

Une g re f f e  r é a l i s é e  au niveau du p i s t i l  chez Oenothera permet 

aux tubes pol l in iques  compatibles du greffon (s t igmate  e t  région stigrnatiyile 

du s t y l e )  de t raverse r  l a  zone de jonction e t  de poursuivre l eu r  croissance 

dans l a  p a r t i e  incompatible (HECHT, 1960, 1964). 

h) Mutilat ions e t  in jec t ions  . 
L'abla t ion du st igmate permet d 'ob ten i r  un ce r t a in  taux d'auto- 

fécondation ; ROGGEN e t  VAN DIJK (1972) ont éliminé l a  réact ion A I  en 

mutilant  l e  stigmate de Brassica oZeraceae ; dans ce cas,  l e  stigmate, ou au 

moins l a  pe l l i cu l e  st igmatique,  por te  l e s  fonctions de s i t e  de reconnaissan- 

ce  de l ' A I  e t  de s i t e  d ' ac t iva t ion  pour l a  pénétra t ion du xénotube po l l i n i -  

que. 

D'autres expériences ont consis té  à remplir l e  canal  s t y l a i r e ,  

l o r s q u ' i l  existe,avec de l ' exsuda t  stigmatique provenant de f l eu r s  porteuses 

des mêmes a l l è l e s  d '  incompat ibi l i t  6 (ASCHER e t  D R E ~ O I Y ,  197 1 sur  Li l im Zongi- 

f l o m .  Après po l l i n i s a t i ons  compatible e t  incompatible, l e s  euteurs notent  

que l 'exsudat stigmatique, l o r s q u ' i l  e s t  i n j e c t é  24 heures avant l a  p o l l i n i s a t i o n ,  



favorise la croissance des tubes polliniques mais ne modifie pas la réaction 

d'incompatibilité car l'inhibition de croissance a quand même lieu après 

autopollinisation. 

Des injections de calcium, d'extraits stylaires, de KMn04, 

d'eau oxygénée, d'acide borique ont également été effectuées mais les résul- 

tats obtenus ne sont pas concluants (LINSKENS, 1972). 

i) Fécoridation in zritro. 

Il est possible d'obtenir la fécondation in v i t r o  en mettant 

directement en contact les ovules et les grains de pollen (KANTA et coll., 

1962 ; MAHESHWARI et KANTA, 1964 ; RANGASWAMY et SHIVAlJNA, 1967, 1971, 1972) ; 

la syngamie a lieu indépendamment du caractère de compatibilité des organes 

floraux. Cette technique peut d'ailleurs être utilisée pour réaliser des 

croisements interspécifiques (ZENKTELER, 1967, 1970, 1973). 

II - METHODES GENETIQUES 

Trois types de modifications génétiques peuvent avoir une 

influence sur l'AI : 

a) la polyploïdisation ; 
b) la mutation du ou des gènes d'incompatibilité ; 
c) la modification du contexte génétique. 

a) La polyploïdisation. 

Les dicotylédones tétraploïdes, possédant le système AIG, présen- 

tent le phénotype autocompatible (LEWIS, 1943, 1947, 1949a ; ATWOOD et 

BREWBAKER, 1953 ; SREWBAKER, 1954, 1958 ; SAMPSON, 1960 ; NTNERSTEDT et 

LUNDQVIST, 1967). 

Cette propriété ne dépend pas du pistil qui garde son pouvoir 

inhibiteur vis-à-vis des tubes polliniques incompatibles mais provient d'une 

incapacité du pollen diploïde, issu d'une plante tétraploïde, à présenter le 

ohénoty-pe incompatible. 

LEWIS ( 1947, 1949a) , travaillent sur Oenothera organensis , a 
démcntré que la production du pollen compatible par les tétraploïdes est limi- 

tée aux plantes hétérozygotes pour le gène S (Sasa ~ b ~ b )  ; seuls les grains 

de pollen porteurs de 2 allèles différents(~aSb) scnt compatibles ; cependant, 



cette hétérozygotie pour le gène S n'est pas toujours la seule condition à la 

compatibilité ; LEWIS ('1947) a démontré qu'il pouvait y avoir des relations de 

dominance entre allèles S. 

Enfin, il faut signaler que la faculté, pour un pollen hétéro- 

allélique, de devenir compatible ne dépend pas toujours de la similitude entre 

les 2 allèles S mais aussi de l'environnement génétique de la plante tétraploï- 

de. 

Par contre, chez les monocotylédones à système AIG, la ploidie 

n'a pas d'effet sur la compatibilité ; ANNERSTEDT et LUNDQVIST (1967) ont 

montré sur 2"radescantia paZudosa qu'aucune des combinaisons entre les 12 pai- 

res d'allèles S d'un pollen diploïde ne présente d'interaction compétitive. 

b) L'autoincompatibilité chez les triploides et les trisomiques. 

Lorsqu'un croisement est effectué entre un tétraploïde hétéro- 

zygote autocompatible (S S S S ) avec un diploïde autoincompatible ( S  S ) on 
1 1  2 2  3 4 - 

obtient les triploides suivants, hétérozygotes au locus S : 

(SIs2s3, S1S2S4, S1S1S3, S1S1S4, S2S2S3 Ou S2S2S4) ; 

lorsqu'il n'y a pas de létalité pollinique, il existe un certain taux de pollen 

compatible hétéroallélique. Les résultats montrent que les triploides ne pro- 

duisent pas de pollen compatible (expériences faites sur N5cotiana aZata). De 

plus, il n'y a pas de production de pollen compatible dvls les lignées aneil- 

ploldes qui apparaissent trisomiques (S S S ) pour le gène d'autoincompatibi- 
1 2 3  

lit6 (VAN GASTEL et CARLUCCIO, 1974). 

c) Mutations au locus S. 

1 - C a  rnu;~&iom d m  ayaZ2meh AIS : KAKlZAKI ( 1930) a trouvé chez Brassica 

oleraeea (variété eupitata) une plante autocompatible dont la ségrégation donne 

50 % de compatible et 50 % d'incompatible. Des cas similaires ont été signalés 

par THOMPSON et TAYLOR (1971), et par THOMPSON (1972). cr après ces auteurs, 

il n'y aurait pas une véritable mutation au locus S mais les phénotypes trouvés 

correspondent au cas où les 2 allèles S produisent trop peu de "substance 

d'incompatibilité" pour que leur association induise une réaction de rejet. 

Z - r n ~ ~ t a A i a ~ n  ciam Le ayaR2me A l G  monodac;ta&.ieC : On distingue 4 grandes caté- 
gories de mutations : 



1 )  c e l l e s  qui  associent  l a  compat ibi l i té  du pol len à l a  présen- 
ce d'un fragment centr ique l i b r e  (BREWBAKER e t  NATARAJAN, 1960 ; PANDEY, 1965, 
196~0 ,  1969) ; 

2 )  c e l l e s  qui produisent un po l len  compatible, sans r e l a t i o n  
avec l a  présence d'un fragment centrique l i b r e  ; c ' e s t  l e  cas chez Oenothera, 
A.mus, T ~ f o Z i w n  ; 

3) l e s  mutations induisant  l a  compat ibi l i té  du s t y l e  ; e l l e s  
sont r a r e s  mais ont  é t é  trouvées chez Oenothera e t  Nicoticma (LEWIS e t  CROWE, 
1954 ; PANDEY, 1956 ; VAN GASTEL, 1972) ; 

4) l e s  mutations qui permettent à une même plante  de produire 
du po l len  compatible e t  d 'accepter du pol len incompatible. 

3-Ca m a c i i & i d o n  du can;texte genéfiyue : I l  peut y avo i r  rupture de l ' A I  

après mutation su r  d ' au t res  l o c i  que ceux du gène S. La vigueur e t  l a  pers i s -  

tance du caractère  d'AI var ien t  d'un cas à l ' a u t r e  e t  peuvent ê t r e  masquées 

par des phénomènes de s t é r i l i t é  ou de croissance déf ic ien te .  Dans tous  l e s  

cas,  ce phénomène e s t  a t t r i bué  à des modifications de l'environnement génétique 

du gène S qui cesse de fonctionner dans l e  po l len  ou l e  p i s t i l  ou qui  diminue 

fortement son a c t i v i t é .  

TOWNSEND (1969) a t rouvé chez Trifolium hybridum, l ' a l l è l e  A l  d'un locus A qu i ,  

l o r s q u ' i l  s e  trouve en pos i t ion  hétérozygote (A,%) e t  dans ce r ta ines  condit ions 

d9environnement génétique, supprime l ' a c t i o n  des a l l è l e s  S. 

4 - R a  a g e d  mu/tagèna : Les agents mutagènes c lass iques  (rayons X,  neutrons 

rapides ,  rayons UV, ozone) peuvent modifier l a  réact ion mais n 'ont  pas l a  

p ropr ié té  d ' induire  de nouveaux a l l è l e s  S. 

D e  t e l s  nouveaux a l l è l e s  S peuvent cependant appara î t re  spontanément avec une 

fréquence élevée, au moins chez quelques espkces. Les a l l è l e s  S obtenus ont 

tel lement de points communs q u ' i l  semble q u ' i l s  ne d i f f è r en t  en t r e  eux que par  

des simples subs t i tu t ions  de nucléotides.  



Gt  ASPECTS PHYSIOLOGIQUES E T  B I O C H I M I Q U E S  DE L A  
RÉACTION INCOMPATIBLE 

1 - LE GRAIN DE POLLE3 ET LA REACTION D'AUTOINCOMPATIBILITE 

Chez l e s  Angiospermes, l e  g ra in  de pol len (gamétophyte mâle) 

e s t  adapté au t ranspor t  des gamètes ; l a  p ro tec t ion  lnécanique e s t  assurée par  

une couche externe r é s i s t a n t e ,  composée de sporopollénine. Cette couche, l'ex;- 

ne, joue également un rô l e  dans l e  mode de dispers ion du pollen : à une p o l l i -  

n i sa t ion  éolienne e s t  associée une surface  l i s s e  e t  l ' absence de matériau 

adhésif ; une zoochorie e s t  en r e l a t i o n  avec une surface rugueuse e t  un revê- 

t ement visqueux. 

L a  pa ro i  des g ra ins  de pollen pa r t i c ipe  également au  

stockage, au t ranspor t  e t  à l ' émiss ion des substances impliquées dans l e s  réac- 

t ions  de reconnaissance qui vont déterminer l ' accep ta t ion  ou l e  r e j e t  incom- 

pa t ib le .  

a)  C y t o l o ~ i e  du pollen e t  incompatibil i té .  

Nous avons déjà s igna lé  l e s  cor ré la t ions  qui  ex i s t en t  en t re  l e  

type d 'autoincompat ibi l i té  (gamétophytique ou sporophytiquej e t  l e s  caracté- 

r i s t i q u e s  caryologiques du grain  de pol len (binucléé ou t r i n u c l é é ) .  Le pol len 

binucléé e s t  l i é  au système gamétophytique ; il comporte un noyau végé ta t i f  

e t  un noyau reproducteur ; ce lu i -c i  s e  d iv i s e  au cours de l a  croissance du 

tube po l l in ique  e t  donne deux gamètes mâles. 

Dans l e  cas du pol len t r i nuc l éé ,  l a  d iv i s ion  du noyau reproduc- 

t eu r  a l i e u  avant que l e  pol len ne s o i t  fixé su r  l e  stigmate ; il possède donc 

un noyau végé ta t i f  e t  2 noyaux reproducteurs. 

b )  Structure  de l a  paroi  du pollen.  

Dans l e  système AIS, l ' i n h i b i t i o n  de l a  germination du grain de 

pollen e s t  t r è s  rapide  : e l l e  se  f a i t  dès l e  contact  de l a  paroi  du pollen avec 

l a  surface  st igmatique ; il e s t  évident ,  au moins daas l e s  systèmes AIS, que 

c e t t e  paroi  à un r ô l e  important à jouer dans i ' i n s t a l l a t i o n  de l a  réact ion 

incompatible. La s t ruc tu r e  de l a  paro i  du po l len  a r r i vé  à matur i té ,  chez l e s  

Angiospermes, e s t  présentée f i gu re  10. 





Ent re  l ' e x i n e  e t  l ' i n t i n e ,  il e x i s t e r a i t  une t ro is ième couche 

intermkdiaire ou  médine (SAAD, 1963) : ce l l e -c i ,  hygroscopique e t  de t ex tu r e  

l ame l l a i r e  ou globula i re ,  con t r i bue ra i t  à l a  p ro tec t ion  des zones ape r tu r a l e s ,  

pe rmet t ra i t  l e s  modificat ions de t a i l l e  du g ra in  de po l len  e t  s e r a i t  à l ' o r i -  

gine de l ' é longa t ion  du t u b e  pol l in ique.  

1-L'exine ou 4p0&0dUun~ : L'exine e s t  principalement cons t i tuée  de sporo- 

po l lén ine  dont l a  composition chimique n ' e s t  pas entièrement élucidée : de 

na tu re  l i p id ique ,  c ' e s t  un polymère oxydé de caroténoldes e t  d ' e s t e r s  de Caro- 

t éno ïdes ,  part iculièrement r é s i s t a n t  aux dégradations acides  ou enzymatiques 

(BROOKS e t  SHAW, 1968 ; SHAW, 1971 ; HESLOP-HARRISON, 1975a). 

A matur i t é ,  l ' e x i n e  présente  un aspect  s t r a t i f i é  : l a  p a r t i e  i n t e rne  ou nexine,  

non scu lp tée  e t  l a  sexine externe ,  scu lp tée  (HESLOP-HARRISON, 1975a). Celle-ci 

e s t  composée de colonnes r a d i a l e s  provenant de l a  nexine. Les colonnes ou ba- 

cules sont  disposées en généra l  selon un arrangement commun aux mono e t  a l u  d i -  

cotylédones. S ' i l  n 'y  a pas de t o i t  (tectum) , l e s  c av i t é s  dél imi tées  par l e s  

bacules sont ouvertes vers l ' e x t é r i e u r .  S ' i l  y a un tectum, celui -c i  e s t  inva- 

riablement interrompu par  des  pe r fo ra t ions  (micropores) permettant a i n s i  l a  

communication avec l ' e x t é r i e u r  ( f i gu re  10).  

, La s t r u c t u r e  de l ' ex ine  e s t  adaptée au t ranspor t  de produi ts  d'importance fon- 

damentale pour l a  réact ion d ' incompat ib i l i t é  (HESLOP-HARRISON, 1975a) ; a i n s i ,  

par exemple, l ' a s s i s e  nou r r i c i è r e  des microspores ( t a p i s )  syn thé t i se  des 

p ro té ines  qui se ron t  t r an s f é r ée s  au niveau de l ' e x i n e  ; de même, des l i p i d e s  

sont syn thé t i sés  dans l e  t a p i s ,  en grande quan t i t é  à l a  f i n  de l a  maturation 

des microspores e t  f ixés  à l a  su r face  du pollen ; c ' e s t  également l e  cas pour 

des substances caroténoIdes responsables de l a  couleur du pol len  (HESLOP- 

HARRISON, 1968) ; 1 ' a c t i v i t é  enzymatique de I ' ex ine  e s t  t r è s  f a i b l e  (SESLOP- 

HARRISON e t  c o l l .  , 1973). 

2 -  t ' i n f i n e ' :  La couche i n t e r n e  e s t  cons t i tuée  par dépôts success i f s  pendant l a  

formation de l ' e x i n e  ; il y a acc7mulation de ma té r i e l  anorphe de nature ce l lu -  

l o s ique ,  qui va ê t r e  incorporée dans l e s  couches de l ' i n t i n e .  

Il f a u t  également remarquer . l ' i n co rpo ra t i on  . ae proté ines  { iuu 'ù~,  i y i i  ; L?ûX e t  ... _ 1 .  

HESLOP-HARRISON , 1970) e t  en p a r t i c u l i e r  d'hydrolases acides ; cependant, l e s  

enzymes ne représentent  qu'une f a i b l e  p a r t i e  de ces proté ines .  

En conclusion, on peut cons t a t e r  qu'à matur i té ,  l e  g r a in  de pol len  por te  dans 

s a  pa ro i  des f r a c t i ons  dé r ivan t  du gamétophyte haploïde e t  du sporophyte 



diploïde.  La s t ruc tu r e  de l a  paro i  e s t  adaptée ( cav i t é s  délimitées par  des 

bacules)  au stockage de ces substances e t  à l e u r  l i bé r a t i on .  

c )  Emission de p ro té ines  i s sues  du pollen.  

A l a  f i n  de sa maturation, l e  g ra in  de pol len se  dessèche pour 

ne plus  contenir  finalement que 15 % dteau  ; sa surface  e s t  l e  p lus  souvent 

recouverte de substances de na ture  l i p id ique  (HESLOP-HARRISON, 1968 ; HESLOP- 

HARRISON e t  co l l .  , 1973). 

La réhydrata t ion du pollen débute immédiatement après s a  f ixa-  

t i o n  su r  l a  pap i l l e  st igmatique ; vien t  ensui te  une é tape de reconnaissance 

déterminante pour l a  germination e t  l a  croissance du tube pol l in ique ; l 'hy- 

d r a t a t i on  des grains s'accompagne de l a  l i bé r a t i on  de f rac t ions  protéiques 

(STANLEY e t  LINSKENS, 1965 ; MAKINEN e t  BREWBAKER, 1967) provenant de l a  paro i  

du grain  de pollen. 

1 -mine en évidence d u  éminaiom p/ro;téiquecl : 

. d i f fus ion  en mi l ieu  l iqu ide  : l e s  techniques l e s  p lus  simples 

e t  l e s  p lus  anciennes reposent sur l a  d i f fus ion  en mi l ieu  l iqu ide  ; l e  pol len 

e s t  immergé dans une so lu t ion  tamponnée ; l e s  exsudats font  l ' o b j e t  de dosage 

protéique (STANLEY e t  LINSKENS, 1965) ; i l s  peuvent également s e r v i r  à l a  

préparation d'antisérums contre l e s  proté ines  des gra ins  de pollen de géno- 

type connu (LEWIS, 1952 ; LEWIS e t  c o l l .  , 1967 ; WINEN e t  LEVIS, 1962). 

.observation ------------------- microsco_pique : e l l e  permet, après colorat ion 

(KNOX e t  HESLOP-HARRISON, 1969) ou en immunofluorescence (KNOX e t  c o l l . ,  1972) 

en microscopie optique, ou en microscopie é lect ronique,  de mettre en évidence 

e t  de l o c a l i s e r  précisément ces émissions. 

.empreinte po l l in ique  : l e s  gra ins  de pol len sont mis en con- .................... 
t a c t  avec des films d'agarose humide où i l s  s  'hydratent comme sur un st igmate ; 

l e s  proté ines  du grain  de pol len d i f fusen t  dans l e  f i lm d'agarose où e l l e s  

sont l oca l i s ée s  par colorat ions  spécifiques ou par  immunofluorescence (KNOX, 

- .. .- c .empreinte -- - ------- ~ o l l i n i q u e  -----.--- ---------- sur  des coupes -- -- --.--r..r-ir-iTF de ~ o l l e n  : -, l e s  , ,, - coupes -, , -- de a - . . _ - 
gra ins  de pollen f a i t e s  à basse  température, sont mises en contact de f i lms 

d'agarose humides où s e  f a i t  l ' émiss ion de proté ines  (KNOX e t  HESLOP-HARRISON, 

1970). L'emploi de ces diverses  techniques permet de ca r ac t é r i s e r  précisément 

l e s  proté ines  émises par  l e s  gra ins  de pollen au moment de l 'humidification 

e t  de dis t inguer  en t r e  deux types  d'émissions : l e s  exsudats à court  e t  à long 

terme . * 



2-LU e x n u d d  p&a;tGcjuu : STANLEY e t  LINSKENS ( 1965) ont  consta té  que l a  

d i f fus ion  des p ro té ines  se  f a i t  en deux étapes : une, rapide,  qui débute dès 

l ' hydra ta t ion  du po l len  e t  qui  se  poursuit  à v i t e s s e  décroissante pendant 30 

minutes e t  une deuxième après un temps d'une heure. 

De même, l a  technique des empreintes po l l in iques  permet de d i f f é r enc i e r  deux 

tyses  d'exsudats e t  cec i  que l le  que s o i t  l ' e spèce  é tudiée  ou l e  tyoe  de pol- 

l en  : 

- l e s  exsudats à court terme correspondant aux pro té ines  d i f -  
fusant rapidement ( en t r e  1 à 30 secondes) : e l l e s  sont contenues dans l e s  
cav i tés  de l ' ex ine  e t  d 'or igine  sporophytique ; 

- l e s  exsudats à long terme correspondant aux pro té ines  di f -  
fusant plus lentement : e l l e s  proviennent des s i t e s  de l ' i n t i n e  e t  ont  une 
or ig ine  gamétophytique. 

d )  Local isa t ion e t  c a r ac t é r i s a t i on  des protéines émises. 

]-LU p&a;tGnU de L1ex,ine : El l e s  sont  contenues dans l e s  cav i tés  de l a  cou- 

che externe sculptée  (sexine,  vo i r  f i gu re  10) ; l a  morphologie de c e t t e  couche ' 

va r i e  beaucoup mais, d'une manière générale,  l a  présence de bacules confère 

à c e t t e  couche un aspect  r é t i cu l é .  Il e x i s t e  donc un volume plus ou moins 

grand pouvant recevoir  des matériaux du t i s su  nou r r i c i e r  de l ' an thè re  pendant 

l a  phase f i n a l e  de maturation du pollen (HESLOP-HARRISON, 1968, 1973). Ces 

proté ines  sont l e  support d ' a c t i v i t é s  enzymatiques : KNOX (1971) a i d e n t i f i é  dés 

amylases e t  des prot6ases a i n s i  que des déshydrogénases ; T'SINGER e t  IETROVSKAYA- 
I 

BARANOVA ( 1961 ) , LZKtS e t  c o l l .  ( 1967) ont mis en évidence des oxydases ; d 'au t res  

auteurs ont i d e n t i f i é  des hydrolases a i n s i  que des a l lergènes  acides  e t  basiques. 

KNOX e t  c o l l .  (1975) ont i s o l é  6 à 7 f r ac t i ons  protéiques provenant de l ' e x i n e  

par  é lec t ro foca l i sa t ion  s u r  ge l  de polyacrylamide. Ces protéines on t  un poids 

moléculaire compris en t r e  10 000 e t  45 000 dal tons .  

2-LU p&o;ti%neb de C'ilztine : Leur analyse e s t  plus f a c i l e  en Faison de l e u r  

d i f fus ion l en t e .  Leur l oca l i s a t i on  e t  l e u r  c a r ac t é r i s a t i on  ont é t é  r éa l i s ée s  

grâce à l 'emploi de techniques cytochimiques e t  d'immunofluoresceace 

(KNOX e t  HESLOP-HARRISON, 1971b ; KNOX e t  c o l l .  , 1972). 

. l oca l i s a t i on  : l e s  zones protéiques,observées en microscopie 

électronique,au niveau des ouvertures de l ' i n t i n e ,  correspondent aux a c t i v i t é s  

enzymatiques mises en évidence par a i l l e u r s  par  des méthodes cytochimiques 

au microscope optique. La l oca l i s a t i on  des enzymes en fonction des espèces e t  

du type de pollen e s t  présentée dans l e  t ab leau  11. 



TABLEAU 11 : LOCALISATION DES ENZYMES DANS LES S I T E S  DE L'INTINE 

ET DE L'EXINE DES GRAINS DE POLLEN 

Enzymes 1i.i.e 1 Réf'érences ----------------------- --- ----- ............................ 
Veshydmgénases 

NADH e t  deshydrogénase 
succinique 

Oxydases 
Cytochrome oxydase 

T t u z n s d W u  
Phosphorylase 

Ribonucléase 

HydnalaAes 
Phosphatase acide 

Amylase 

Cellulase ( B- 1 ,4-glucanase) 

Estérase 

Invertase ( B-fructofurano- 
sidase) l 
P~lygalacturonase (pectinase) 

Trotéase 

TSINGER e t  PETROVSKAYA-BARANOVA (1961) 
KNOX (1971) 

MARTIN (1968) 

KNOX e t  EIESLOP-EIARRISON (1970) 

TSINGER e t  PETROVSKAYA-BABANOVA (1961) 
KNOX e t  EIESLOP-HARRISON ( 1969,1970 ) 

KNOX e t  HESLOP-HARRISON ( 1970) ; 
KNOX (1971) 

STANLEY e t  THOMAS (1967) 



Les pro té ines  sont concentrées au niveau des o r i f i c e s  de germi- 

nat ion ; l o r s q u ' i l  n 'y a pas d'ouverture ind iv idua l i sée ,  l 'émission protéique 

s e  f a i t  à p a r t i r  de t o u t e  l a  surface  du gra in  de pollen.  

Cette l o c a l i s a t i o n  des proté ines  de l l i n t i n e  explique l a  len- 

t e u r  de l e u r  émission : il y a nécess i t é  d'une réhydratat ion t o t a l e  de l l i n t i n e  

avant que he  commence l a  dif fus ion.  

. c g y a c & ~ y i g ~ t i o n  : e l l e  a é t é  r é a l i s é e  en p a r t i c u l i e r  par  TSINGER 

e t  PETROVSKAYA-BARANOVA (1961).  KNOX e t  HESLOP-HARRISON (1969,1970) e t  KNOX (1971a) 

ont  démontré l ' ex i s t ence  d'enzymes hydrolytiques en provenance de l ' i n t i n e ,  chez 

plus  de 60 espèces. 

Les enzymes de l ' i n t i n e  peuvent ê t r e  détectés  à d i f f é r en t s  s tades  

de l a  maturation du g r a in  de pol len e t  en p a r t i c u l i e r  au cours de l a  période qu i  

s u i t  l 'éclatement des t é t r a d e s  méiotiques (KNOX e t  c o l l . ,  1975). 

Le ruban de proté ines  e s t  insé ré  dans l e s  lamelles cel lu los iques  

au f u r  e t  à mesure que l a  paroi  s ' é p a i s s i t  (KNOX e t  HESLOP-HARRISON, 1970). Les 

enzymes sont  donc syn thé t i sés  par  l a  c e l l u l e  haploïde e t  l eu r  o r ig ine  e s t  bien 

gamétophytique . 
La présence d'une proté ine  ayant une a c t i v i t é  antigénique iden t i -  

que à c e l l e  des IgE e s t  également démontrée dans l ' i n t i n e  (HoWLETT e t  c o l l . ,  

1973 ; KNOX, 1971a). L'antigène e s t  présent sous des formes immunologiquement 

s imi l a i r e s  mais possède des points i soé lec t r iques  d i f f é r en t s .  . 

3-compcU~~on d a  c h ~ & U & 5  drradovzn : Les méthodes cytochimiql~es ont mis en 

évidence des di f férences  fonct ionnel les  ca r ac t é r i s t i ques  des proté ines  d ' o r i -  

gine gamétophytique e t  sporophytique stockées dans l ' i n t i n e  e t  dans l ' ex ine .  

Les déshydrogénases e t  l e s  oxydases sont l oca l i s ée s  au niveau de l ' ex ine  ; l e s  

phosphatases acides ou a l ca l i ne s ,  l e s  phosphorylases e t  ribonucléases son t ,  

par  contre,  s i tuées  dans l ' i n t i n e .  

Cependant, un grand nombre dlhydrolases se  retrouvent dans ces deux s i t e s  ; il 

p a r a î t  évident que ces enzymes, dont l e s  a c t i v i t é s  sont semblables, mais l ' o r i -  

gine d i f fé ren te .  , sont des isozymes. 

BRETIJBAKER (1971) a é tud i é  l e s  var ia t ions  des isozymes es téras iques  du po l len ,  
- .  

- i e s  ail thiies,  dea Y t33-e~ e t  Ge; o-v-ule; d'iùrrc nSxr plate ; -,e;%c13r - i r o o n z y m  - - - = 

sont communs aux 4 t i s s u s ,  mais 2 sont spécif iques  du pollen e t  2 au t res  de 

l ' an thère .  BFC3WBAKER suggère donc que l e s  e s t é r a se s  provenan-t; du t a p i s  (exine)  

e t  c e l l e  du pollen ( i n t i n e )  sont d i s t i nc t e s .  

4-~onca%~n d a  pJofLo~&bl(?n i?fr&5&5 : I l  e s t  p laus ib le  qu'une des fonctions des 

proté ines  enzymatiques cons i s te  à dégrader l e s  cons t i tuan ts  de l a  surface 



st igmatique,  a f i n  de permettre l e  passage du tube po l l in ique  ; ces proté ines  

aura ien t  également un r ô l e  dans les processus de n u t r i t i o n  du pollen.  

Les enzymes ne représentent  qu'une f a i b l e  f r a c t i o n  des substances émises ; 

KNOX e t  co l l .  (1972) impliquent l e s  proté ines  enzymatiques dans l a  r éac t i on  de 

reconnaissance mais c e t t e  hypothèse n ' e s t  pas par tagée  par  HESLOP-HARRISON 

( 1975b) 

II - LA SURFACE STIGMATIQUE ET LA FBACTION D'INCOMPATIBILITE 

L'analyse du r ô l e  de l a  surface  st igmatique dans l e s  sys~èmes  

AIS e t  A I G  a é t é  e f fec tuée  en p a r t i c u l i e r  par  KONAR e t  LINSKENS (1966) e t  

DICKINSON e t  LAWSON ( 1975). 

La c l a s s i f i c a t i o n  des st igmates s ' e f f ec tue  en fonction de l a  

na tu r e  des séc ré t ions  qui  recouvrent l e s  pap i l l e s  ; a i n s i ,  on d i s t ingue  l e s  

st igmates séc ré teurs  des st igmates non séc ré teurs  (BURCK, 1901). 

a )  Les st igmates sécré teurs .  

Dans ce cas ,  l e s  pap i l l e s  st igmatiques sont  recouvertes d'une 

séc ré t ion  abondante qui  c a r ac t é r i s e  l e s  p lan tes  A I G  ( ~ o l a n a c é e s ,  L i l i a cée s ,  

Rosacées e t  ~ n a g r a c é e s )  ; l e s  séc ré t ions  st igmatiques sont  continues à metu- 

r i t é  e t  forment un mi l i eu  favorable à l a  capture e t  à l a  germination du pol len .  

L'exsudat stigmatique e s t  de na tu re  l i p id ique ,  en général .  

Chez Petunia (KONAR e t  LINSKENS, 1966) l a  couche l i p id ique  re- 

couvre t ou t e  l a  surface  st igmatique e t  forme une "cut icule  l iquide".  

Dans 1' exsudat, MARTIN ( 1973) a i d e n t i f i é  des acides gras  (nom- 

b r e  d'atomes de carbone compris en t r e  1 1  e t  20 ) ,  des composés phénoliques 

(KONAR e t  LINSKENS, 1966) des oses e t  des ac ides  aminés l i b r e s  ; l e s  muco- 

polysaccharides sont responsables de l a  v i s c o s i t é  de 1' exsudat (LEWIS, i gkga) 

La teneur  en proté ines  e s t  f a i b l e  chez l e s  espèces A I G  (KROH, 1964) a i n s i  chez 

LiZiwn, l e  taux de p ro té ines  n ' e s t  que de 7 % (LABARCA e t  c o l l . ,  1970). 

- - 
Certaines a c t i v i t é s  enzyma~iques onc S G ~  &6tect:ea dans l fe*sü-  - 

d a t ,  par  des méthodes cytochimiques, en p a r t i c u l i e r  des a c t i v i t é s  es téras iques  

(DICKINSON e t  LEWIS, 1975). 



b )  Les st igmates non sécréteurs .  

I l s  soot  ca rac té r i s t iques  des espèces AIS ( c ruc i f è r e s  e t  Compo- 

sées en p a r t i c u l i e r ) .  Les st igmates ne sont pas recouverts  de s éc r é t i on  l i q u i -  

de ;cependant l e s  p a p i l l e s  sont enduits  d'une p e l l i c u l e  protéique hydratée, 

dégradée par  l a  pronase e t  non par  l e s  l i pa se s  (MATTSON e t  c o l l . ,  1974). 

Sous l a  p e l l i c u l e  protéique s e  trouve une cu t icu le  àe  cut ine  ; 

des d i scon t inu i tés ,  en t r e  l a  couche pectocellulosique de l a  paroi  e t  l ' ex té -  

r i e u r ,  permettent l e s  mouvements d'eau (MATTSON e t  c o l l . ,  1974 ; HESLOP- 

HARRISON, 1975a). 

Une a c t i v i t é  es téras ique apparaî t  au s tade  du bouton f l o r a l ,  

augmente avec l e  processus de maturation e t  p e r s i s t e  jusqu'à l ' an thèse .  

Des p ro té ines  sont synthét isées  (HESLOP-HARRISON, 1975a) au n i -  

veau du cytoplasme c o r t i c a l  de l a  p a p i l l e  puis  d i f fusent  à t r avers  l a  couche 

pectocellulosique pour ê t r e  déposées ensui te  à l a  surface externe ; par  son 

or ig ine ,  c e t t e  p e l l i c u l e  protéique e s t  considérée comme une sécré t ion  "sèche". 

Ces p ro té ines ,  par  électrophorèse sur  g e l  de polyacrylamide, 

s e  subdivisent en 3 bandes d i s t i n c t e s  dont 2 possèdent de fo r t e s  a c t i v i t é s  

e ~ t é r a s i ~ u e s .  

III - ASPECTS CYTOLOGIQU2S ET BIOCHIMIQUES DE LA. REACTION D'AUSOINCOMPATIBILITE 

a )  Incompat ibi l i té  sporophytique. 

?-Ra dé;t&cu%on du phéno;type du p a f l w  : 11 e s t  désormais é t a b l i  que l e  t a -  

p i s ,  au moins chez l e s  composées e t  l e s  Crucifères ,  élabore des substances 

e t  l e s  t r ans f è r e  dans l ' e x i n e  ; ces substances ont un r ô l e  dans l a  détermi- 

nat ion du phénotype incompatible du pollen. Les r é s u l t a t s  expérimentaux 

ont démontré : 

- l e  t r a n s f e r t  de substances i s sues  du t a p i s  dans l ' e x i n e  ; 
- l a  présence de proté ines  d ' incompat ibi l i té  dans l a  paro i  du pol len ; 
- l ' o r i g ine  de ces proté ines .  

. t r a n s f e r t  de substances i s sues  du t a ~ i s  dans l ' e x i n e  : l e s  ob- .................................... --------------- 
zerva,$i o n ~  de FE71 r)P--32FRTSr)N ( 1967 : 1968) , de  UESLOP-HARRISON e% ~QU. ( 1973) , 
de DICKïiVSON e t  mWIS (1973) ont montré que l e  "pol lenki t t"  (revêtement coloré 

des grains de pol len contenant des caroténoides) e t  l e s  tryphines (revêtements 

hétérogènes de proté ines  e t  de l i p i d e s )  sont i s s u s  du t a p i s  (au moins chez 

l e s  ~ i l i a c é e s ,  Crucifères ,  Malvacées e t  composées) e t  s'accumulent dans l e s  

cavi tés  sculptées  de l ' ex ine .  



. l e s  ---- p o t é i n e s  --------------- d f i n c o m ~ a t i b i l i t é  ...................... dans l f e x i n e  : l a  présence de 

p ro té ines  dans l a  pa ro i  C e s  gra ins  de po l len  a été s igna lée  dans un grand nom- 

bre  de genres. La pa r t i c ipa t i on  de ces p ro té ines  à l a  réact ion d ' incompatibil i-  

t é  a é té  mise en évidence sur Raphmus (DICKINSON e t  LEWIS, 1973). Dans ce cas 

l a  tryphine qui  entoure l e  gra in  de pol len pa r t i c ipe  à l a  réact ion d'incompa- 

t i b i l i t é  sur  l e  stigmate. Chez IbeKs (XESLOP-H,ISON e t  c o l l . ,  1974), l e s  

proté ines  de l a  paroi  sont  responsables de l a  réac t ion  de r e j e t  i ndu i t e  dans 

l e s  pap i l l es  st igmatiques,  dès l e s  premières heures qui  suivent l a  po l l in i sa -  

t i o n  incompatible . 
. l ' o r i g i n e  ----- ......................... des substances d ' i n c o m ~ a t i b i l i t é  --------- : DICKINSON e t  

LEWIS (1973) a i n s i  que HESLOP-HARRISON e t  c o l l .  (1974) ont démontré que l e s  

e x t r a i t s  de try-phine que l e  t a p i s  accumule autour des gra ins  de po l len ,  peuvent 

indu i re  des symptômes typiques de l a  réac t ion  d ' a r r ê t .  En e f f e t ,  l a  t ryphine,  

e x t r a i t e  du pollen de Raphrmus pénètre dans l e s  couches externes du stigmate e t ,  

lorsque il y a réac t ion  d ' incompat ibi l i té ,  s t imulent l a  production, par  l e s  

pap i l l e s  st igmatiques,  de composés cel lu los iques  typiques (DICKINSON e t  LEWIS, 

1973). Les travaux drHESLOP-HARRISON e t  co l l .  (1974) sur  Iberis ont  de plus 

démontré que l a  réac t ion  de r e j e t  peut ê t r e  i ndu i t e  de deux façons différen- 

t e s  ; l ' ex t r ac t i on  e t  l ' ana ly se  des cons t i tuan ts  des paro i s  ont démontré que 

ces proté ines  ou glycoprotéines induisant  l a  réac t ion  d ' incompat ibi l i té  ont  des 

poids moléculaires compris en t r e  10 000 e t  25 000 daltons.  

2-Lu diaaétrenltn b L t u  de La héaction ci ' incompaLibWé : Les travaux de 

LINSKENS e t  HEINEN (1962) ont  démontré que l e s  tubes pol l in iques  des Crucifères 

peuvent syn thé t i se r  une cut inase  l eu r  permettant de t r ave r se r  l a  b â r r i è r e  s t i g -  

matique ; auss i  considère-t-on c e t t e  cu t icu le  comme l a  ba r r i è r e  d'incompatibi- 

l i t é  de l a  p lupar t  des systèmes sporophytiques homomorphiques (KROH, 1964 ; 

LINSKENS e t  KROH, 1967 ; KROH e t  MUNTING, 1967). 

Un simple contact ( e n t r e  4 e t  10 minutes) du gra in  de pol len avec l e  stigmate 

s u f f i t  à r é a l i s e r  l ' a c t i v a t i o n  de l a  cut inase  e t  LINSKENS (1967) en conclut 

que l a  réact ion induisant  c e t t e  a c t i v i t é  i n t e rv i en t  en t r e  des s t ruc tu r e s  spéci- 

f iques  de l a  paroi  du pol len e t  l e s  pap i l l e s  stigmatiques. 

ROGGELN ( 1972) pense que l a  phase de reconnaissance ~ n t e r v i e n t  , cnez Erassicu, 
au niveau de l a  couche de c i r e  qui recouvre l a  cu t icu le  e t  permet de reconnaî- 

t r e  l e  pollen compatible de ce lu i  qui ne l ' e s t  pas. Seuls ,  l e s  g ra ins  de pol- 

l en  compatibles co l lan t  à l a  c i r e  germent e t  ac t ivent  l a  cutinase. 

ROGGEN dis t ingue 3  é tapes  dans l a  réact ion : 



1) une é tape i n i t i a l e  de reconnaissance qu i  i n t e rv i en t  lorsque 
l e s  gra ins  de po l len  se f i x e n t  su r  l a  c i r e  des pap i l l e s  ; 

2 )  une réac t ion  en t re  l ' ex ine  du pollen e t  l a  cu t i cu l e  stigma- 
t i que  par  l ' in te rmédia i re  des zones dépourvues de c i r e  ; 

3) une ac t i va t i on  de l a  cut inase  e t  l a  pénétra t ion du tube pol- 
l i n ique  dans l a  paro i  des pap i l l es .  

Les travaux de ROGGEN semblent ê t r e  con t rad ic to i res  avec ceux de MATTSON e t  

co l l .  ( 1974) e t  dfHESLOP-HARRISON e t  co l l .  ( 1975) qui démontrent que l a  pel-  

l i c u l e  qui  surmonte l a  cu t icu le  chez S i  Zene vuZgaris, Brassica ozeraceae e t  

Raphrmus s a t i v u s ,  a i n s i  que chez beaucoup d ' au t res  Angiospermes, e s t  essen- 

t i e l l ement  de nature  protéique.  

MATTSON e t  c o l l .  (1974) ont  montré que c e t t e  p e l l i c u l e  hydrophile peut i n i t i e r  

e t  maintenir un mouvement d'eau à t r ave r s  c e t t e  cu t icu le  ; ces auteurs  consi- 

dèrent  l a  l i a i s o n  en t r e  l e s  proté ines  de l ' e x i n e  e t  de l a  p e l l i c u l e  stigmatique 

comme l e  s i t e  primaire de l a  réact ion de reconnaissance. 

I l  e s t  donc probable que l a  réact ion de reconnaissance i n t e rv i en t  à d i f f i r e n t s  

niveaux, car DICKINSON e t  LEWIS ( 1973) ont observé chez Ruphanus qu'une p a r t i e  

du po l len  incompatible pénètre  dans l e s  p a p i l l e s  e t  donc n ' e s t  pas bloquée au 

niveau de l a  cu t icu le  stigmatique. 

Concernant ce dern ie r  po in t ,  DICKINSON e t  LEWIS n'excluent pas l a  p o s s i b i l i t é  

d'une absence de cut inase  pour l e s  tubes incompatibles mais concluent, sur l a  

base des observations de KANNO e t  HINATA (1969) chez Brass ica ,  que l e  mécanisme 

de l a  cutinase ne peut expliquer s eu l  l ' a r r ê t  des tubes pol l in iques  incompati- 

b l e s  chez l e s  Crucifères.  

I l s  proposent pour Raphanus un système d 'autoincompat ibi l i té  en 3 étapes : 

1 )  un a r r ê t  de l a  germination qu i  r é s u l t e r a i t  de l ' i n t e r a c t i o n  
de substances de reconnaissance spécifiques l i bé r ée s  par l e  pollen à l a  surfa-  
ce stigmatique. Environ 60 % des grains  de po l len  incompatibles chez Raphmus 
sont éliminés par  ce mécanisme qui n ' e s t  pas ca r ac t é r i s é  par  une modification 
u l t r a s t r u c t u r a l e  v i s i b l e  dans l e  cytoplasme du grain  de pollen él iminé ; 

2 )  l ' i n capac i t é  à pénétrer  l a  p a p i l l e  stigmatique correspond 
certainement à l 'absence du cutinase,  pour un nombre relativement f a i b l e  de 
tubes pol l in iques  incompatibles bloqués à ce niveau. Suivant DICKINSON e t  
LEWIS (1975) des p a r t i e s  de l a  surface st igmatique sont,  pour des ra isons  phy- 
siques ou chimiques, p lus  accessibles que d ' au t res .  I l  e s t  en e f f e t  possible 

- que l e s  ré2c:;se; d i f f é r e ~ t c û  ~'carr-rées pcx-  der g r e l c r  -inccnp3.+iS2es r h s l d t ~ o t ,  - 
pzstiellemenf d'une hétérogénéité stigmatique ; 

3) l e  blocage t o t a l  de l a  croissance i n t e rv i en t  après  l e  dépôt 
de couches de ca l l o se  dans l e s  pap i l l e s  stigmatiques quelques heures après l a  
po l l i n i s a t i on .  La synthèse de ces composés cal los iques  implique l ' i n t e r a c t i o n  
en t r e  l e  cytoplasme stigmatique e t  l e s  substances produites 'par l e s  tubes in-  
compatibles ; cependant, l e  cytoplasme du tube pol l in ique ne présente  pas de 
modification v i s i b l e  e t  on peut se  demander, avec DICKINSON e t  LEWIS (19751, 



si la croissance des tubes incompatibles qui traversent lz cuticule est bloquée 
par l'inactivation des processus nécessaires à l'élongation ou par l'absence 
de substances nutritives en provenance du stigmate. 

Enfin, HESLOP-HARRISON (1975b), a montré que l'inhibition stigmatique spécifi- 

que du pollen trinucléé et des systèmes sporophytiques est liée aux plantes 

présentant peu ou pas d'exsudat stigmatique. 

i 3-Lu pkoduA;tn étabottéa p a t  Le gène S d a m  ta a ya;tgrnen a p o t ~ o p h y f i q u u  homo- 

rnonphiquen : Compte non tenu du nombre d'étapes impliquées dans la réaction 

d'incompatibilité chez les Crucifères, on peut admettre que : 

1) toute la chaine de réaction aboutissant au rejet est initiée 
par une étape de reconnaissance qui intervient entre des substances d'incompa- 
tiblité identiques, localisées respectivement dans l'exine du pollen et la 
pellicule stigmatique ; 

2) ces substances sont vraisemblablement de nature protéique et 
constituent les produits des allèles S ou le résultat de l'interaction entre 
les produits des différents allèles S. 

De telles conclusions prennent en compte la présence de protéTnes dans les 

parois des pollens et les pellicules stigmatiques, la capacité des protéines 

localisées dans ltexine à provoquer la rgponse incompatible et la diffusion ra- 

pide d'antigènes et d'enzymes issus des grains de pollen humidifiés. 

KING et coll. ( 1964), LEWIS et coll. ( 1967)~ KNOX et coll. (1970)~ KNOX (1973) 
ont montré que les protéines diffusant du pollen présente~t des activités enzy- 

matiques tels que estérase, amylase, ribonucléase, protéese, phosphatase acide 

et d'antigènes qui sont libérés dès les premières secondes ou minutes suivant 

l'hydratation du pollen. 

Ces protiines sont, pour la plupart, issues de l'intine et non de l'exine ; 

HESLOP-HARRISON ( 197 1 ) , KNOX ( 1973) , DICKINSON et UNIS ( 1915 ) considèrent que 

le site effectif de la réaction de reconnaissance, dans les systèmes sporophy- 

tiques, se localise dans la paroi du pollen. 

Le rôle des protéines codées par chaque allèle S a été fourni par NASWLLAH 

et WALLACE ( 1967) et par NASRALLPJI et coll. ( 1969, 1973) : après injection à 

des lapins d'homogénats stigmatiques de Brassica oZeraceae, ces euteurs récu- 

pèrent les- ~~ntlsSr.mis ~ ~ r r e ~ p ~ ~ i ~ ~ t  aux -a-r;ti~3rp~ s?&cifig~?e~ d2a z l?&q~e  aliè-ie - 
S. Considérant que l'antigène est en fait la protéine S, ils ont démontré par 

6lectrophorSse et tests de double diffusion que chaque allèle S produit sa 

protéine spécifique et garde cette propriété au cours des générations succes- 

sives. Ils suggèrent que les protéines spécifiques de chaque allèle S diffèrent 



les unes des autres par substitution d'acides aminés. Il reste à déterminer 

si les protéines extraites correspondent bien au produit d'activité des gènes S. 

A partir de ces données, HESLOP-HARRISON et con. ( 1975) ont pu proposer le 

modèle suivant pour l'autoincompatibilité sporophytique homomorphique (voir 

tableau 12). 

b) Incompatibilité gamétophytique. 

]-La d é ; t m & o n  du phénotype du poQen : L'hypothèse selon laquelle le ta- 

pis détermine le phénotype incompatible des grains de pollen ne s'applique pas 

aux systèmes gamétophytiques chez lesquels les protéines S sont situées dans 

l'intine (KNOX et HESLOP-HARRISON, 1971b ; KNOX, 1973 ; HESLOP-HARRISON et coll., 

1974) et correspondent certainement au produit d'élaboration de l'allèle S 
transmis à la microspore haploïde. 

Sur la base de résultats indiquant que l'irradiation des anthères à un stade 

post-méiotique ne conduit pas à des mutations décelables du gène S chez 

Oenothera organensis et Prunus aviwn, LEWIS ( 1949a) en conclut que le gène S 

synthétise la substance responsable de l'incompatibilité au moment de la té- 

trade. Cette interprétation est discutable car on peut également attribuer 

l'absence de réponse aux radiations au cours des stades postméiotiques au fait 

que les mutations S induites dans les microspores mononucléées après le sta- 

de G1 ne sont pas transmises simdtanément aux noyaux reproducteur et végéta- 

tif des grains de pollen et donc n'apparaissent pas dans le grain de pollen 

(mutation dans le noyau reproducteur) ou sont transmises à la génération sui- 

vante (noyau végétatif) . Des expériences ultérieures viennent confirmer cette 
deuxième hypothèse (LEWIS, 1951). 

2-La tréacLion aukoincornpatible d a  ;ly~;tSrnen gamZ.tophyaquen : 

.inhibition -------eV---- stigmatique ---- -- : les aspects morphologiques de l'inhi- 
bition stigmatique du système AIG sont na1 connus ; KNOX et HESLOP-HARRISON 

(1971b) ont montré chez Phalds tuberosa que les grains de pollen compatibles 

et incompatibles libèrent très rapidenent des protéines localisées dans l'in- 

tine et que les grains incompatibles germent parfois au cours des premières 

quarante minutes qui suivent 1'autopollinisation. Les tubes polliniques ne tra- 

versent cependant pas le stigmate. 

Chez Oenothera organensis, espèce qui présente un blocage loca- 

lisé juste au-dessous du stigmate, DICKINSON et LAWSON (1975) ont réalisé 1'6- 

tude ultrastructurale des 2 types de tubes et n'ont pas observé de différence 

morphologique notable ; ces auteurs suggèrent que l'inhibition de croissance 



TABLEAU 12 : MODÈLE EXPLICATIF DE L'AUTO INCOMPATIBI L I T ~  SPOROPHYTIQUE 
HOMOMORPHIQUE (D' APRÈS HESLOP-HARRISON ET C O L L ~  , 1975) . 

Parent sporophytique diploïde 
des gamétophytes mil es 

Synthèse de protéines de 
"reconnaissance" dans l e  tapis 

Transfert sur 1 'exine au cours 
de la  maturation du pollen 

Parent sporophytique di pl olde 
des gamétophytes femell es 

Synthèse de de "reconnais- 
sance" dans les papilles stigmatiques 

Transfert sur la surface stigmatique 

POLLINISATION 

Interaction des facteurs de reconnaissance 
de 1 'exi ne e t  de 1 a surface s t i  gmatique 

Activation du gamétophyte mâle e t  de 1 a 
papi 1 l e  stigmatique conduisant à : 

ACCEPTAT ION REJET . 

Croissance d u  tube pol 1 inique, 
traversée de la  cuticule au  
travers des papi 11 es 

Réponse inhi bi tr ice dans l e  tube 
pollinique e t  la papille stigma- 
tique comprenant l a  synthèse de 
cal lose 



r é s u i t e  d'une insuff isance trophique dÛe à l a  formation de bouchons de ca l l o se  

qui empêchent l a  migration des réserves  contenues dans l e  g ra in  de pollen 

jusqu'à l a  p a r t i e  apicale  du tube. 

. inh ib i t ion  s t x l i r g  : l e s  tubes po l l in iques  peuvent e f f ec tue r ,  

à l ' i n t é r i e u r  du s t y l e ,  des dis tances  s 'échelonnant e n t r e  quelques microns 

jusqu'à l a  longueur t o t a l e  du s t y l e ,  en fonction des espèces e t  de d i f f é r e n t s  

fac teurs  externes ou in ternes .  

Le niveau de l ' i n h i b i t i o n  peut ê t r e  évalué,  au microscope op- 

t i que ,  avec des colorants spécif iques  (fuschine acide ,  bleu coton)ou des 

fluorochromes comme l e  bleu d ' a n i l i n e  qui présente une fluorescence dans 

l ' u l t r a -v io l e t .  La technique l a  p lus  u t i l i s é e  e s t  l a  méthode de LINSKENS e t  

ESSER ( 1957) e t  MARTIN ( 1958) qui met en évidence l e s  dépôts de ca l lose  dans 

l e s  tubes  pol l in iques .  

Au microscope é lect ronique,  l e s  travaux de VAN DER PLUIJM e t  

LINSKENS (1966) ont  montré que l ' A I  chez Petunia hybmda détermine un épais- 

sissement de l a  paro i  du tube po l l in ique  e t  l a  dégénérescence du cytoplasme. 

De NETTANCOURT e t  c o l l .  (1973) ont démontré sur  Lycopersicwn 

peruvianm que : 

1 )  l e s  "espaces i n t e r c e l l u l a i r e s v v  du t i s s u  conducteur s t y l a i r e  sont homogènes 
e t  t rès  opaques aux élect rons  dans l e  cas des s t y l e s  v ie rges  ; 

2 )  dans l e  cas incompatible, l a  paro i  du tube pol l in ique présente  une s t r u c t u r e  
b i p a r t i t e  avec une couche externe composée de f i b r i l l e s  peu se r rées  e t  une 
couche in te rne  homogène, r i c h e  en ca l lose  e t  moins dense a i t  é lect rons  ; 

3) quelques heures après l a  germination, lorsque l e s  tubes  pol l in iques  ont par- 
couru l e  t i e r s  du s t y l e ,  l 'ergastoplasme présente un aspect  s p i r a l é  de membrâ- 
nes concentriques pa ra l l è l e s  s imi l a i r e s  au REC ( re t iculum endoplasmique con- 
centr ique)  dé f in i  par SHIH e t  RAPPAPORT (1971). Les paro i s  des tubes incompa- 
t i b l e s  s 'amincissent  e t  de nombreuses pa r t i cu l e s  de 0,2 mu de diamètre, souvent 
polyédriques slaccumulent dans l e  cytoplasme du tube ; ces pa r t i cu l e s ,  l imi tées  
extérieurement pa r  une coque, ont  un aspect granuleux e t  sont t r è s  d i f fé ren tes  
des inclus ions  cytoplasmiques des tubes compatibles ; 

4) lorsque l e  cytoplasme de l ' apex  du tube pol l in ique e s t  envahi par ces sar-  
t i c u l e s ,  l a  paro i  in terne du tube,  de nature  cal los ique,  d i spa ra î t  e t  l a  paro i  
externe s ' é p a i s s i t  t r è s  f o r t  donnant à l ' ex t rémi té  du tube un aspect gonflé ; 

5 )  l e  tube incompatible é c l a t e  e t  l i b è r e  des pa r t i cu l e s  dans l e s  espaces i n t e r -  
c e l l u l a i r e s  du t i s s u  conducteur s t y l a i r e  ; celui -c i  e s t  totalement envahi d'une 
substance possédant q e  f l u i d i t é  s u f f i s a n t e  Four permettre l a  dispersion du 
contenu des tubes. Sous U.V., après colorat ion au bleu d l m a l i n e ,  l ' ex t rémi té  
éc la tée  du tube apparaî t  comme une énorme vésicule pratiquement aépourvue ae  
cal lose  . 

Ces r é s u l t a t s  montrent donc que l a  réac t ion  d ' incompat i5i l i té  

n ' e s t  pas i c i ,  une simple i nh ib i t i on  de croissance mais q u ' e l l e  about i t  à l a  

des%ruction t o t a l e  de l 'apex du tube qu i ,  après gonflement de l a  paroi  externe 

e t  d i spa r i t i on  de l a  paroi i n t e r n e ,  é c l a t e  e t  l i b è r e  des pa r t i cu l e s  identiques 



à celles que le tube pollinique compatible libère au cours du processus de 

syngamie : la réaction AI peut .slinterpr-6ter comme une anticipation du phéno- 

mène progranme pour avoir lieu lorsque le tube pollinique a atteint l'ovule. 

La présence de REC dans les tubes incompatibles correspond 

peut être à une inhibition de la synthèse protéique et implique une interrup- 

tion de l'activité métabolique précédant l'éclatement. 

La callose s'accumule excessivement dans le cytoplasme du tube. 

Ce dépôt isole le cytoplasme de l'apex du tube du tissu stigmatique ou stylai- 

re environnant et détermine 1 ' inhibit ion. 

3-b.iach.Lmie de 1 1 A 7 G  : Les résultats d'analyses biochimiques permettent de 

préciser en partie la nature des substances concernées. Des auteurs ont ainsi 

mis en évidence la présence d'antigènes spécifiques des allèles S dans le 

pollen ; ainsi, MAKINEN et LJ3WIS (1962) et LEWIS et coll. (1967) ont dénontré 

qu'à chaque allèle S d'un grain de pollen correspond un antigène bien défini. 

Chez Oenothera orgrmensis, par immunodiffusion, ils observent une réaction de 

précipitation entre l'antisérum issu de l'injection d'un extrait de pollen 

d'allèle S défini et le pollen du même allèle S : les protéines libérées par 

le pollen dans le milieu gélosé et directement liées à la présence de l'al- 

lèle S sont localis6es dans l'intine. Le fait que ces protéines soient respon- 

sables de la réaction de reconnaissance est contreversé : parmi les substan- 

ces libérées par le pollen, différents auteurs ont identifié des catalases 

(LoPRIORE , 1928 ; MAKINEN et BREWBAKER, 1967) , des enzymes oxydants (OSTAPEEJKO , 
1961 ; PODDUBNAYA-ARNOLD1 et coll., 1961),des phosphatases acides, des estéra- 

ses et des leucine minopeptidases (MAKINEN et BREWBAKER, 1967). Ces divers 
enzymes ne peuvent être considérés comme agissant en tant que substances de 

reconnaissance. 

De plus, iL faut faire la distinction entre les espsces pour lesquelles lfintii- 

bition est stigmatique ou juste post-stigmatique (Oenothera, ~rmin6es) et les 

espèces où l'inhibition a lieu dans le style et pour lesquelles les substances 

d1inc;mpatibilité sont synthétisées par le tube pollinique en voie de croissan- 

ce et non préstock6es dans le pollen (SESLOP-HARRISON, 1975a). 

.action du gène S dans le stxle : si l'on admet que le grain ---------- ---------------- -- 
de pollen est porteur de substances spécifiques d'incompatibilité, il faut 

également déterminer la part du pistil dans le processus de reconnaissance 

et dans l'établissement de la réaction d'inhibition ; il est nécessaire de 

savoir si la réaction d'incompatibilité implique l'intervention de gènes dans 

le pistil, et si une telle action génique concerne la production, après 



au topol l in i sa t ion ,  de substances de reconnaissance par  l e  p i s t i l  ou, avant 

autopol l in isa t ion,  dans l a  dé f in i t i on  du phénotype incompatible du p i s t i l .  

PICARD e t  DEMARLY ( 1952) e t  BREWBAKER e t  MAJUMDER ( 1961 ) ont 

v é r i f i é  c e t t e  hypothèse. En p a r t i c u l i e r  pa r  incorporation dans un mi l ieu  de 

cu l tu re  a r t i f i c i e l  d ' e x t r a i t s  de s t y l e s  vierges  de P e t k a  hybmda, ces der- 

n i e r s  auteurs ont  montré que l e s  e x t r a i t s  ont  l a  propr ié té  de reconnaî t re  e t  

d ' inhiber ,  i n  w h r o ,  l a  croissance de tubes pol l in iques  porteurs d'un des 

2 a l l è l e s  S des s t y l e s .  Des r é s u l t a t s  identiques ont  é t é  trouvés chez Lotus 

connicuZatus par  MIR1 e t  BUBAR ( 1966) e t  sur Nicotiana aZata par  TOMKOVA 

(1959) ; a in s i  l a  présence dans l e s  s t y l e s  vierges  d'une substance capable 

d ' i d e n t i f i e r  l e  génotype S des grains de po l len  cu l t i vé s  i n  v i t r o  e t  d ' inhi-  

be r  l e u r  croissance en cas de croisements incompatibles e s t  démontrée. 

Comme l e s  s t y l e s  immatures ne présentent  pas l a  réac t ion  d 'ar -  

r ê t ,  on peut déduire que l ' a c t i o n  du gène S i n t e rv i en t  dans l e  p i s t i l  avant 

1 'ouverture de l a  f l e u r .  PANDEY ( 1967a) a  i s o l é  e t  i d e n t i f i é  chez ??icotiana 

aZata des isoenzymes péroxydasiques spécif iques  des a l l è l e s  S correspondants 

aux paly-peptides synthdt isés  par  l e  c i s t ron  de s t ruc tu r e  du complexe génique S. 

Ces r é s u l t a t s  n ' on t  cependant pas é t é  retrouvés chez d 'autres  espèces. 

D'autres t ravaux ont mis en évidence des di f férences  d ' ac t i -  

v i t é  génique après xéno ou au topol l in i sa t ion  (TUPY, 1961 ; LINSKENS, 1965b) 

'qui s e  ca rac té r i sen t  par  des modifications des teneurs  en proté ines  e t  en aci-  

des aminés l i b r e s  ; de l a  même façon, VAN DER DONK ( 1975) a  é t a b l i  que : 

1 )  l a  synthèse d'Am e t  de proté ines  débute plus  tardivement après l ' i n t e r a c -  
t i on  pollen-style dans l e  cas de po l l i n i s a t i on  compatible ; 

2 )  seuls,un p e t i t  nombre de p i c s  d'AF3 e s t  à l ' o r i g i n e  des di f férences  en t r e  
s t y l e s  auto e t  xénopol l in isés  ; c e t  ARN exprime l ' a c t i v i t é  messager ; 

3) l e  temps qui s 'écoule  e n t r e  l a  t r ansc r ip t i on  e t  l a  réset ion du s t y l e  e s t  
d'environ 3  heures,  o r  l a  reconnaissance du pol len a  l i e u  beaucoup plus t ô t  
dès l e  contact avec l e  s t y l e .  

Sur l a  base de ces r é s u l t a t s ,  VAN DER DONK (1975) a imaginé une 

expérience qui permet de déterminer l ' i n f l uence  des protéines e t  de 1 ' A R N  des 

s t y l e s  vierges p o l l i n i s é s  e t  du pollen s u r  l a  croissance des tubes pol l in iques  

i n  v i t r o  : l e s  r é s u l t a t s  prouvent que 1'ARN e t  l e s  proté ines  des s t y l e s  po l l i -  

n i sés  peuvent inh iber  l a  croissance des tubes pol l in iques  ( l o r s q ~ l ' i l  y  a  iden- 

t i t é  des a l l e l e s j  ou l a  s ~ i m u i e r  ( lorsque i e s  a l i z l e s  S O L ~ ~  i l i l f i i - e ~ t s  Idans l e  - - 

s t y l e  e t  l e  po l len) .  

O r ,  il e s t  c l a i r ,  depuis l e s  r é s u l t a t s  obtenus s u r  Oenothera par  

UWIS e t  co l l .  (1967) e t  par  HESLOP-HARRISON (1975a) su r  l e s  Graminées que l e s  

grains de pollen des espèces A I G  à blocage stigmatique l i bè r en t  des proté ines  

d ' incompat ibi l i té  qui  d i f fusent  immédiatement après l a  po l l i n i s a t i on  su r  l a  



surface stigmatique ; pour l e s  espèces A I G  à blocage s t y l a i r e ,  l a  formation de 

substances d ' incompat ibi l i té  e s t  moins connue bien q u ' i l  s o i t  é t a b l i  que i e s  

tubes pol l in iques  qui  effectuent  l e u r  croissance sur  mil ieu a r t i f i c i e l  synthé- 

t i s e n t  l t A R N  nécessai re  à l ' é longa t ion  du tube po l l in ique  ; l e  r ô l e  de ce t  

ARN dans l16 labora t ion  éventuel le  d'une substance d ' incompat ibi l i té  n ' e s t  pas 

démontré. 

Par  a i l l e u r s ,  il e s t  i n t é r e s san t  de savoir  s ' i l  e x i s t e  une re- 

l a t i o n  en t r e  l e s  enzymes qui  pourraient  i n t e rven i r  pour bloquer l a  croissance 

des tubes incompatibles (mécanisme d 'opposi t ion)  ou dont l 'absence ne permet- 

t rai t  pas l a  croissance du tube (mécanisme de complémentation) ; a i n s i ,  l e s  

enzymes péroxydasiques règ len t  l ' a c t i v i t é  protéique,  pa r t i c ipen t  à l a  dégra- 

dation de l 'MA e t  cata lysent  un grand nombre de réact ions  nécessai res  à l a  

régula t ion de l a  croissance du tube pol l in ique dans l e  s t y l e .  

PANDEY (1967) a mis en évidence, par  électrophorèse sur  g e l  

d'amidon e t  révé la t ion  spécif ique,  des bandes isozymiques correspondant à cha- 

cun des a l l è l e s  S présents  dans l e s  e x t r a i t s  s t y l a i r e s  ; il pos tu le  que ces 

isozymes péroxydasiques déterminent l a  s p é c i f i c i t é  du gène S e t  que l a  base 

de l ' a l l é l i s m e  du locus S rés ide  dans des combinaisons p a r t i c u l i è r e s  d'isoen- 

zymes spécifiques.  Cependant, ces r é s u l t a t s  ne  sont  pas généraux (NASRALLAH 

e t  co l l .  , 1969 ; DESBOROUGH e t  PELOQUIN , 1968 ) . SCHLOÇSER ( 196 1 ) a déterminé 

que l a  cytochrome oxydase, l 'amylase e t  l a  phosphatase acide ont une a c t i v i t é  

plus élevée dans l e s  tubes incompatibles de Petwzia qu'au ni-reau des tubes 

pol l in iques  compatibles. Bien que de t e l s  r é s u l t a t s  ne permettent pas d ' é t a b l i r  

aucune r e l a t i o n  causale en t r e  ces 3 enzymes e t  l a  manifestat ion de l'autoincom- 

p a t i b i l i t é ,  i l s  mettent en évidence que l ' i n h i b i t i o n  de croissance des tubes 

incompatibles r é s u l t e  d'un mécanisme p lus  complexe que l a  seu le  absence d'une 

(ou de) substance(s)  de croissance. 

D'autres enzymes présentent  une augmentation d ' a c t i v i t é  après 

po l l i n i s a t i on  compatible (ROGGEN, 1967). S i  l 'hypothèse de complémentarité 

e s t  correcte ,  l e s  tubes compatibles doivent contenir  des enzymes qui ne sont 

pas présents dans l e s  tubes incompatibles ; LINSKENS e t  co l l .  (1969) ont Ca- 

r a c t é r i s é  4 glycannes-hydrolases dans l e s  e x t r a i t s  s t y l a i r e s  e t  pol l in iques  

(a -~ ; a l ac to s ida se s ,  N-acétyl- f3 glucosaminidases , a -mannosidases e t  f3 -galacto- 

s i ~ a s e e ) .  

L ' a c t i v i t é  spécifique des t r o i s  premiers enzymes a é t é  trouvée 

beaucoup plus importante chez l e s  s t y l e s  xénopoll inisés e t  r e s t e  à un niveau 

t r è s  bas au niveau des s t y l e s  au topol l in i sés  e t  des grains de pollen. 



De t e l s  r é s u l t a t s  impliquent l a  recherche de l ' a ssoc ia t ion  entre 

l e s  réactions de reconnaissance e t  l e  rô l e  joué par  l e s  glycannes-hydrolases 

l o r s  de l a  croissance de l a  p a r t i e  apicale  du tube au t r ave r s  des ce l lu l e s  

du t i s s u  conducteur s ty l a i r e .  
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CHAPITRE II : DETERMINSME DE L'AUTOI~4COP?PATIBILITE 
CHEZ OENOTHERA MISSOURIENSIS ET 

RESULTATS DES TRAVAUX PERSONIYELS 

Oenothra missouriensis S i m s  (Megap t e m m  missouriense Spach) 

(photo 1 )  e s t  une Onagracée in fe rovar i ée  du groupe des scutiformes c a r a c t é r i s é e  

par  des capsules a i l é e s ,  à f l e u r s  de ty -e  4 : 4 sépales  t ache tés  ou non selon 

l a  p l a n t e ,  4 p é t a l e s  jaunes, 8 étamines, 1 p i s t i l  avec ovai re  i n f è r e ,  p lur io-  

w l é ,  à 4 loges,  surmonté du tube  du c a l i c e  qui  enveloppe un s t y l e  de 10 2 12 cm, 

terminé par  4 grands lobes stigmakiques. 

PlzuXo 1 : Oenothera n r i s s o ~ e n s i s  Sims . 



C'es t  une p l a n t e  herbacée,  vivace,  à p o r t  couché, o r i g i n a i r e  

du Missouri ,  du Kansas, du Texas e t  du Mexique, répandue en Europe uniquement 

dans l e s  j a r d i n s ,  à t i t r e  ornemental.  

Oenothera misso&ensis e s t  d ip lo ïde  avec 2n = 14 chromosomes 

formant à l a  méiose 7 b i v a l e n t s  dont l a  d i s j o n c t i o n  e s t  r é g u l i è r e .  Pa r  l e s  

dimensions de se s  f l e u r s  (15-18 cm) e t  l a  longue durée de f l o r a i s o n  (Mai à 

oc tob re ) ,  c ' e s t  un ma té r i e l  f avo rab le  aux opéra t ions  de p o l l i n i s a t i o n  contrô- 

l é e .  

A, DETERMI N ISME GÉNÉTIQUE DE L'AUTOINCOMPATIBI LITÉ 

Les mécanismes génét iques de l a  r é a c t i o n  d ' au to incompa t ib i l i t é  

chez Oenothera missozc iens is  o n t  é t é  é t a b l i s  p a r  LINDER (1952, 1954) qui  a  

observé l e  f a i b l e  nombre de capsules  formée; malgré l 'abondante f l o r a i s o n  d'une 

d iza ine  d 'exemplaires  d 'oenothera mi s sour i ens i s  c u l t i v é s  dans l e  J a r d i n  Sota- 

nique de Strasbourg.  R. LINDER a e n s u i t e  montré que c e t t e  f a i b l e  f e r t i l i t é  ne 

dépendait  n i  de l ' i n a p t i t u d e  physiologique du po l l en  (capable  de germer i n  

7 ~ t ~ o )  , n i  de p a r t i c u l a r i t é s  s t r u c t u r a l e s ,  morphologiques e t  b io logiques  dé- 

favorables .  

Ce t r a v a i l  de Thèse de mon maî t re  R. LINDER n 'ayant  pas  é t é  d i f -  

fusé ,  il nous semble important de r a s p e l e r  i c i  l ' e s s e n t i e l  de s e s  r é s u l t a t s  ; 

l ' expér imenta t ion  e f f ec tuée  sur Ün nombre cons idérable  de p l a n t e s  provenant 

de 15 c lônes  d i f f é r e n t s  a  net tement  mis en évidence l a  s t é r i l i t é  après  auto- 

p o l l i n i s a t i o n  (avec p a r f o i s  une sseudocompat ib i l i t é  f a i b l e  chez l e s  e u j e t s  

t r è s  j elmes ) e% ap rès  c e r t a i n s  croisements .  

Le mécanisme f a c t o r i e l  de l ' a u t o i n c o m p a t i b i l i t é  a  pu ê t r e  élu- 

c idé  p a r  l ' a n a l y s e  des r é s u l t a t s  obtenus après  p o l i i n i s a t l o n s  con t rô l ées  de 

pla;?tes d U ' ~ r l g l n z  c',ii-e-rs, zc  -,xi gz rxe t  -Ie cG,na:e~, dsnu c h q ~ i e  l e t :  fies g r ~ u -  

pes de c o m p a t i b i l i t é  ( in te rcompat ib les  e n t r e  eux m a i s  i n t r a incompa t ib l e s ) .  Les 

ségréga t ions  observées montrent que l ' i n c o m p a t i b i l i t é  e s t  condi t ionnée par  

une s é r i e  d ' a l l è l e s  S ( 6  a l l è l e s  d i f f é r e n t s  dans l a  popula t ion  i n i t i a l e  du 

J a r d i n  Botanique de Strasbourg, dénommés S à S6). 1 



LINDER, p a r  de mul t ip l e s  croisements ,  a  c r éé  un homozygote 

SIS1,  appelé  S I ,  q u i  s e r v i r a  de t r a c e u r  de l ' a l l è l e  S1  chez Oenothera mi~sou- 

riensis  : en e f f e t ,  l ' absence  de nouaison ap rès  croisement p a r  S1 indique que 

l a  p l a n t e  p o l l i n i s é e  con t i en t  l ' a l l è l e  S I .  

1 - LA TETRAPLOIDIE EXPERIMENTALF: 

L ' app l i ca t ion  r é p é t é e  de co lch ic ine  s u r  l e s  p l a n t u l e s  permet 

d ' o b t e n i r  des  ind iv idus  t é t r a p l o ï d e s .  On s a i t  que dans c e r t a i n s  cas  l a  poly- 

p l o ï d i e  l è v e  l ' i n c o m p a t i b i l i t é  de fécondat ion (LEWIS, 1943, 1947, 1949a ; 

ATWOOD e t  BREWBAKER, 1953 ; BREWBAKER, 1954, 1958 ; SAMFSON, 1960 ; ANNERSTEDT 

e t  LUNDQVIST, 1967).  Les r é s u l t a t s  montrent que ce  f a i t  n ' e s t  pas  v é r i f i é  pour  

Oenothera r n i s s o u ~ e n s i s ,  l e s  po lyplo ïdes  r e s t a n t  a u t o s t é r i l e s .  

Avec l e s  t é t r a p l o ï d e s  s e  pose un problème i n t é r e s s a n t  : une 

p l a n t e  S  S t é t r a p l o î d i s é e  devien t  S  S  S  S  e t  donne du po l l en  S IS1 ,  SIS2 e t  1 2  1 1 2 2  
SgS2 qui e s t  bloqué dans l e  s t y l e  S  S  S  S  ; un p o l l e n  S3SL e s t  compatible 1 1 2 2  
mais pour un p o l l e n  SlS3 possédant l ' a l l è l e  S1 commun, LINGER a pu d é f i n i r  l a  

p o s s i b i l i t é  de fécondat ion par l a  méthode d i t e  du t a u x  de compa t ib i l i t é .  

II - LA METHODE DU TAUX DE COMPATIBILITE 

C 'es t  l e  pourcentage de r é s u l t a t s  p o s i t i f s  s u r  l 'ensemble des 

opé ra t ions  de croisement f a i t e s  dans une populat ion.  Le t avx  de c o m p a t i b i l i t j  

Tc e s t  une grandeur i n t é r e s s a n t e  à é t a b l i r  d ' abord  pour l e s  popula t iûns  d i -  

p lo ïdes  où l e s  r e l a t i o n s  sont  connues, ce qui  pourra  j u s t i f i e r  l ' emplo i  u l t é -  

r i e u r  du Tc dans l e s  popula t ions  t é t r a p l o ï d e s .  I l  f a u t  v o i r  s i  l e  Tc expérimen- 

t a l ,  qu i  p o r t e  s u r  l e s  nombres observés,  correspond ail Tc p r é v i s i b l e ,  c a l c u l é  

d 'après  l a  composition des groupes, e t  au Tc optimum, é t a b l i  pour des  groupes 

d ' éga l e  composition. 

Pour une popula t ion  i s s u e  du croisement demi compatible,  pa r  

conséquent ne comprenant que 2 groupes de compa t ib i l i t é  A e t  B ,  l e  Tc p r é v i s i -  

b l e  e s t  donné s a r  l ' e x ~ r e s s i o n  : 

( A  + B ) Z  

S i  A = B, Tc e s t  optimum e t  éga l  à 1/2 ou 50 %. 



Un cro isenent  to ta lement  compatible donne na i s sance  à un l o t  

comportant 4 groupes de c o m p a t i b i l i t é  A ,  B ,  C ,  D. Le Tc p r é v i s i b l e  e s t  : 

S i  A = B = C = D ,  Tc e s t  optimum= 3/4 ou 75 %. 

Les r é s u l t a t s  des opéra t ions  e f f ec tuées  dans 16 popula t ions  

i s s u e s  de croisements demi compatibles  e t  dans 10 popula t ions  i s s u e s  de c ro i -  

sements to ta lement  compatibles ,  montrent que l e  Tc expérimental  e t  l e  Tc 

p r é v i s i b l e  s e  groupent aisément au tou r  du Tc optimum 50 % ou 75 % avec des 

é c a r t s  p lus  ou moins f a i b l e s  s e lon  l e  nombre de p l an te s  de l a  popula t ion  e t  

l e  nombre d 'opéra t ions  e f f e c t u é e s .  L'emploi du Tc s e  j u s t i f i e  donc. 

Dans l e s  popula t ions  t é t r ap loZdes ,  l e s  opéra t ions  d'intercompa- 

t i b i l i t é  é t a b l i s s e n t  l e  Tc expérimental  qui, comparé aux p o s s i b i l i t é s  du Tc 

optimum, permet de d i r e  s i  l a  d i f f é r e n c e  e n t r e  s t y l e  e t  p o l l e n  d o i t  p o r t e r  s u r  

un ou s u r  2 a l l è l e s  pour q u ' i l  y a i t  compa t ib i l i t é .  

Pour é t a b l i r  l e s  p o s s i b i l i t é s  du  Tc optimum, il f a u t  s épa re r  l a  

demi compa t ib i l i t é  de l a  c o m p a t i b i l i t é  t o t a l e  e t  dzns chacun de ces  cas  envi- 

sager  l e s  2  é v e n t u a l i t é s  : 

- d i f f é r e n c e  pour l e s  2  a l l è l e s  ; 
- d i f f é r e n c e  pour ur, s e u l  a l l è l e .  

a )  Demi compa t ib i l i t é .  

Les 2 p l an te s  pa ren te s  ont  un a l l è l e  corn-m. Ex : 

S,S1S2S2 x S S S S 
2 2 3 3  

1-si  l a  d i f f é r e n c e  e n t r e  s t y l e  e t  p o l l e n  d o i t  p o r t e r  s u r  2  a l l è l e s  pour q u ' i l  

y  a i t  c o m p a t i b i l i t é ,  s eu l  fonc t ionne  l e  po l l en  S S dans ce croisement ; dans 
2 3 

l a  populat ion q u i  en e s t  i s s u e ,  l e s  r e l a t i o n s  d ' i n t e r c o m p a t i b i l i t é  e n t r e  p l an te s  

comportent un Tc optimum de 5,5 % ; 

2- s ' i l  s u f f i t  qu'un a l l è l e  s o i t  d i f f é r e n t ,  l e  po l l en  fonc t ionne l  e s t  S , S  e t  
3 3 

S p S g  Dans l a  descendance de ce croisement ,  l e s  r e l a t i o n s  de compa t ib i l i t é  s e  

t r a d u i s e n t  pa r  un Tc optimum de  17,1 %. 
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b )  Compat ib i l i t é  t o t a l e .  

Les 2 p l an te s  p a r e n t e s  d i f f è r e n t  p a r  t o u s  l e u r s  a l l è l e s .  Ex : 

s1s1s2s2 x S s s S 3 3 4 4  
Le p o l l e n  e n t i e r  du pè re  e s t  compatible .  

1 )2  a l l è l e s  d i f f é r e n t s  é t a n t  n é c e s s a i r e s ,  l e s  croisements  e n t r e  p l a n t e s  de l a  

popula t ion  donnent un Tc optimum de  15,7 % ; 

2 )  s 'il s u f f i t  que l a  d i f f é r ence  p o r t e  s u r  un a l l è l e ,  l e  Tc optimum devient  

48,1 %. 

Le Tc expérimental  a é t é  obtenu respect ivement  dans 3 popu- 

l a t i o n s  pour chacun des cas : 

................................ - demi compatible 15,8 %, 20,4 $, 15 % 
- compa t ib i l i t é  t o t a l e . .  ........................ 41,3 %, 37,6 %, 47 %. 

Ces va leurs  s e  groupent nettement au tour  des va l eu r s  du Tc 

optinlum : 17, l  % e t  48,l  % q n i  c a r a c t é r i s e n t  l a  même a l t e r n a t i v e  : d i f f é r e n c e  

p o r t a n t  s u r  un s e u l  a l l è l e .  

Dans Oenothera d s s o w i e n s i s  t é t r a p l o ï d e ,  l e s  r é s u l t a t s  montrent 

q u ' i l  f a u t  e t  q u ' i l  s u f f i t  que l a  d i f f é r e n c e  p o r t e  sur un a l l è l e  S e n t r e  s t y l e  

e t  p o l l e n  pour que ce  de rn i e r  s o i t  compatible. 

Le déterninisrne génét ique de l ' a u t o i n c o m p a t i b i l i t é  pour c e t t e  . 
espèce é t a n t  r appe lé ,  nous rappor tons  l e s  r é s u l t a t s  d 'une Srève étude xor- 

phologique en microscopie 6 l ec t ron ique  avant d 'envisager  l ' a n a l y s e  physiologique 

e t  biochimique du phénomène. 

B I  ETUDE ULTRASTRUCTURALE 

La technique de  microscopie é l ec t ron ique  à balayage permet de 
17 , ~ L J  .a- - ~ l s u d L s n r  l a  gczzinrtLon 3'12 gx-eic d e  ~ z l l e n  clir  ?IF y t l g a t e  coinpat ible-  - - - - 

(planche 1, f i gu res  1 e t  2 )  ; l e  tube  p o l l i n i q u e  e s t  émis à p a r t i r  d'un pore 

germina t i f  ; l e  g r a i n  de p o l l e n  e s t  entouré de f i l amen t s  de v i sc ine .  





La planche 1 f igu res  3 e t  4) présente  une coupe t r a n s v e r s a l e  

d'un tube po l l in ique  en cours de croissance dans un s t y l e  compatible : l e  cy- 

toplasme du tube p o l l i n i q u e  e s t  t r è s  dense ; l a  c a l l o s e  e s t  l o c a l i s é e  sur l e s  

p a r o i s ,  dans l e  cas  incompatible,  l a  c a l l o s e  s e  dépose essent ie l lement  à 

l ' e x t r é m i t é  du tube  po l l in ique .  

PLANCHE 1 : Oenothera nrissowyiensis : Morphologie du pol len  e t  u l t r a s t r u c t u r e  
du s t y l e  après  p o l l i n i s a t i o n .  

Abréviations : Amy : amyloplaste ; Ap : aperture ; C : p a r t i e  ca l los ique  de 
l a  p a r o i  du tube p o l l i n i q u e  ; Cy. : l i s é r é  cytoplasmique d'une c e l l u l e  con- 
d u c t r i c e  ; Pc : p a r o i  ce l lu los ique  de l a  c e l l u l e  conductr ice ; Pm : p a r t i e  
m i c r o f i b r i l l a i r e  de l a  p a r o i  du tube po l l in ique  ; Tc : t i s s u  conducteur ; 
Tp : tube po l l in ique  ; V : vacuole ; V i  : f i lament  de v i s c i n e  ; Vp : vés icu le  
po l l in ique .  

Fig.  1 - 2 : PolLen d'oenothera ni:ssom:ensis de p l a n t e  de génotype S IS1  s u r  

s t igmate de p lan te  de génotype S2S4 ( p o l l i n i s a t i o n  compatible) en ulicroscopie 

é lec t ronique  à balayage (après  f i x a t i o n  au glutaraldéhyde à 4 %, à l ' a z o t e  

l i q u i d e  e t  l y o p h i l i s a t i o n ) .  Fig. 1 : Morphologie du po l l en  (x 1 900). Le g ra in  

su'ohémisphérique p o r t e  a u  plan équa to r i a l  t r o i s  ape r tu res  ( ~ p )  en forme de dôme 

dont l a  voûte e s t  occupée pa r  l e  pore germinat if .  De l a  sur face  du sporodeme 

p a r t e n t  des f i laments  de v i s c i n e  ( ~ i ) .  - Fig .  2 : Tube pol l in ique  s o r t m t  du 

pore  germinatif (x 1 800)  : l e  tube  po l l in ique  s ' i n s è r e  e n t r e  l e s  p a p i l l e s  s t i g -  

matiques ( à  l ' é t a t  plasmolysé s u r  l a  p répa ra t ion ) .  

Fig. 3 - 4 : Coupe t r a n s v e r s a l e  d a i s  l e  s t y l e  après  p o l l i n i s a t i o n  compatible : 

s t y l e  S IS1 ,  tube po l l in ique  S2 ou S4 (provenant de p l a n t e  S S . F i r .  3 : Tube 
2 4 

p o l l i n i q u e  dans l e  t i s s u  conducteur ( x  4 200).  Le tube po l l in ique  ( ~ p )  e s t  

p lacé  daLas l a  pa ro i  c e l l u l o s i q ~ ~ e  ( P C )  de c e l l u l e s  mitoyennes du t i s s u  conduc- 

t e u r  ( T C ) .  La p a r o i  du tube e s t  ccmposie de 2 couches : l a  couche externe  m i -  

c r o f i b r i l l a i r e  ( ~ m )  e t  l a  couche i n t e r n e ,  t r è s  t r anspa ren te ,  c s l l o s i q u e  ( c ) .  

Fig. 4 : D é t a i l  du tube ~ o l l i n i q u e  de l a  f i g u r e  précédente ( x  21 300). L e  tube 

po l l in ique  s ' i n s è r e  dans l a  pa ro i  ce l lu los ique  ( P C )  des c e l l u l e s  conductr ices - 
dont on v o i t  l a  vacuole (v), bordée d'un l i s é r é  cytoplasmique ( c y ) .  Le proto- 

plasme du tube e s t  chargé de vés icules  po l l in iques  (vp) d 'o r ig ine  golgienne, 

de t a i l l e  t r è s  v a r i é e ,  e t  d 'amyloplastes (Amy) .  La pa ro i  du tube e s t  composée 

de deux couches l ' u n e  m i c r o f i b r i l l a i r e  (Pm) e% l ' a u t r e  ca l los ique  (L )  t r ave r -  

sée  d'éléments provenant du plasmalemme. La p a r o i  ce l lu los ique  de l a  c e l l d e  

conductr ice d r o i t e  e s t  t r a v e r s é e  par  une couche m i c r o f i b r i l l a i r e  ( ~ m )  qui 

p o u r r a i t  correspondre à l a  pa ro i  dl-m tube po l l in ique  adjacent  en coupe tan-  

g e n t i e l l e .  



C PHÉNOMÈNES PHYS 1 O L O G I  QUES ACCOMPAGNANT L A  RÉACTI ON 
D E  R E J E T  : M O D I F I C A T I O N  D U  METABOLISME ÉNERGÉTIQUE 

La r é a c t i o n  d ' i ncompa t ib i l i t é  e s t  un processus a c t i f ,  impliquant 

à l a  f o i s  l a  p a r t i c i p a t i o n  du p o l l e n  e t  du s t y l e  ; nous avons ana lysé  l e s  va- 

r i a t i o n s  du métabolisme énergé t ique  des  s t y l e s  non p o l l i n i s é s  ou ayant subi  l a  

p o l l i n i s a t i o n  compatible ou incompatible  pa r  l ' en reg i s t r emen t  des échanges 

gazeux r e s p i r a t o i r e s .  Des mesures de ce type  ont  d é j à  é t é  e f f e c t u é e s  sur d'au- 

t r e s  m a t é r i e l s  ( H S I ~ G ,  1951 ; LINSKENS, 1953, 1955, 1965b ; TUPY, 1962 ; 

STANLEY, 1 9 6 4 ) ~  permettant  une appréhension g loba le  de l a  s i t u a t i o n  métabolique 

du p i s t i l .  

Les p l a n t e s  u t i l i s é e s  sont  c e l l e s  qu i  ont  s e r v i  à l a  détermina- 

t i o n  du mécanisme de t ransmiss ion  h é r é d i t a i r e  de l ' i n c o m p a t i b i l i t é  chez Oeno- 

thera ~ s s o ~ e n s i s  Sims (LINDER, 195L) . 
E l l e s  s e  composent de  deux génotypes répandus dans l e s  ja r -  

d i n s  européens : 

- l e  génotype 'S 1S2 - p l a n t e  Sb ; 

- l e  génotype S2S4 - p l a n t e  Bg 

e t  du  phénotype homozygote obtenu expérimentalement (LIKDER, 1954) : S I S , .  Ces 

génotypes proviennent du J a r d i n  Botanique où i l s  s o c t  c u l t i v é s  en p l e i n e  t e r r e .  

En J u i n - J u i l l e t  , époque de l a  p l e i n e  f l o r a i s o n ,  l e s  boztons 

f l o r a u x  sont  r é c o l t é s ,  l e  s o i r ,  avanU l e u r  épanouissement ; ap rès  d i s s e c t i o n ,  on 

i s o l e  l e s  m t h è r e s  e t  l e s  s t y l e s  v ie rges  (photo 2). 

Phortu 2 .  



L'obtention des styles autopollinisés et xénopollinisés est 

réalisée de la façon suivante : la corolle des fleurs non pollinisées est dé- 

licatement ouverte et les anthères prélevées. La pollinisation s'effectue 

ensuite par dépôt d'un peu de pollen mature à la surface du stigmate (photo 3). 

Les fleurs sont pollinisées 

- soit en combinaison incompatible : 
.pistils SIS1, SIS2, S S avec le pollen issu des mêmes clônes 2 4 

- soit en combinaison compatible : 
.pistiis S S x pollen S2Sh (SI x B ~ )  1 1  
.pistils S S x pollen SISl ( ~ g  x Si) 2 4 

- soit en combinaison demi compatible : 

.pistils S 1S2 x pollen S2S4 (E% x Bg) . 

L'analyse de la consqmmation d'oxygène est obtenue par la métho- 

de manométrique de 5dARBURG (fiche technique no 1 )  : kmédiatement après la pol- 

linisation, chaque style est séparé de l'ovaire et introduit dans une fiole ae 

Warburg ; celle-ci est placée dans un bain-marie thermostaté (25 2 O , l ° C )  et 

reliée à un manomètre. La première mesure est effectuée 62s que l'équilibre des 

températures est réalisé et les autres mesures se succèdent toutes les 30 minu- 

tes. Dans une première série de mesures, les styles ont été placés dans 2 ml 

d'une solution de Ringer mais les résultats étant identiques à ceux obtenus en 

l'absence de solution nutritive, toutes les autres expériences ont été faites 
I l  a sec". 
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Pour chaque génotype et chaque type de pollinisation, l'opé- 

ration est répétée 8 fois ; les résultats rapportent les courbes moyennes ob- 

tenues ; elles correspondent à la consommation d'oxygène exprimée en microli- 

tres, à O'C et 760 mm de mercure par gramme de poids frais en fonction du 

temps. 

11 - RESULTATS (BRIS et LORCH, 1970) 

Le tableau 13 et les diagrammes 14, 15 et 16 rapportant la 

consommation d'oxygène des styles en fonction de la pollinisation, permettent 

de déduire les conclusions suivantes : 

- pour tous les génotypes étudiés, SIS1, SIS2, S2S4, les styles présentent une 
consommation d'oxygène dépendant de la pollinisation ; l'absorption d'oxygène 

des styles vierges est toujours inférieure à celle des styles pollinisés : elle 

s'exprime, en fonction du temps, sous la forme d'une droite dont la pente est 

légèrement différente selon les clônes : respectivement 0,52 pour SI, 0,42 

pour Bg et 0,50 pour Bb. Cette droite exprime une consommation d'oxygène ré- 

gulière ; 

- la pollinisation compatible induit dans les 2 cas (S  x Bg et Bg x S I )  une 1 
augmentation des échanges respiratoires qui se manifeste dès les premières 

mesures. La courbe de consommation d'oxygène s'exprime également sous la forme 

d'une droite dont la pente est plus élevée que dans le cas des styles vierges : 

O,58 pour S1 x Bg et 0,68 Four Bg x Si ; les valeurs mesurées de consommation 

sont donc toujours supÊrieures à celles de styles non pollinisés ; 

- la pollinisation incompatible se traduit au niveau des styles par une dimi- 
nution encore plus rapide de la pression partielle d'oxygène. Cette consomiia- 

tion d'oxygène s'atténue légèrement après 5 heures de pollinisation pour les 

plantes SI et Bb, tandis que dans le cas de la plante Bg, la courbe s'infléchit 

régulièrement indiquant une utilisation intense d'oxygène dès la pollinisation 

qui diminue régulièrement, tout en restant supérieure aux valeurs mesurées dans 

le cas de la pollinisation compatible ; 

- - pour la g o i l i r l i s à t i u n  àenii conpatiLle (2  x s ~ ) ,  les ~~~es ,m-es  . L ~ ~ l ~ i n t  GZS 16- - - 

sultats intermédiaires entre ceux présentés par les styles vierges et pollini- 

sés de façon incompatible. Il faut noter que la droite présente une diminution 

de pente après 5 heures de pollinisation de manière similaire à l'infléchisse- 

ment observé dans le cas incompatible. 
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III - CONCLUSIONS 

� al gré l ' imprécis ion  de l a  méthode u t i l i s é e ,  l a  comparaison, 

tou tes  choses éga les  par a i l l e u r s ,  des r é s u l t a t s  en reg i s t r é s  dans l e s  varia-  

t i o n s  de l a  consommation d'oxygène en fonction du type  de p o l l i n i s a t i o n ,  ap- 

por te  une information in té ressan te .  

En e f f e t ,  il fau t  noter  que l a  technique employée e'st une 

méthode globale qu i  : 

1 )  ne permet pas de d i s t inguer  l e s  échanges gazeux des t i s s u s  s t y l a i r e s  impli- 
qués dans l a  r é a c t i o n  d ' incompat ib i l i té  de ceux des au t res  t i s s u s  ; 

2) ne t i e n t  pas compte des d i f f i c u l t é s  de d i f fus ion  des gaz dans l e s  t i s s u s  e t  
par  conséquent de s a  v i t e s s e  de d i f fus ion  ; 

3) l a  p o l l i n i s a t i o n  e s t  r é a l i s é e  i n  v i t r o ,  s u r  des s t y l e s  amputés des ovaires 
sous-jacents,  dans des condit ions a r t i f i c i e l l e s .  

Cependant, l e s  r é s u l t a t s  obtenus sont  en accord avec ceux pré- 

sentés  par  HSIANG (1951) qu i  a démontré que l a  p o l l i n i s a t i o n  é t a i t  s u i v i e  d'une 

brusque augmentation de l ' a c t i v i t é  r e s p i r a t o i r e  chez Cyrnbidiwn Zdiianwn e t  

su r tou t  avec ceux de LINSKENS (1955) qui  a m i s  en évidence sur Petzozia hybrida, 

une augmentation p l u s  importante de l a  consommation d'oxygène (de l ' o r d r e  de 

20 % )  pour l e s  s t y l e s  au topo l l in i sés ,  par  rapport  aux s t y l e s  xénopoll inisés ; 

o r ,  Petunia  hybmda possède l e  même type d ' incompat ib i l i té  gamétophyt ique 

qu'oenothera missouriensis.  

D 'aut re  p a r t ,  LIWSKENS e t  SCHRAUWEN (1966) ont pu déceler  l a  

formation d'un gradient  de press ion  p a r t i e l l e  d'oxygène dans l e  s t y l e  v ierge  

de Petunia  hybrida a r r ivé  à matur i té  : dans l a  p a r t i e  supérieure du s t y l e ,  l a  

p02 e s t  relat ivement élevée mais e l l e  diminue brutalement au niveau de l ' o v a i r e  ; 

après p o l l i n i s a t i o n ,  l e  pas sage de 1 ' extrémité des tubes pol l in iques  s  ' accon- 

pagne d'une diminution de l a  pression d'oxygène qui  se  déplace l e  long du s ty-  

l e  en suivant l a  croissance des tubes. Finalement, il semble que l a  ba i s se  

de l a  pression p a r t i e l l e  d'oxygène au niveau de l ' o v a i r e  cons t i tue  l ' u n  des 

f ac teur s  principaux de l 'éclatement du tube  po l l in ique  e t  de l a  l i b é r a t i o n  des 

g m è t e s  . 

Les r é s u l t a t s  expérimentaux permettent donc de pos tu le r  que l e  

mécanisme de l a  r éac t ion  d ' incompat ib i l i té  chez Oenothera mEssouriensis e s t  

un processus a c t i f  qu i ,  en réo r i en tan t  l e  métabolisme,impliquera une dépense 

d 'énergie  importante. 
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Cette exigence est un fait capital : si la croissance rapide 

du tube pollinique à travers le tissu conducteur du style nécessite un apport 

énergétique nécessaire à la biosynthèse de la paroi et du cytoplasme du tube, 

la réaction de blocage du tube incompatible exigera une consommation d'oxygène 

encore plus élevée ; l'énergie libérée permettra de réaliser un ensemble de 

biosynthèses cytoplasmiques différentes en particulier glucidiques,se traduisant 

par exemple par l'élaboration d'un bouchon de callose. 

D'autres changements biochimiques liés à l'autoincompatibilité 

ont été envisagés chez Oenothera missour/iensis, le bilan des acides aminés li- 

bres des styles après pollinisations a constitué une première étape . 

Cette étude, dont les principaux aspects sont rapportés ci- 

dessous,a été réalisée dans le cadre du groupe de travail sur l'incompatibilité 

de Lille dans lequel je me suis intégré. 

D, BIOCHIMIE DE LA REACTION INCOMPATIBLE 

f - B I W  DES ACIDES &MINES 

La teneur en acides aminés du pollen et du style après polli- 

nisation, envisagée sous ses aspects qualitatifs et quantitatifs, peut être 

une sowce 6'information utile dans l'analyse du phénomène d'incompatibilité. 

Nous rapportons ci-après les études qui ont permis de préciser 

les teneurs en acides aminés des styles vierges et des pollens de différents 

génotypes d'incompatibilité ainsi que leur modification au cours du développe- 

ment normal du tube pollinique (COUSSAUT et LINDER, 1966 ; LINDER et LI?JSKEX&, 

1972). Ainsi, les caractéristiques de la phase d'inhibition sont-elles affinées. 

a) Mstjricl et & t S r & ~ z .  

Les pollinisations sont réalisées comme précédemment (page 49). 
Après des temps de pollinisation variant de O à 48 heures, les styles sont 

prélevés et congelés à -20'~. L'extraction des acides aminés s'effectue sur 

du matériel lyophilisé : 100 mg de styles ou de pollen sont traités à l'éthanol 

80' ; les pigments, solubles dans l'alcool, sont ensuite éliminés par lavage au 
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chloroforme ; l ' e x t r a i t  e s t  ensu i t e  passé su r  colonne échangeuse d ' ions  Tech- 

nicon avec é l u t i o n  s é l e c t i v e  des ac ides  aminés pa r  un tampon de f o r c e  ionique 

c ro i s san te  ( f i c h e  technique no 2 ) .  

b )  Résul ta ts  expérimentaux. 

Le t ab leau  17 reprend l e s  r é s u l t a t s  concernant l e s  clônes étu- 

d i é s  (S  , Bb , Bg) : 

- 19 ac ides  aminés sont  i d e n t i f i é s  : acide a spa r t ique ,  thréonine ,  s é r i n e ,  
acide glutamique, p ro l ine ,  g lycocol le ,  a lanine ,  ac ide  a-aminobutyrique, 
v a l i n e ,  i so leuc ine ,  leuc ine ,  t y r o s i n e ,  phénylalanine,  éthanolamine, ac ide  
y aminobutyrique, o rn i th ine ,  l y s i n e ,  h i s t i d i n e ,  a rg in ine .  

Ces 19 acides aminés sont  omniprésents dans tous l e s  génotypes 

é tud iés  : il n ' y  a  donc pas de v a r i a t i o n ,  a u t r e  que q u a n t i t a t i v e ,  e n t r e  l e s  

clônes envisagés. 

La teneur  g lobale  en ac ides  aminés e s t  beaucoup p lus  élevée 

dans l e  p o l l e n  que dans l e  s t y l e  : l e  rapport  t eneur  du pol len/ teneur  du s t y l e  

v ierge  v a r i e  e n t r e  3,6 e t  6 ,3  pour l e s  d i f f é r e n t s  génotypes. Pour c e r t a i n s  

acides aminés t rouvés préférent ie l lement  dans l e  po l l en ,  l a  d i f f é rence  peut 
A 

e t r e  encore p lus  marquée : l a  p r o l i n e  s u r t o u t  présente  une concentrat ion 200 

f o i s  p lus  é levée  dans l e  po l l en  que dans l e  s t y l e  ; l ' h i s t i d i n e  e t  l ' a r g i n i n e ,  

à l ' é t a t  de t r a c e s  dans l e  s t y l e  sont  b i en  représentées  dans l e  po l l en  ( j u s q u f à  

83 f o i s  p l u s ) .  Le taux d ' a l an ine ,  élevé dans l e  s t y l e ,  peut l ' ê t r e  5 f o i s  p lus  

dans l e  po l l en .  

Des d i f f é rences  q u a n t i t a t i v e s  appara issent  dans des populations 

de même génotype d ' incompa t ib i l i t é  provenant de clônes d i f f é r e n t s  : l e s  a l l è l e s  

S n ' i n t e rv iennen t  donc pas de façon s i g n i f i c a t i v e  dans l a  teneur  e t  dans l a  

r é p a r t i t i o n  des acides aminés l i b r e s .  

Par cont re ,  l a  p o l l i n i s a t i o n ,  e t  en p a r t i c u l i e r  l e  type  de 

p o l l i n i s a t i o n  compatible ou incompatible,  a  une inf luence  remarquable s u r  l a  

teneur  g lobale  en ac ides  aminés l i b r e s  du s t y l e  : l e s  s t y l e s  en s i t u a t i o n  corn- 

p a t i S l e  o n t  une teneur  généralement i n f é r i e u r e  à c e l l e  des s t y l e s  incompatibles : 

3 000 nanomoles/g dans ce de rn ie r  cas contre 1 200 à 2 600 nanomoles/g pour l e s  

s t y l e s  xénopol l in isés  ; l e s  s t y l e s  v ierges  s e  s i t u a n t  à une moyenne de 900 à 

1 300 nanomoles/g ont  une teneur  en ac ides  aminés l i b r e s  encore p lus  f a i b l e .  

Les d i f férences  e n t r e  auto e t  xénopol l in isa t ion  sont  su r tou t  

accusées pour c e r t a i n s  aminoacides comme l ' a c i d e  glutanique,  l a  va l ine ,  l ' a l a -  

nine e t  l 'ensemble éthanolamine/acide y aminobutyrique. 





c )  Analyse des r é s u l t a t s .  

Ce r t a ins  acides aminés sont  re la t ivement  t r è s  abondants : 

- l a  f o r t e  t e n e u r  en p r o l i n e  du p o l l e n  d 'oenothera n ' e s t  pas  spéc i f ique  : ce 
f a i t  e s t  également r e l e v é  dans l e  p o l l e n  d ' a u t r e s  espèces (TUPY, 1961 ; 
LINSKENS e t  TUPY, 1966) ; 

- l a  t eneu r  e n  s é r i n e  e t / o u  éthanolamine q u i  d é r i v e  de l a  s é r i n e  p a r  décarboxy- 
l a t i o n  e s t  r e l a t i vemen t  élevée.  Remarquons que ces deux composants sont ,  avec 
1 'acide g l u t h q u e ,  l a  thréonine  e t  1 ' d a n i n e ,  l e s  éléments majeurs des amino- 
acides l i b r e s  du s t y l e .  

La p o l l i n i s a t i o n  indu i san t  des  modi f ica t ions  importantes  dans 

l a  teneur  e t  l a  r é p a r t i t i o n  des ac ides  aminés, une é tude  s u r  l ' é v o l u t i o n  de l a  

r é p a r t i t i o n  des  ac ides  aminés en fonc t ion  de temps de p o l l i n i s a t i o n s  d é f i n i s  

s ' e s t  avérée néces sa i r e .  

II - EVOLUTIOR' DES ACIDES AMINES AU COURS DE LA. POLLINISa4TION 

L'expérimentation (LINDER e t  LINSKENS , 1972) a  é t é  r é a l i s é e ,  

dans l e s  mêmes condi t ions  que précédemment,sur deux génotypes S S e t  S2Sq 1 1  
(p l an te s  S I  e t  ~ g )  ; l e s  b i l a n s  compara t i f s  s o n t  e f f e c t u é s  s u r  l e s  s t y l e s  

v ie rges  (slsl v ie rge ) ,  a u t o p o l l i n i s é s  ( S , S ~  x SIS1)  e t  xénopo l l i n i sé s  (slsl x 

S S ) ap rès  des  temps de  0 ,  12, 18, 24, 33 e t  48 heures  de p o l l i n i s a t i o n  ; l e s  2  4 
ac ides  aminés des s t y l e s  v ie rges  s o n t  i d e n t i f i é s  e t  dosés s o i t  dès  l e  p ré l è -  

veinent de l a  f l e u r  ( O  h) s o i t  23, 33 e t  48 heures  ap rè s  l a  c u e i l l e t t e  des 

f l e u r s  qu i  s o n t  c a s t r é e s  e t  conservées,  in vitro, dans l e s  mêmes condi t ions  que 

l e s  f l e u r s  p o l l i n i s é e s .  

Les a c i d e s  aminés s o n t  ana lysés  dans l e s  mêmes condi t ions  

que précédemment. 

a )  R é s u l t a t s  expérimentaux. 

I l s  s o n t  consignés dans l e s  3 v o l e t s  des  diagrammes de l a  f i -  

gure 18 e t  montrent respect ivement  l ' é v o l u t i o n  des ac ides  aminés des  s t y l e s  

v i e rges ,  a u t o p o l l i n i s é s  e t  xénopo l l i n i sé s  à d i f f é r e n t s  i n t e r v a l l e s  de temps. 

La comparaison e n t r e  l e s  t eneu r s  des d i f f é r e n t e s  s i t u a t i o n s  

s t y l a i r e s  n ' e s t  s i g n i f i c a t i v e  qu ' à  l a  condi t ion  de t e n i r  compte de l ' a p p o r t  

des  acides &nés du p o l l e n ,  d 'une p a r t ,  e t  de l a  c ro issance  des t ubes  p o l l i -  

n iques ,  en xénopo l l i n i sa t ion ,  d ' a u t r e  p a r t  ; dans ce d e r n i e r  ca s ,  l a  t r a v e r s é e  

du s t y l e  s ' e f f e c t u e  dans 1 ' i n t e r v a l l e  24-36 heures .  



Les diagrammes obtenus présentent les caractéristiques suivan- 

tes : 

- 19 acides aminés sont identifiés ; 
- parmi ces aminoacides, 10 sont présents à un taux très bas : ce sont le 

glycocolle, l'acide a aminobutyrique, l'isoleucine, la leucine, la tyrosine, 

la phénylalanine, l'ornithine, la lysine, l'histidine et l'arginine. Leur te- 

neur dans le style varie très peu au cours du temps ; ces acides aminés mineurs 

semblent donc métaboliquement inactifs aussi bien dans le style vierge qu'au 

cours de la croissance ou du blocage du tube pollinique ; 

- les 9 autres acides aminés présentent des variations importantes et semblent 
donc intervenir au cours de la période d'active croissance des tubes pollini- 

ques dans le style : ce sont la thréonine, la sérine, la proline, l'alanine, 

la valine, l'acide glutamique, l'éthanolamine, l'acide y aminobutyrique et 

l'acide aspartique ; les différences concernent surtout l'acide glutamique et 

la proline ; 

- des variations brusques apparaissent dans l'évolution des acides aminés 
11 metaboliquement H actifs1' après des temps donnés : dans les styles pollinisés, 

le stade 12 heures constitue un point remarquable commun aux deux types compa- 

tible et incompatible ; le rassemblement des pics au temps 42 heures est nota- 

ble pour le style autopollinisé ; 

- plus précisément, on enregistre les variations individuelles suivantes : 
.dans le style vierge une progression continue du taux d'a- 

cide glutamique de O à 48 heures et une augmentation faible pour l'acide aspar- 

tique, la sérine, la proline, l'alanine, la valine et l'acide yaminobutyrique 

entre O et 24 heures ; une augmentation accusée de la thréonine, de l'éthanol- 

amine entre 33 et 48 heures, moins prononcée pour l'acide aspartique, la sérine 

et l'acide y aminobutyrique ; 

.dans le style autopollinisé une augaentation de la thréonine, 

la sérine et l'alanine entre O et 18 heures suivie d'-me légère diminution 

jusque 33 heures et un pic à 42 heures. Après ce temps,thréonine ek sérine 

forment un palier alors que la teneur en alanine chute fortement. La valine 

a un comportement similaire à celui de l'alanine, mais beai~coup moins accusé. 

L'acide rs?artiqlie prés~nte des variations de moindre amplitude mais suit une 

évolution du même type. 

L'acide y aminobutyrique et l'éthanolamine suivent un schéma sensiblement ana- 

logue : diminution de O à 12 heures puis augpentation entre 12 et 24 heures, 

suivie d'une nouvelle chute jusque 33 heures et remontée à 42 heures. 
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L'acide glutamique voit son taux s'atténuer progressivement après 12 heures 

puis se relever jusqu'à un pic élevé à 42 heures. 

La proline chute brutalement dans les 12 premières heures jusque 33 heures 

après une stabilisation à 18 heures, puis le taux remonte jusque 48 heures. 

Le fait marquant dans le style autopollinisé est la fomaticn 

d'un pic à 42 heures pour les acides aminés actifs : acide aspartique, acide 

glutamique, thréonine, sérine, alanine, valine, acide y aminobutyrique. 

Ce pic est l'expression d'une phase critique du métabolisme 

avec accumulation puis migration ou utilisation des acides aminés. C'est 

vraisemblablement la conséquence du blocage définitif des tubes polliniques 

incompatibles. 

Dans le style xénopollinisé, thréonine, alanine, valine montent 

pour atteindre un sommet à 24 heures puis redescendent vers un minimum 2 

40 heures. L'acide aspartique varie peu et accuse faiblement le minimum à 

40 heures. Le couple éthanolamine - acide y aminobutyrique ainsi que l'acide 
glutamique varient avec 2 minima à 12 heures et 36-40 heures et un maximum de 

24 heures ; par contre, la proline diminue du début jusqu'à 36 heures puis re- 

monte pour former un pic à 40 heures, 15 où la plupart des actres acides aminés 

montrent un minimum. 

P) Analyse des résultats et conclusion. 

En résumé, le style vierge montre un nombre limité d'acides 

aminés libres en activité et la pollinisation n'en introduit pas de nouveaux ; 

après autopollinisation, ce sont encore les mêmes acides aminés qui sont en 

activité dans le métabolisme du style. 

De plus, d'après ces résultats, on peut dire que le métabolis- 

me propre du style vierge se manifeste très faiblement pendant les prem" leres 

24 heures et n'interfère donc pas avec la physiologie de croissance du tube 

pollinique. 
* 

Après pollinisation, il se présente une phase initiale cornnune 

aux 2 situations, compatible ou incompatible, pendant les 12 premières heures, 

pollinisation. 

Au stade 24 heures, où s'achève la traversée du style par les 

tubes compatibles, correspond un point critique exprimé par un pic sur le 

graphique. En autopollinisation, la variation à ce même stade est amcrtie, mais 



l e  t a u x  d'augmentation reprend après 33 heures e t  l e  p i c  s e  s i t u e  à 42 heures.  

Les v a r i a t i o n s  l e s  p lus  importantes s 'observent  pour l ' a c i d e  glutamique ; c e s  

v a r i a t i o n s  sont  considérées comme l i é e s  au métabolisme énergét ique.  

La p ro l ine ,  apportée massivement par  l e  pol len  e s t  u t i l i s é e  

de manière continue e t  r é g u l i è r e  pendant l a  c ro issance  des  tubes incompatibles ,  

e l l e  ne  s'accumule qu 'après l e  passage des tubes  dans l ' o v a i r e  ; dans l e  s ty -  

l e  a u t o p o l l i n i s é ,  e l l e  est  brutalement consommée dès l e  dépar t .  

Une étude r é a l i s é e  dans l e s  mêmes condi t ions  chez Petunia 

hybrida (LINSKENS e t  TUPY, 1 9 6 6 ) ~  abou t i t  aux r é s u l t a t s  suivaats : l e s  s t y l e s  

v i e rges  de Petwzia hybrida subissent  une dégradation proté ique  p a r t i e l l e ,  

s e n s i b l e  au cours des premières heures qui su ivent  l e  prélèvement qui  s e  t r a -  

d u i t  pa r  une augmentation de l a  t eneur  en ac ides  aminés l i b r e s  e t  en par t icu-  

l i e r  en amides. Ce f a i t  s 'observe  également après  l e  prglèvement de f e u i l l e s  

ou dl a u t r e s  organes (KROTKOV, 1939 ; WEINSTEIN e t  PORTER, 1962) : une des 

r a i s o n s  invoquées e s t  l e  manque d 'hydrates  de carbone pourvoyeurs d 'énergie  

qui  sont  remplacés par  l e s  acides aminés i s s u s  de l a  pro téolyse .  

Dans l e s  s t y l e s  p o l l i n i s é s ,  notamment en au topo l l in i sa t ion ,  l a  

q u a n t i t é  d 'acides aminés formée pa r  l a  dégradation des pro té ines  e s t  p lus  éle- 

vée que l 'augmentation de l a  concentrat ion des ac ides  aminés. Cela s i g n i f i e  

que l e s  ac ides  aminés r é s u l t a n t  de l a  pro téolyse  sont consommés pour f o u r n i r  

de 1 ' énergie .  

Suivant l'hy-pothèse de STEb7ARD e t  BIDWELL ( 1961 ) , il e x i s t e r a i t  

2 pools  d 'ac ides  m i n é s  d i f f é r e n t s  ; un pool de stockage qui  t i r e  s e s  ac ides  

aminés des p ro té ines  : c ' e s t  l a  source de carbone pour l a  r e s p i r a t i o n  e t  l a  

production de CO2 ; l ' a u t r e  e s t  un p e t i t  pool p lus  a c t i f  e t  qui f o u r n i t  l e s  

ac ides  aminés pour l a  synthèse protéique.  

Les tubes po l l in iques  qui e f f ec tuen t  l e u r  croissance dans 

l e s  s t y l e s  ont une inf luence  su r  l e  spec t re  des ac ides  aminés des s t y l e s .  Les 

tubes  po l l in iques  doivent u t i l i s e r  l e  pool des acides aminés du t i s s u  s t y l a i -  

r e  comme s u b s t r a t  pour l a  fou rn i tu re  d 'énergie .  Cependant, chez Oenothera 

m i s s o u ~ e n s i s  aucune per turbat ion  spéci f ique  du métabolisme des ac ides  aminés 

dans l a  r é a c t i o n  d ' incompa t ib i l i t é  ne peut ê t r e  décelée.  

D'autre p a r t ,  c e r t a i n s  aminoacides sont  indispensables pour l a  

cro issance  des tubes po l l in iques  i n  z ~ i t r o  ; ex  : l e  g ra in  de Paris hexaphylla 

ne germe pas s u r  l e  mi l ieu  saccharose agar.  En a jou tan t  de l ' a c i d e  aspar t ique  

e t  glutamique, de l ' h i s t i d i n e  ou de l a  cys t ine  dans l e  mi l ieu ,  l e  gra in  de 



pollen germe (SAWADA, 1958). Les résultats de cette étude ne permettent pas 

d'attribuer un rôle spécifique à ces aminoacides. 

III - ANALYSE DES PROTEINES SOLUBLES 

La connaissance de l'expression biochimique des allèles S s'a- 

vère indispensable pour préciser les mécanismes moléculaires qui interviennent 

dans l'établissement et le maintien de la barrière à l'autofécondation ; afia 

de déterminer s'il est possible d'isoler une ou plusieurs protéine(s) spéci- 

fique(~) d'un allèle S, nous avons précédé à l'extraction, la purification, 

l'identification et la comparaison des protéines du pollen ainsi que aes 

styles vierges ou pollinisés en situation compatible ou incompatible. 

a) Matériel et méthodes. 

Le matériel biologique ainsi que la méthodologie utilisée 

pour la pollinisation ont été précisés précédemnent. Après 15 heures de 

pollinisation, in vitro, les styles sont recueillis et congelés à -2C°C. 

Compte-tenu du matériel disponible à l'époque 6e l'eqérimen- 

tation, l'étude a porté sur des extraits de styles vierges (SIS1) , autopolli- 
nisés (S S x S S ) et xénopollinisés (S 1~ x S2Sb). 1 1  1 1  

I - ~ X ~ X U ~ O ~ ~  d a  pirul&blc9 : Toutes les opérations d'extraction sont effecti~ées 

rapidement pour éviter les dégradations. 

Cependant, la préparation des extraits protéiques végétaux constitue une opéra- 

tion délicate ; le broyage des tissus met les >rotéines en contact avec des 

substances normalement isolées dans divers conpartiments cellulaires, en par- 

ticulier les acides vacuolaires, les enzymes hydrolytiques et oxydatifs, l'aciàe 

phytique et les tannins ; de plus, il peut y avoir adsorption des protéines 

solubles sur les fragments de paroi cellulaire. D'autre part, les composés 

phénoliques des plantes peuvent former des liaisons hydrogènes entre les phé- 

nols et les amides N substitués, donc avec les protéines. De plus, ces compo- 

sés phénoliques peuvent être oxydés en quinones qui scnt des composés haute- 

ment réactifs ; l'oxydation des phénols peut intervenir ssontanémect ou être 

cat alxsée par des phénoloyydases et péroxydas es , enzymes largement distribués 
parmi les végétaux ; les quinones sont des agents oxydants et peuvent oxyder 

les groupements réactifs des protéines ; en outre, elles se polymérisent rapi- 

dement et se combinent irréversiblement, par une liaison covalente, a u  pro- 

téines (LOOMIS-EATTAILE, 1966). 



Chimiquement, l e s  composés phénoliques végétaux sont  t r è s  h i té rogènes ,  l a  

p lupa r t  appa r t i en t  à l ' u n  des deux groupes su ivants  : 

- l e s  f lavonoïdes (comprenant l e s  t ann ins )  ; 

- l e s  dé r ivés  de l ' a c i d e  caféique e t  de l ' a c i d e  g a l l i q u e  
(composés en C -C e t  C -C ) (comprenant l e s  t ann ins  hydrolysables et l a  
l i g n i n e ) .  

6 3 6 i 

Les flavonoïdes possèdent généralement des groupes hydroxyphénoliques comme 

s i t e s  r é a c t i f s  ; l e s  a u t r e s  p o r t e n t ,  en p l u s ,  des groupes carboxyliques l i b r e s  

ou e s t é r i f i é s  ; dans l e s  deux types de composés, quelques groupes hydroxy 

sont  subs t i tués .  

Des expériences de tannage avec du col lagène ou des polymères synthét iques ont  

é t a b l i  l ' importance de l a  l i a i s o n  peptidique ou amide dans l a  formation de 

complexes e n t r e  l e s  tannins  e t  l e s  pro té ines .  Les produi ts  de condensation de  

type urée-formaldéhyde so lqb les  dans l ' e a u  e t  possédant l a  fonct ion CO-NH 

comme s e u l  s i t e  r é a c t i f ,  p r é c i p i t e n t  l e s  tannins  en so lu t ion .  

GUSTAVSON (1956) a é t a b l i  que l a  polyvinylpyrrol idone,  s o i t  so luble ,  s o i t  

i n so lub le ,  forme des complexes s t a b l e s  inso lub les  avec l e s  tannins.  

Certains so lvants  organiques capables de f o u r n i r  une l i a i s o n  hydrogène comme 

l e s  a lcools  ou l ' acé tone  peuvent également "détanner". 

Des expériences de tannage, il e s t  c l a i r  que s e u l  l e  groupe CO - NE e s t  requis  

saur l a  formation de complexes avec l e s  tannins  végétaux : l e s  t ann ins  forme- 

r a i e n t  des l i a i s o n s  hydrogènes avec l e s  l i a i s o n s  amides, probablement à l ' a i d e  

de l 'oxygène du pept ide .  



Le pH a une inf luence  sur l e  degré de l i a i s o n  ; l e s  t ann ins  hydrolysables  sont  

t r è s  for tement  l i é s  à p H  3-4 m a i s  l a  l i a i s o n  diminue au-dessus de p H  5 ; à pH 

6 ,  l a  q u a n t i t é  l i é e  e s t  d 'environ 25 % de c e l l e  l i é e  à p H  3 e t  seulement de 8 

à 10 % pour un pH de 7,5. 

Les e f f e t s  de pH indiquent  que l e s  l i a i s o n s  me t t en t  en j e u  l ' i o n i s a t i o n  des  

groupes hydroxyphénoliques pour l e s  tannins  condensés. 

Dans l e  cas  des  tannins  hydro lysables ,  l e s  e f f e t s  pH suggèrent que l e s  l i a i s o n s  

hydrogène f o r t e s  sont  formées p a r  un groupe carboxylique non i o n i s é  des  t ann ins  

e t  que l e s  l i a i s o n s  H p l u s  f a i b l e s  par  des groupes hydroxy-phénoliques non 

i o n i s é s  ; l e s  tannins  hydro lysables  s o n t ,  de  façon prédominante, l e s  dé r ivés  

du py roga l lo l  ( 1,2,3 t r ihydroxybenzène)  e t  l e  ca téchol  (O-dihydroxybenzène) . 
Des l i a i s o n s  p l u s  s t a b l e s  e n t r e  p ro t é ines  e t  composés phénoliques peuvent exis-  

t e r ,  e l l e s  r é s u l t e n t  de l ' oxyda t ion  des phénols  en quinones e t  de l a  cooolymé- 

r i s a t i o n  des  quinones avec  l e s  p ro t é ines .  

L'oxydation enzymatique des  phénols e t  l e s  r é a c t i o n s  des  quinones avec l e s  

p ro t é ines  ont  é t é  é t u d i é e s  par  MASON ( 1955 ) , GUSTAVSON ( 1956) e t  BOUCHILLOUX 

(1963).  Les phénoloxydases, l i b é r é e s  au cours  des  r é a c t i o n s  d ' e x t r a c t i o n  des  

p r o t é i n e s  , s o n t  pa r t i cu l i è r emen t  a c t i v e s .  

L 'adjonct ion d 'agents  r éduc teu r s  t e l s  que l ' a s c o r b a t e  ou l e s  t h i o l s  au  cours 

de l ' e x t r a c t i o n  des enzymes ne p rév ien t  pas l 'oxydat ion  des phénols mais é l i -  

mine rapidement l e s  quinones formées i n t e r d i s a n t  l e u r  a c c m u l a t i o n  e t  r édu i san t  

a i n s i  l e s  p o s s i b i l i t é s  de r é a c t i o n  avec l e s  p r o t é i n e s .  L 'ascorba te  r k d u i t  l e s  

quinones a i n s i  que l e s  t h i o l s  qu i  forment des  l i a i s o n s  t h i o é t h e r s  ; cependant,  

l e s  agents réducteurs  peuvent ê t r e  i n e f f i c a c e s  v o i r e  n u i s i b l e s  : il a é t é  

démontré qu 'en présence d'oxygène l e s  agents  réducteurs  a c t i v e n t  l 'o r thohydro-  

xy la t ion  des  monophénols p a r  l a  phénoloxydase ; parmi l e s  phénols qu i  sont  

hydroxylés de c e t t e  façon,  c i t ons  l e s  r é s idus  t y r o s y l  q u i  donnent na issance  2 

d e s ' p r o t é i n e s  modifiées i ndu i san t  a i n s i  l a  p o s s i b i l i t é  d 'un autotannage de 12 

p r k t é i n e  v i a  des i n t e rméd ia i r e s  quinonoides.  

Le pH e s t  donc un f a c t e u r  important ; un pH f a i b l e  permet d ' é v i t e r  l ' i o n i s a t i o n  

des  phénols.  

Les so lvan t s  organiques peuvent 2 t r e  également u t i l i s é s  (ex  : l ' a c é t o n e ) .  

2 - p & u ~ u c u L e ~ d ' e ~ a ~ a n  : Pour t e n i r  compte de t o u t e s  ce s  données e t  après  

de nombreuses t e n t a t i v e s  i n f ruc tueuses  pour é l imine r  l e s  pigments, l e  proto- 

c o l e  su ivant  a été adopté : 



Homogénéisation des s t y l e s  e t  du pol len  dans l ' a z o t e  l i q u i d e  (qui  f avor i se  

l e  broyage des c e l l u l e s  e t  permet l ' i n a c t i v a t i o n  des enzymes "néfastes")  en 

présence de tampon phosphate 0 ,O1 M pH 4,5 contenant du m é t a b i s u l f i t e  de so- 

dium ( 2  5) , du mercaptoéthanol ( 1 %) , de l ' a s c o r b a t e  de sodium ( 1 %) e t  de l a  

polyvinylpyrrol idone ( 5  %). Le broyat  e s t  homogénéisé au  P o t t e r  e t  cen t r i fugé  

30 minutes à 10 000 g. Le culo t  e s t  éliminé e t  l e  surnageant d i a lysé  5 jours  , 

cont re  de l ' e a u  d i s t i l l é e .  La f r a c t i o n  ad ia lysab le  e s t  l yoph i l i sée  e t  conser- 

vée à -20Oc. Les e x t r a i t s  des d i f f é r e n t s  t i s s u s  obtenus s e  présentent  sous 

forme d'une poudre b runâ t re ,  l égè re  e t  hygroscopique. C 'es t  à p a r t i r  de c e l l e -  

c i  que nous a l lons  r é a l i s e r  des d i f f é r e n t s  e s s a i s  d 'électrophorèse.  

L ' ex t rac t ion  p réa lab le  à l ' a cé tone  ou l a  p r é c i p i t a t i o n  des p ro té ines  pa r  l e  

s u l f a t e  d'ammonium ou l ' a c i d e  t r i c h l o r a c é t i q u e  é t a n t  inopérante,  nous avons 

abandonné ces techniques au p r o f i t  de c e l l e  d é c r i t e  ci-dessus. 

. &ec$gg-p&bggs e s u r  s ~ r p g $ g - g é l i  f i &  : 
a)  électrophorèse en g e l  d lagarose  de pH 8,2 : l e s  ré-  

s u l t a t s  obtenus par  é lec t rophorèse  en g e l  d 'agarose  de pH 8 ,2  sont peu s a t i s -  
f a i s a n t s .  Une f r a c t i o n  importante ne migre pas dans l e  g e l  d'agarose e t  r e s t e  
au  niveau du dépôt. 

B) élec t rophorèse  en g e l  de polyacrylaaide èn disque : 
, de l a  même façon, l e s  r é s u l t a t s  obtenus ne sont  pas encourageants. Que l l e  que 

s o i t  l a  concentrat ion en po1yacrylami.de u t i l i s é e ,  l e s  e x t r a i t s  r e s t e n t  au 
niveau du dépôt e t  on n 'ob t i en t  par  l a  co lo ra t ion  au b l e u  de Coomassie q . ~ l ~ e  
s e u l e  bande qui  migre avec l e  f r o n t  du so lvant .  La présence de pigments en 
quan t i t é  abondante, l i é s  vraisemblablement su r  l e s  p ro té ines  e x t r a i t e s  au cours 
du fractionnement e s t  un é c u e i l  i név i t ab le .  L ' u t i l i s a t i o n  de d i f f é r e n t e s  tech- 
niques permettant l ' é l i m i n a t i o n  des pigments (PTJP) n ' a  pas donné de r é s u l t a t s  
permettant une défin't ion de p ro té ines  so lub les  par  c e t t e  technique d 'é lec-  
t rophorèse.  

. é lec t rophorèse  --------------- ~ r é ~ a r a t i v e  -- ------------------ en f i l m  liçiuide ----- : l l é l e c t r o p h o r ~ s e  

prépara t ive  en f i lm  l i q u i d e  donne un fractionnement s a t i s f a i s a n t  à p a r t i r  des 

e x t r a i t s  l yoph i l i sé s .  Cet te  méthode o f f r e  en o u t r e  l ' avan tage  de r é a l i s e r  un 

temps p r é p a r a t i f  permettant  un fractionnement u l t é r i e u r  des composants séparés 

( f i c h e  technique no 4 ) .  

b j  Résu l t a t s .  

7 - d u c n i p f i u n  d a  dtraotionnernevu2 abXenu : Les 48 f r a c t i o n s  séparées par  

électrophorèse p répa ra t ive  en f i l m  l i q u i d e  sont  soumises à une :nesure d'absorp- 

t i o n  dans l ' u l t r a - v i o l e t  278 mu (correspondant au maximum d'absorpt ion des 

p ro té ines ) .  La présence de glucides combinés e s t  simultanément recherchée dans 

chaque f r a c t i o n  par  dosage à l ' o r c i n o l  d'une p a r t i e  a l iquo te  ( f i c h e  technique 



no 5). L'ensemble des courbes obtenues permet de tracer un diagramme utilisé 

pour la caractérisation des différents composants. 

Nous rapportons dans la figure 19, les diagrammes obtenus pour les styles 

vierge, auto et xénopollinisés. La comparaison de ces 3 fractionnements nous 

a amené à retenir un découpage de l'ensemble des diagrammes en 5 fractions es- 

sentielles, nmérotées de 1 à 5 ,  de l'anode vers la cathode. 

.la -------------IL fraction F . (tubes 1 à 7 pour les styles vierges et auto- 
pollinisés, 1 à 9 pou. les styles xénopollinisés) présente dans les 3 cas étu- 

diés un pic d'absorption très élevé à 278 mp ainsi qu'après dosage à l'orcisol. 

Cependant, la présence de pigments en quantité abondante interfère dans l'aà- 

sorption à 278 mp avec les protéines (la fraction F I  est fortenent colorée en 

jaune brun). Le voisinage du compartiment des électrodes peut également inter- 

férer dans les dosages à l'orcinol. 

Cette fraction sera ultérieurement décomposée par d'autres 

techniques. 

.la fraction F2-f n'est pas individualisée dans tous les cas ; ------------- 
elle correspond pour le style vierge au versant cathodique du pic FI ; une 

seule bande d'absorption, relativement faible, est décelée à 278 mp, superpo- 
sée à une teneur assez faible des oses liés. 

Le style xénopollinisé présente, par contre, un pic unique avec 

un maximum d'absorption à 278 mp élevé correspondant à un pic de dosage à 

l'orcinol : il s'agit vraisemblablement d'une glycoprotéine. 

Le style autopollinisé est plus hétérogène : il ?résente delm 

maxima à 278 mp et-une faible teneur en oses liés. 

Cette fraction F2 est intéressante par la variabilité qualita- 

tive des teneurs en protéine des styles ayant subi Les 2 tjrpes de pollinisa- 

tions. Il nous a paru utile de poursuivre l'analyse de cette fraction. 

.la ------------- fraction F3-1 n'apparaît pas clairement dans le cas du 

style vierge, elle a été prélevée pour comparaison avec les styles pollirisés 

qui montrent une fraction F individualisée, surtout en incompatibilité où 
3 

l'absorption à 278 my et après orcinol varient dans le même sens. 

.la fractiog-F+-; correspond au versant cathodique de F pour 
3 

le style vierge. sile esr; très nétérogène pour 5 x 3g et inexistanet: dans les 
1 

extraits de styles incompatibles. 

.la fraction F : existe dans tous les cas ; très nettement in- ------------- 5-- 
dividualisée pour S I  v (278 mu et orcinol), elle apparaît multiple et riche en 

glucides dans le cas compatible mais très faible en autopollinisation. Cepen- 

dant cette fraction se situe en regard du point d'injection de la solution et 



S 1  VIERGES 



correspond essentiellement à des polymères électriquement neutres. Cette frac- 

tion polyosidique est donc carectéristique des styles xénopollinisés. 

La technique d'électrophorèse préparative s'avère donc précieuse pour la défi- 

nition des protéines adialysables des styles puisque les diagrammes obtenus 

mettent en évidence des spectres très différents entre les styles vierges, auto 

et xénopollinisés . 
Il apparaît particulièrement important de comparer entre eux les styles polli- 

nisés ; la fraction F présente deux maxima d'absorption à 278 mu dans le style 2 
autopollinisé alors qu'en situation compatible on n'observe qu'un seul pic 

(lié d'ailleurs à un épaulement dans le dosage à l'orcinol traduisant l'zppe- 

rition d'une glycoprotéine). 

Par ailleurs, la xénopollinisation se traduit au niveau du style par une 

abondante production de protéines chargées positivement. 

Chaque fraction est ensuite dialysée pendant 5 jours contre de l'eau distillée 

puis lyophilisée en vue d'une analyse ultérieure. 

2-éhde d u  drahovln 6 é p # ~ é ~  en Ueotrtophon&e prépattative : Afin de 2réciser 

les variations observées dans les diagrammes obtenus par électrophorèse en film 

liquide, nous avons tenté de définir le conportement des composants majeurs par 

électrophorèse de zone ; cependant, les supports d'électrophorèse utilisés 

(acétate de cellulose et gel de polyacrylamide) n'ont pas permis une bonne 

résolution. 

Ceci nous a conduit à rechercher un autre protocole de fractionnement fondé 

à la fois sur les différences de pcints isoélectrophorétiques des protéines et 

sur leurs tailles moléculaires ; pour cela, les fractions F 2 F sont dialy- 
1 5 

sées 5 jours contre l'eau distillée puis à nouveau lyophilisées et purifiées 

par passage sur colonne de biogel P 
10' 

. béminéralisation sg-cg&gnne de Biogel P I @  ( f'ichs-&echniaue 

no ------ 6): les différentes fractions lyophilisées contiennent encore une partie 

importante de sels minéraux provenant des solutions tamponnées utilisées en 

électrophorèse,malgré la dialyse. Ces sels sont iliminés par chromatographie 

sur colonne de Biogel Pl0 en suspension dans l'eau distillée. 

Les hétéroprotéides qui nous intéressent sont glués au volume 

mort de la colonne, alors que les sels, retenus dans les pores du gel, ne 

sortent de la colonne que plus tardivement. 



. c h r o m a t o g m ~ h i e  -------- s u r  colonne de  S é ~ h a d e x  G100 : l e s  d ive r se s  ..................... ----_----- 
f r a c t i o n s  F sont  concentrées  à nouveau p a r  l y o p h i l i s a t i o n  e t  déposées s u r  une 1 
colonne de Séphadex G100 é q u i l i b r é e  avec un tampon phosphate 0 , l  M pH 7,O. 

L ' é lua t  e s t  r e c u e i l l i  pa r  f r a c t i o n s d e  5 m l  e t  ana lysé  p a r  absorp t ion  à 278 mp 

e t  p a r  dosage à l ' o r c i n o l .  

Pa r  c e t t e  technique,  des  p r o t é i n e s  sont  d i s soc i ées  des  pigments. 

Les f r a c t i o n s  obtenues sont  à nouveau d i a l y s é e s  e t  l yoph i l i s ées .  

3 - i r i 5 3 W  du &taotionnmenX (digutre 1 9 )  : 

. s4~&5_s~g~gf33- : l a  f r a c t i o n  FI ap rè s  dessa lage  s u r  b i o g e l  P 
1 O 

e s t  chromatographiée sur Séphadex G100 : deux p i c s  d i s t i n c t s  sont  mis en évi-  

dence par  absorp t ion  à 278 mu e t  après  dosage à l ' o r c i n o l  ; l e  premier ,  i nd i -  

v i d u a l i s e  un type  de  g lycopro té ine  F l a  ; l e  second p i c ,  énorme, correspond 

essent ie l lement  aux pigments e x t r a i t s ,  l i é s  sans doute à des  p r o t é i n e s  ; c e t t e  

f r a c t i o n  F  b  e s t  Gluée p lus  tardivement .  
1 

La f r a c t i o n  F l a  e s t  r e c u e i l l i e  séparément, soumise à une dia-  

l y s e  cont re  l ' e a u  d i s t i l l é e  e t  l y o p h i l i s é e .  L a  poudre q u i  en r é s u l t e  e s t  en- 

s u i t e  d i s sou te  dans un p e t i t  volume de tampon (!Pris 0 , l  M y  NaCl 0,2 M,pH 8 ,0 )  

p u i s  chromatographiée sur colonne de Sépharose 4~ ( f i gu re  2 0 ) .  

Le diagramme d l é l u t i o n  p ré sen te  un p i c  d 'absorp t ion  à 278 mp 

appelé  F l a ,  ; l a  f r a c t i o n  i s o l é e  par  chromatographie s u r  Séphadex GIOO n ' e s t  

donc pas d i s s o c i a b l e  s u r  l e  g e l  de Sépharose 4B ; il s ' a g i r a i t  donc d'une 

glycoprotéine unique. 

. s 4 ~ & g s _ g g ~ g p o l l i n i s ~ ~  : l a  même séquence de p répa ra t ion  e t  de 

chromatographie de l a  f r a c t i o n  F provenant des s t y l e s  a u t o p o l l i n i s é s  permet, 
2 

après  passage s u r  Séphadex, l a  c a r a c t é r i s a t i o n  de 2 p i c s  ; l ' u n  F l a ,  p ré sen te  

2 maxima d ' abso rp t ion  t a n t  à 278 m1-i qu 'après  dosage à l ' o r c i n o l  ; il e s t  

s u i v i  par  l a  f r a c t i o n  correspondant aux pigments F l b  ; l a  s épa ra t ion  de 2 

c o n s t i t u z n t s  de  l a  f r a c t i o n  F a  n ' é t a n t  pas  s u f f i s a n t e ,  c e l l e - c i  e s t  récupérée ,  
1 

d i a l y s é e ,  l y o p h i l i s é e  e t  chromatographiée s u r  ~ é p h a r o s e  4 ~ .  

Le diagramme obtenu ap rès  é l u t i o n  e t  c o l l e c t i o n  pa r  f r a c t i o n s  

de 5 ml met en évidence un s e u l  p i c  d ' abso rp t ion  à 278 nm ; l a  s épa ra t ion  des 

2 composants de l a  f r ack ion  F  a  n ' e s t  pas r é a l i s é e  s u r  ~ é p h a r o s e  4 ~ .  
1 

. sSy le s  xéno?@linis6s : ap rès  passage s u r  Biogel e t  g e l  de 

Séphadex G100, l a  f r a c t i o n  FI  i s s u e  de l ' é l e c t r o p h o r è s e  p répa ra t ive  p ré sen te  

également 2  p i c s  ; l ' u n  F  appa ra î t  hétérogène à 2'18 nm mais non à l ' o r c i n o l ,  1 
l ' a u t r e  F  b  correspondant aux p ro té ines  l i é e s  aux p i m e n t s .  

1 
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La f r a c t i o n  F a  chromatographiée s u r  ~ é p h a r o s e  4~ permet l'i- 
1 

d e n t i f i c a t i o n  d e  2 p r o t é i n e s  : à cô té  du p i c  F a  t rouvé  dans l e s  2 ca s  précé- 
1 1  

den t s ,  une nouve l l e  f r a c t i o n  F a ' ,  a p p a r a î t  comme c a r a c t é r i s t i q u e  du s t y l e  
1 

xénopol l in i sé .  

La comparaison des  diagrammes i s s u s  de  l a  chromatographie de l a  f r a c t i o n  F 
1 

( l a  p l u s  importante ,  pondéralement, ap rè s  é lec t rophorèse  p r é p a r a t i v e )  permet 

donc de met t re  en évidence une d i f f é r e n c e  dans l a  s t r u c t u r e  p ro t é ique  des s ty -  

l e s  su ivant  q u ' i l s  ont  subi  ou non l a  p o l l i n i s a t i o n ,  compatible ou incompati- 

b l e .  I l  e x i s t e  dans tous  l e s  s t y l e s  une p r o t é i n e  c a r a c t é r i s t i q u e  de haut  poids 

moléculaire  que l ' o n  r e t rouve  dans t o u s  l e s  cas  ( F  a  ) ; en cas  de xénopoll i -  
1 1  

n i s a t i o n ,  une p r o t é i n e  nouvel le  a p p a r a î t .  Cel le -c i  e s t  absente  après  p o l l i n i -  

s a t i o n  incompatible.  

L 'hé té rogénéi té  de l a  f r a c t i o n  Fq, obtenue ap rès  é lec t rophorèse  p répa ra t ive  

( s t y l e s  x é n o p o l l i n i s é s ) ,  e t  l a  présence d'un p i c  au cours du dosage à l ' o r c i n o l  

pour l e s  s t y l e s  v i e rges  nous a  conduit  à poursu ivre  l ' a n a l y s e  chromatographique 

de ces  f r a c t i o n s .  Le passage des f r a c t i o n s  F s u r  Biogel P ( f i g u r e  20) met 4 1 O 
en évidence des  s p e c t r e s  pro té iques  d i f f é r e n t s  dans l e s  s t y l e s  v i e r g e s ,  auto- 

p o l l i n i s é s  e t  xénopo l l i n i sé s  ; l a  t r o p  f a i b l e  t e n e u r  en p r o t é i n e  obtenue ap rès  

s6para t ion  de  ces  f r a c t i o n s  e t  l y o p h i l i s a t i o n  ne nous a pas permis de poursu ivre  

p l u s  avant 1 'ana lyse .  

Pa r  a i l l e u r s ,  l ' é l e c t r o p h o r è s e  p r é p a r a t i v e  en f i l m  l i q u i d e  des p r o t é i n e s  des 

s t y l e s  v i e rges ,  a u t o p o l l i n i s é s  e t  xénopo l l i n i sé s ,  p ré sen te  des  d i f f é r ences  

considérables  dans l a  r é p a r t i t i o n  des p r o t é i n e s  s t y l a i r e s .  En p a r t i c u l i e r ,  l e  

s t y l e  xénopo l l i n i sé  montre un s p e c t r e  p ro t é ique  t r è s  complexe pa r  r zppor t  au 

s t y l e  v i e rge ,  q u i  met en évidence l e  bouleversement cons idérable  apporté  pa r  

l a  p o l l i n i s a t i o n .  L 'apport  du tube  p o l l i n i q u e  e s t  important mais avec l a  techni -  

que u t i l i s é e ,  on ne peut d i s t i n g u e r  l e s  p r o t é i n e s  s t y l a i r e s  e t  c e l l e s  appar- 

t enan t  en propre  au  tube  po l l i n ique .  

Ces ~ é s u l t a t s  s o n t  à rapprocher de ceux obtenus àans l e s  mêmes condi t ions  expé- 

r imenta les  chez Pe tun ia  hybrida. 

En e f f e t ,  LANIEZ (1969) a  mis en évidence une n e t t e  p a r t i c u l a r i t é  de composition 
. . ,  6eç ehtra;ts d= sL) l e s  ~ ~ t c p c l l i i i i s 6 s  Ga: izp~c: - t  axe r t y l z s  :<&igscll~n;s 2 2  : 

l ' i n c o m p a t i b i l i t é  de fécondat ion s e  t r a d u i s a n t  p a r  l a  d i s p a r i t i o n  de 2 p r o t é i -  

nes  que l ' o n  r e t rouve  dans l e s  s t y l e s  v i e r g e s  e t  xénopol l in i sés .  

Ces r é s u l t a t s  ne  sont  pas  conformes à ce-= observés s u r  Oenothera ~ s s o u r i e n s i s .  

Cependant, il r e s t e  à l e  démontrer c a r  l a  f r a c t i o n  pro té ique  l a  p l u s  importan- 

t e  e x t r a i t e  des s t y l e s  d 'oenothera e s t  l i é e  à des pigments, vraisemblablement 



dès l'extraction et n'est donc pas analysable. Les autres protéines, obte- 

nues en quantité trop peu importante présentent des analogies. Seul le style 

xénopollinisé se distingue par l'apparition d'une protéine supplémentaire ; 

cependant la trop petite quantité de substance obtenue ne permet pas d'en 

établir la composition chimique que ce soit pour la composition en acides aminés 

ou en oses. Pour pouvoir être plus fiable, l'expérimentation requiert une plus 

grande quantité de matériel de départ et des techniques d'extraction évitant 

la liaison entre les protéines et les pigments : des tentatives ont d'ailleurs 

été faites dans ce sens (utilisation de polyvinylpyrrolidone, ascorbate de 

sodium, mercaptoéthanol dans le tampon dl extraction, au sulfate 

d'ammonium ou au TCA) mais sans succès. 

Les extraits FI  à F soumis à llélectrophorèse sur gel de polyacrylamide 5 ' 
n'ont pas fourni de séparations probantes : pour chacune des fractions et 

chacun des cas, on n'observe en général qu'une seule bande (après coloration au 

bleu de ~oomassie) qui correspond au front de migration. 

c) Conclusions des études réalisées sur les protéines des 
styles. 

Nos tentatives d'isolement et de caractérisation des protéines 

extraites des styles d'oenothera nrisso&ensis nous conduisent à des conclusions 

prudentes sur les différences observées dans l'incompatibilité de fécondation. 

Le plan de fractionnement utilisé, au contraire, sTavère susceptible de con- 

duire à l'isolement et à l'identification de glycoprotéines végétales spécifi- 

ques. 

Les coinposants majeurs des préparations semblent se rattacher 

à des substances de nature glycoprotéique : la superposition des courbes 

obtenues, par lecture à 278 mp et par dosage des oses à llorcinol,après frac- 

tionnements électrophorétique et chromatographique,le laisse supposer ; de mê- 

me la coloration par l'acide périodique - réactif de Schiff au niveau des zones 
colorées par ailleurs à l'arnidoschwartz, renforce cette hypothèse. 

La spécificité de structure des protéines du style vierge ou 

après xénopollinisation ne peut être affirmée définitivement quTaprès une ana- 

lyse 9Lu.s fine des protéines isolées, en particulier par une étude de leurs 

propriétés d'antigénicité spécifique. 

La présence de glycoprotéines métaboliquement actives dans le 

tissu conducteur au cours de la croissance du tube pollinique nécessite la 

présence de glycannes hydrolases. Ces enzymes responsables de la dégradation 

récurrente des chaînes de glycannes ont déjà été caractérisés dans le règne 



végéta l  (chez PhaseoZus vuZgaris,  BAHL e t  AGRAWAL, 1968 e t  chez Petunia  hybri- 

da, LINSKENS e t  c o l l . ,  1969). Une connaissance p réc i se  de ces  enzymes e t  de 

l e u r  a c t i v i t é s  au  cours des d i f f é r e n t s  types  de p o l l i n i s a t i o n  s e r a i t  donc sus- 

c e p t i b l e  de  confirmer l ' e x i s t e n c e  d'un métabolisme a c t i f  des glycoprotéines 

da s t y l e  ap rès  p o l l i n i s a t i o n .  

I V  - ACTIVITZS DES GLYCANNES HYDROLASES DANS LES EXTRAITS DE STYLES ET DE POLLEN 

L'importance des mécanismes enzynatiques dans l a  pénét ra t ion  

e t  l a  c ro issance  du tube po l l in ique  a  f a i t  l ' o b j e t  d 'é tudes  p r é c i s e s  dans l e  

cas de l ' a u t o i n c o m p a t i b i l i t é  de type  sporophytique : l ' i n h i b i t i o n  de croissan- 

ce s e  l o c a l i s e  a l o r s  à l a  sur face  des p a p i l l e s  s t igmatiques.  L ' in t roduct ion  

d i r e c t e  du po l l en  dans l e s  t i s s u s  du s t y l e ,  sans contact  s t igmat ique ,  about i t  

à l a  nouaison même après autopol l in isa t iof i  ; KROH ( 1967) a  démontré que l e  

tube p o l l i n i q u e  compatible,  pour péné t re r  dans l a  paroi  des p a p i l l e s  e t /ou  

cheminer e n t r e  l e s  c e l l u l e s  du st igmate,  a  besoin d 'au moins 3 systSmes enzy- 

matiques l y s a n t  l a  cu t ine ,  l a  c e l l u l o s e  e t  l a  pec t ine  ; l e  dépôt d'un gra in  de 

pol len  sur un s t igmate  compatible e s t  s u i v i  de l ' a c t i v a t i o n  de  l a  cu t inase  de 

l a  microspore ; sous l s e f f e t  de c e t  enzyme, l a  c u t i c u l e  devient  perméable e t  

l e  gra in  peut germer en absorbant l ' e a u  de l a  vacuole p a p i l l a i r e  ; l e  tube 

pol l in ique  poursu i t  s a  croissance dans l e s  s t r u c t u r e s  ce l lu los iques  des parois  

de l a  p a p i l l e .  S i ,  au  c o n t r a i r e ,  l e  g ra in  de pol len  e s t  au  contac t  d ' i n  s t igmate 

incompatible,  l a  cu t inase  n ' e s t  pas a c t i v é e  e t  l a  germination n ' a  pas l i e u .  

Ces r é s u l t a t s  démontrent l ' importance des mécanismes d ' inhib i -  

t i o n  e t  d ' a c t i v a t i o n  enzymatiques dans l a  c ro issance  du tube po1liniq.de. Dans 

l e  cas de l ' au to incompa t ib i l i t é  gamétophytLque, l e  ralent issement  de l a  c ro is -  

sance e t  l e  blocage apparaissent  à l ' i n t é r i e u r  du s t y l e  : l e s  tubes pol l in iqups  

incompatibles sont  i d e n t i f i a b l e s  par  quelques c a r a c t é r i s t i q u e s  : extrémités  

r e n f l é e s ,  pa ro i s  é p a i s s i e s ,  aügmentation des dépôts de c a l l o s e ,  appar i t ion  f ré-  

quente de r a n i f i c a t i o n s  (LIESICENS e t  ESSER, 1357 ; SCHLOSSER, 1961, TUPY, 1961 ) . 

La détermination gamétophytique, commandée pa r  l ' a l l è l e  S  du 

tube p o l l i n i q u e  f a i t  également appel à l a  r égu la t ion  ae syst&mes enzymatiques 

spéci f iques  : après  l a  p o l l i n i s a t i o n ,  une i n t e r a c t i o n  métabolique in t ense  ap- 

p a r a î t  e n t r e  l e  tube  po l l in ique  d'une p a r t  e t  l e s  c e l l u l e s  du t i s s u  conducteur 

du s t y l e  d ' a u t r e  p a r t  (LINSKENS e t  TUPY, 1966). Des enzymes d i f f u s e n t  du tube 

po l l in ique ,  une dégradat ion l e n t e  des p ro té ines  du s t y l e  appara î t .  Le t i s s u  



conducteur fournit non seulement l'eau et les substrats nécessaires à la 

croissance du tube pollinique, mais aussi des enzymes nécessaires à l'activité 

métabolique locale : il se produit dans les heures qui suivent une pollinisa- 

tion compatible, une augmentation nette d'activités enzymatiques spécifiques : 

glutmo-déshydrogénases, aspartate carbamyl transférases, cétose 1 phosphate 

aldolase, alanine aminotransférase et citrate synthétase. Inversement, une 

baisse des phosphatases acides est enregistrée après pollinisation croisée 

(ROGGEN, 1967) . 

Chez Petunia hybi-ida, l'utilisation de l'électrophorèse sur gel 

de polyacrylamide ou la chromatographie sur colonne de DEAE-cellulose ont per- 

mis à ROGGEN de définir les isozymes de la glutamo-déshydrogénase et de dé- 

montrer leur spécificité génétique en rapport avec les allèles S. De plus, au 

cours d'expériences d'incorporation aux extraits enzymatiques du style (S S ) 1 2  
d'extraits de pollen issu d'un allèle différent (S ) , il met en évidence l'ac- 

3 
tivation de la glutamo-déshydrogénase par une substance adialysable présente 

dans 1 ' extrait pollinique. 

De façon similaire aux travaux publiés chez P e t ~ i a  hybmda 

(LINSKENS et coll., 1970)~ l'étude biochimique des styles d'oenothera missou- 

densis nous a conduit à la caractérisation et à l'isolement de fractions ayant 

le caractère de glycoprotéides ; nous avons donc recherché les activités des 

glycannes hydrolases, enzymes catalysant la dsgradation récurrente des chaînes 

de glycannes intervenant dans la structure de ces hétéroprotéiües. 

Les travaux de LINSKENS (1961) ont en effet mis en évidence 

l'apparition de substances de nature callosique dans la paroi du tube polli- 

nique en situation incompatible. Il semble que ces substances déposées sont au 

contraire utilisées lors de la pollinisation compatible et peuvent alors ser~rir 

à l'édification du tube pollinique qui progresse vers l'ovule. 

Les glycuines hydrolases sont recherchées dans les extraits de 

style et les extraits de pollen par leur activité sur des substrats synthéti- 

ques, les paranitrophénylgycosides correspondants (FINDLAY et coll. , 1958). 

Après avoir étudié leur pH optimum &'action, nous comparons les activités spé- 

cifiques dans les différents extraits (BRIS, 1974). 

a) Identification des glycannes hydrolases. 

L'utilisation de substrats synthétiques (cf. fiche technique 

no 7) nous a permis d'identifier dans les extraits de style et de pollen une 



a galactosidase, une 6 galactosidase, une a mannosidase, une N acétyl gluco- 

saminidase et une N acétyl f3 galactosaminidase. 

b) Détermination du pH optimum d'action des glycannes hgdrolases. 

Pour chaque extrait nous avons déterminé l'activité spécifique 

sur une série de 8 dosages réalisés dans les mêmes conditions (température, 

volume et temps d'incubation) en faisant varier les valeurs du pH de la solu- 

tion de 0,5 en 0,5 unités pH. Les activités sont exprimées en "unités enzyma- 

tiques". Celles-ci sont définies comme la quantité d'enzyme qui libère, à partir 

du paranitrophényl-glycoside correspondant à l'activité recherchée, une nano- 

mole de paranitrophénol par minute, à la température de 25'~. 

Les résultats nous amènent à retenir pour l'étude des glycm- 

nes hydrolases les pH optima d'action suivants : 

....................... - a galactosidase 5,5 

....................... - 6 galactosidase 435 

- a mannosidase ......................... 4 
............ - N-acétyl f3 glucosaminidase 4 

- N-acétyl f3 galactosarninidaçe .......... 4 

Quelques-unes des courbes d'activité en fonction du pH sont 

rapportées figure 2 1. 

c) Résultats (BRIS, 1974). 

1-ac l i v iXéa enzym&qucA du p ~ & k f l  : Elles sont exprimées en unités spécifi- 

ques : une unité correspond à la quantité de paranitrophénol, en nanomoles, 

libérées à 25'~ par milligramme de protéine (fiche technique no 8). On obtient 

les résultats suivants saur le pollen des 3 génotypes étudiés : 

............................................................... 
a galactosidase 46 29,7 38 

B gal actos i dase 180 408,Z 2 O0 

a nialinos i ~ G S C -  2 5 25,: 2 2 

N-acétyl 6 gl ucosaminidase 430 228 3 10 

N-acétyl 6 galactosaminidase 180 114 170 



FIGURE 2 1  : PH OPTIMUM D'ACTION DES GLYCANNES- 

HYDROLASES DES STYLES AUTOPOLLIN 1 SÉS (BB) , 



2 - a d v L t é n  enzymatiquen d u  6ZyLe : Nous ne pouvons rapporter que les mesures 

d'activité relatives aux styles de la plante Bb (S1s2), le seul clône dont nous 

disposions en quantité suffisante au moment de l'expérimentation. 

Les résultats exprimés en unités spécifiques sont les suivants : 

Bb autopol. Bb x Bg Sbv 
(SISp x SIS2) (SIS2 x S2S4) $2 

a gal actosi  dase 60 

fi gal actos i dase 38 

a mannosi dase 8 

N-acétyl fi gl ucosaminidase 16 

N-acétyl B gal actosaminidase 15 

d) ~ctivité des glycannes hydrolases au cours de la germina- 
tion du pollen in v i t r o .  

1-min e au poi& d ' u n  rni.&Leu d e  cuRtuhe : Les conditions optimales de germina- 

tion et de croissance du pollen d'oenothera missouriensis in vitro ont été éta- 

blies par modification du milieu de base : saccharose 8 %, acide borique 0,01 %, 
extrait de levure 0,1 % (SAWADA, 1958). 

Les paramètres sur lesquels ont porté les modifications sont le pourcentage 

de saccharose et l'adjonction de substances connues pour favoriser la crois- 

sance des tubes polliniques (calcium, EDTA, myoinositol, acides aminés) ; de 

plus, 2 types de milieux ont été testés : solides (gélatinés à 5 % )  et li- 

quides (en boîtes de Pétri, ou dans un appareil à germination). 

Dans tous les cas, il faut tenir compte poix I~'établissement des sourcentages 

de germination, de la présence de grains vides, incapables de germer. Ces 

grains de pollen sont facilement reconnaissables car ils sont plus petits que 

les grains normaux et moins colorés. 

Nous avons donc établi un milieu de culture favorable puiçqü'il assure la ger- 

mination la plus importante et la meilleure croissance des tubes polliniques. 

Sa composition est la slivante. 

- saccharose ............................. 8 % 

- H3BO3 .................................. 0,01% 
- e x t r a i t  de levure ...................... 0,l % 

- Ca (NO3)  2.............................. 300 pprn 



2-dvaage d a  a d v L t E A  enzgrna-tiqua : P o l l e n  e t  tubes  p o l l i n i q u e s  récupérés  

p a r  cen t r i&ga t ion  ( 10 minutes à 700 g )  , s o n t  broyés a u  mor t i e r  dans de 1 ' azo te  

l i q u i d e  puis  homogénéisés a u  P o t t e r  dans un tampon (tampon phosphate 0,01 M 

pH 5 , O ,  m é t a b i s u l f i t e  de sodium 2 %, asco rba te  de sodium 0,25 M y  PVP Kollidon 

K90 
1 %) ; ap rès  c e n t r i f u g a t i o n  30 mn, 10 000 g ,  l e  c u l o t  e s t  i l i m i n é  e t  

, l e  surnageant d i a l y s é  4 j ou r s  con t r e  l ' e a u  d i s t i l l é e .  Les dosages enzymatiques 

son t  e f f ec tués  à l ' a i d e  des paranitrophényl-glycosides correspondants .  

3-évoLu;tion d a  a&ivLt&!, enzgmaLLqua en ~vn&ion du Xempd de gemLnc&Lun : 

Les r é s u l t a t s  s u i v a n t s ,  exprimés en a c t i v i t é s  spéc i f iques  en fonc t ion  du temps 

ont  é t é  obtenus à p a r t i r  des  tubes p o l l i n i q u e s  provenant du p o l l e n  S 
1' 

30mn 1 h  2 h  3 h  4 h  
............................................................................. 
a gal  ac tos i  dase 62 8 4 104 148 147 

B ga lac tos idase  195 219 2 2 7 2 70 320 

a mannosidase 40 46 130 111 12 5 

N-acéty l  B g l  ucosaminidase 439 463 472 506 554 

N-acéty l  B galactosamin i  dase 186 244 254 280 30 5 

Une é l éva t ion  r é g u l i è r e  d ' a c t i v i t é  a p p a r a î t  pour t o u t e s  l e s  g lycmnes  hydro- 

l a s e s  envisagées ( f i g u r e  22 )  ; p a r f o i s ,  une augmentation d ' a c t i v i t é  importante 

e s t  s ens ib l e  m a i s  e s t  l o c a l i s é e  dans l e  temps : e n t r e  30 e t  60 minutes pour 

l a  11-acétyl (3 galactosaminidase e t  e n t r e  1 e t  2 heures pour l ' a  mannosidase. 

Après 4 heures de  germinat ion,  l ' a c t i v i t é  de l ' a  mannosidase e s t  m u l t i p l i é e  

p a r  5 e t  c e l l e  de  l ' a  ga l ac tos idase  pa r  3 ,  c e l l e  des  a u t r e s  enz-pes  e s t  

augmentée à un f a c t e u r  de l ' o r d r e  de 1,s. 

..r 
e )  Conclusions s u r  l e s  a c t i v i t é s  enzymatiaues. 

1 - a d v d é h  gLycannu &rydn_ola~u du poUen d a  d iddZ~elz t~  génu;typu : L'ana- 

l y s e  comparative des a c t i v i t é s  enzymatiques é tud iées  met en évidence des d i f -  

fé rences  de comportement : l ' a  ga l ac tos idase ,  l ' a  mannosidase e t  l a  N-acétyl  

B galactosaminidase p ré sen ten t  des a c t i v i t é s  comparables que l  que s o i t  l ' a l -  

l è l e  S po r t é  ( S I ,  S2 ou S b ) .  Par  cont re ,  pour  l a  B ga lac tos idase ,  l e  o o l l e n  

i s s u  du clône ~b (S S ) a une a c t i v i t k  double de c e l l e  décelée dans l e  ~ o l l e n  
1 2  

i s s u  de S ( s l s l )  ou Bg (s2sq) ; pour l a  N-acétyl 3 glucosaminidase, l e  c lône 1 
S I  p ré sen te  l a  p a r t i c u l a r i t é  d ' a v o i r  une a c t i v i t é  é levée.  



FIGURE 22 : EVOLUTION DES A C T I V I T ~ S  ENZYMATIQUES SPÉCI FIQUES 

ENREGISTRÉES AU NIVEAU DU TUBE POLLINIQUE AU 

COURS DE LA GERMINATION, 

A c t i v i t é s  
Uni tés  spécif iques 

C 

3 0 60 120 180 2 40 
Temps en minutes 

600 
cl.. glc NAC - gal NAC 
0.0-0 B gal 
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h 6 - A  a gal  
c. -* phosphatases acides 

500 



Ces résultats ne sont pas interprétables à ce stade de l'étude ; on ne peut 

relier directement une activité glycanne hydrolase à la présence d'un allèle S 

particulier. 

2-campah&on pa.t.fhn-aQ& : Elle n'a pu être réalisée, pour des raisons de 

quantité de matériel disponible, que sur le clône Bb (S S ) .  1 2  

Le style vierge présente une activité glycanne h-jdrolase (expri- 

mée en unités spécifiques) beaucoup plus faible que celle du pollen porteur 

des mêmes allèles S, exception faite de l'a galactosidase. 

La pollinisation amène une modification, importante parfois, des activités 

spécifiques de certaines glycannes hydrolases : 

- la pollinisation incompatible induit une diminution de 
l'activité de l'a mannosidase ; 

- la xénopollinisation, dans ce cas demi-compatible, se tra- 
duit par une augmentation considérable de l'activité a galactosidasique (3 
fois celle du style vierge), de la 6 galactosidase et de la N-acétyl 6 galac- 
tosaminidase) , (2 fois l'activité du style vierge). 

Les variations observées ne peuvent traduire une simple addition des activités 

enzymatiques du style et des tubes polliniques : au cours de la germination du 

pollen, on constate une augmentation régulière de toutes les activités glycm- 

nes hydrolases ; or, la pollinisation a parfois pour conséquence une activité 

enzymatique identique dans le style vierge et ie style pollinisé (c'est le 

cas pour l'a mannosidase) alors que l'activité mesurée dans les tubes polli- 

niques pour cet enzyme est très fortement augaentée au cours de la germinatioc. 

On peut donc penser que les activités enzymatiques sont adaptées aux condi- 

tions du métabolisme local nécessaire à la croissance ou à l'arrêt du tube 

pollinique. 

Cependant, les résultats des dosages enzymatiques obtenus, s'ils sont globale- 

ment intéressants, présentent quelques incertitudes : l'activité spécifique 

de chaque enzyme étudié ne peut être déterminée avec la précision souhaitable, 

compte-tenu de la présence abondan~e de pigmects liés aux protéines extraites ; 

la localisation électrophorétique des activités enzymatiques qui aurait oer- 

mis une meilleure appréhension des résultats est, pour les mêmes raisons, ren- 

dire in~ossilcl?. Ye p1~;, il wurcit été k.té:esçat I t i ~ d . o r  12 r3-2 7.0s prqf6;- 

nes que les allèles S produisent théoriquement ; les résultats obtenus per- 

mettent en effet de mettre en évidence l'apparition de pics à 278 nm dans 

les styles ayant subi les pollinisations compatible et incompatible. Il aurait 

donc été utile de définir et de caractériser par les critères habituels ces 

différentes protéines. La liaison avec des pigments au cours des processus 



d' e x t r a c t i o n  ne permet malheureusement pas ,  avec l e s  techniques  u t i l i s é e s  e t  

malgré de nombreuses t e n t a t i v e s ,  d ' a l l e r  p l u s  avant dans l ' a n a l y s e .  Devant 

l ' i m p o s s i b i l i t é  de  résoudre ces problèmes, nous avons du nous o r i e n t e r  ve r s  

l a  d é f i n i t i o n  e t  l ' a n a l y s e  d'une a u t r e  c a t é g o r i e  de c o n s t i t u a n t s  c e l l u l a i r e s  : 

l e s  phospholipides e t  l e s  glycosphingolipides.  

V - LES PHOSPHOLIPIDES ET L'INCOMPATIBILITE DE FECONDATION 

La cro issance  des t ubes  p o l l i n i q u e s  dans l e  t i s s u  conducteur 

du s t y l e  déclenche des r é a c t i o n s  physiologiques dont nous avons mis en évi- 

dence quelques a spec t s  dans l e s  paragraphes précédents .  Ces r é a c t i o n s  abou t i s sen t  

au  r e j e t  de l ' a u t o t u b e  ou permettent  l a  t r a v e r s é e  du s t y l e  dans l e  cas  compa- 

t i b l e .  Que l l e  que s o i t  l a  réponse, ces  phénomènes n é c e s s i t e n t  des  échanges 

importants .  I l  a p p a r a î t ,  en e f f e t ,  que l a  c ro issance  du tube  p o l l i n i q u e  préa- 

l a b l e  à l a  fécondat ion ,  n é c e s s i t e  une pe rméab i l i t é  des membranes e t  l 'adap-  

t a t i o n  de systèmes e n z p a t i q u e s  exactement adaptés  aux processus biochimiques 

locaux (HAVEZ, 1967). 

O r ,  l e s  phospholipides sont  des  c o n s t i t u a n t s  e s s e n t i e l s  des  

systèmes membranaires e t  t o u t e  a l t é r a t i o n  ou simple d i f f é r e n c e  dans l a  compo- 

s i t i o n  en phospholipides des membranes peut avo i r  un e f f e t  s u r  l a  p e r n é a b i l i t é  

e t  pa r  l a  même, sur l a  c ro i s sanc r  du tube  po l l i n ique .  De p l u s ,  l a  conformatiog 

e t  l ' a c t i v i t é  enzymatique des p r o t é i n e s  membranaires peuvent ê t r e  modifiées 

p a r  l e s  phospholipides.  I l  e s t  donc important  de d é f i n i r  l e s  phospholipides 

e n t r a n t  dans l a  composition des s t y l e s  e t  du po l l en  d 'oenothera ~ s s o u ~ ~ e n s i s ,  

d '  ana lyser  l e u r  s t r u c t u r e  e t  d' é t u d i e r  l e u r  évolu t ion  au  cours du phénomène 

d ' au to incompa t ib i l i t é  de fécondat ion.  

Après l a  d e s c r i p t i o n  des pr inc ipaux phospholipides v6gétaux 

e t  l e u r  l o c a l i s a t i o n ,  nous analyserons l e s  d i f f é r e n t e s  fonct , ions connues de 

ces  composants. Les r é s u l t a t s  .expérimentaux nous permettront  e n s u i t e  de f a i r e  

des hypothèses s u r  l e  r ô l e  des phospholipides dans l a  r é a c t i o n  de r e j e t .  

a )  S t r u c t u r e  e t  r é p a r t i t i o n  des phospholipides.  

Les phospholipides (glycérophosphat ides ,  phosphoinos i t ides ,  

phosphosphingosines) e n t r e n t  dans l a  c o n s t i t u t i o n  des membranes de t o u t e  



c e l l u l e  vivante : c e t t e  ca tégor ie  de l i p i d e s  n ' e s t  donc pas p a r t i c u l i è r e  au 

règne végétal. 

Les deux premiers groupes c i t é s  ont  pour formule générale : 

R e t  R2 sont  des r e s t e s  a l ipha t iques .  1 

Le tableau 23 suivant  r é p e r t o r i e  l e s  principaux phospholipides 

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

Tableau 23 : l o c a L b d o n  d u  ptUncLpaux p h o s p h o f i ~ i d c ~ .  

X 

H 

+ 
-CH2-CH2-N-(CH3)3 

-CH2-CH2-NH2 

Nom 

Acide phosphatidique 

Phosphatidyl ch01 ine 
ou l é c i t h i n e  ' 

Phosphatidylëthanol- 
amine ou cëphaline 

-CH2-CH-NH2 
1 
COOH 

- C H ~ - C H O H - C H ~ O H  

-CH2-CHOH-CH2 
O 

HO-P=O 
9 

ÇH2-CH-CH2 
R4-CO-0 O-CO-~3 

Abréviation 

-------------------------------------------.-----------..----------------------------------------- 
AP 

PC 

PE 

t 

Phosphatidylsérine 

Ptiosphatidylglycérul 

Diphosphatidyl gly- 
cérol (ca rd io l  ip ide)  

Phosphatidyl i n o s i t o l  

Localisation ou 
fonct ion 

intermédiai r e  
métabolique 
(peu abondant) 

cons t i tuan t  des 
membranes pl asni-  
ques 
réticulum endoplas- 
mique 

cons t i tuan t  des 
membranes pl asmi- 
ques non chloro- 
plasmiques 
membranes bactér ien-  
nes 

PS 

PG 

PGP 

PI 
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La r é p a r t i t i o n  des d i f f é r e n t e s  c a t é g o r i e s  de phospholipides 

v a r i e  su ivant  l e s  p a r t i c u l e s  s u b c e l l u l a i r e s  ( t a b l e a u  24) m a i s  quelques l o i s  

géné ra l e s  peuvent ê t r e  formulées (MAZLIAK, 1971).  

1)  l e s  l é c i t h i n e s  sont  l e s  phospholipides majeurs des  membranes cytoplasmi- 
ques non ch lo rop la s t iques  des c e l l u l e s  végé ta l e s  ; 

2) dans l a  p l u p a r t  des membranes non ch lo rop la s t iques ,  l a  phosphat idyl  é thanol-  
amine e s t  un deuxième phospholipide t r è s  impor tan t ,  en p a r t i c u l i e r  dans l e s  
membranes bac tér iennes  ; 

3) l 'ensemble des phospholipides azotés  r ep ré sen te  p l u s  de 70 % des phospho- 
l i p i d e s  t o t a u x  ; l a  phosphat idylsér ine  e t  l ' a c i d e  phosphat idique sont  souvent 
p r é s e n t s  à l ' é t a t  de t r a c e s ,  l e u r  présence e s t  sans  doute l i é e  à des a c t i v i t é s  
enzymatiques ou/e t  au f a i t  q u ' i l s  i n t e rv i ennen t  comme in t e rméd ia i r e s  métaboli-  
ques ; 

4) l e  phosphat idylg lycéro l  (PG)  e t  l e  d iphosphat idylg lycéro l  (PGP) s e  concen- 
t r e n t  dans l e s  membranes, où s ' e f f e c t u e n t  des conversions énergé t iques  avec 
t r a n s f e r t  d ' é l e c t r o n s  : on t rouve  l e  PG dans l e  ch lo rop la s t e  e t  l a  l o c a l i s a -  
t i o n  quas i  spéc i f ique  du PGP s e  s i t u e  dans l a  membrane i n t e r n e  de l a  mitochondrie.  
I l  e x i s t e  une d i f f é r e n c e  e n t r e  l a  composition de l a  membrane ex te rne  de l a  
mitochondrie ,  proche de c e l l e  des membranes microsomales e t  c e l l e  de l a  mem- 
brane i n t e r n e ,  pauvre en PG e t  r i c h e  en PGP ; 

5 )  l a  composition en ac ides  gras  e s t  t r è s  v a r i a b l e  s e lon  l e s  espèces.  Ce t t e  
v a r i a b i l i t é  n ' e x i s t e  pas pour  une même c e l l u l e  : il e x i s t e ,  pour une c e l l u l e  
donnée, un équipement enzymatique t e l  qu'une c e r t a i n e  c o l l e c t i o n  d ' ac ides  g r a s  
peu t  ê t r e  syn thé t i s ée .  Cependant, l e s  membranes péricytoplasmiques sont  p l u s  
r i c h e s  en ac ides  gras  saturés que l e s  membranes in t r acy top la sn iques  : l a  gré-  
pondérance d 'ac ides  g ra s  s a t u r é s  cont r ibue  à s t a b i l i s e r  l e s  molécules de phos- 
pho l ip ides  dans l a  bicouche l i p i d i q u e  e t  augmente l ' imperméab i l i t é  du plasma- 
lemme. 

Remarque : Le plasmalemme con t i en t  une .assez  f o r t e  propor t ion  de c h o l e s t é r o l  ; 

l e  r appor t  molaire  cholestérol/phospholipides t o t a u x  e s t  vo i s in  de 111. Ce 

t a u x  é levé  de c h o l e s t é r o l  a une in f luence  p o s i t i v e  s u r  l a  s t a b i l i s a t i o n  des 

membranes. ~ i f f é r e n t e s  t h é o r i e s  on t  é t é  proposées à propos des p r o p r i é t é s  

du complexe phospholipides - c h o l e s t é r o l .  

b )  Fonction des phospholipides membranaires. 

Deux types de fonc t ions  peuvent ê t r e  d i s t i ngués  : l e s  phospho- 

l i p i d e s  i n t e rv i ennen t  dans l e s  systèmes de t r a n s f e r t  d ' é l e c t r o n s  des cha îces  

r e s p i r a t o i r e s  a i n s i  que dans l e s  phénomènes de pe rméab i l i t é  membranaire. 

1-n&atiunb avec c h d n u  dde U p u ~ t  d 'éLec;uro~a : Les systèmes enzyna- 

t i q u e s  de l a  chaîne r e s p i r a t o i r e  dépendent de l a  présence des phospholi-ides 

membranaires ; c e t t e  dépendance e s t  souvent c i t é e  comme l 'exemple typ ique  

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



TABLEAU 24 : DISTRIBUTION DES PHOSPHOLIPIDES DANS QUELQUES 

T I  SSUS VÉGÉTAUX (EXPR IMÉS EN M I  CROMOLES PAR 

GRAMME DE POIDS FRAIS), 

1 
PART 1 CU 

CHLOROPLASTES I 
Mals ( i ea  mais) 
Epi  n a r d  (Spinacea O teracea) 

MITOCHONDRIES I 
Tubercules de pomme de t e r r e  
(So lmm t u j z r o s m )  

Pomme (;jm? m a l s )  
Chou f leur'"~3rcssica olerace 

FRACTION MICROSO:4IALE 

Pomme de t e r r e  (SoLcmm 
tuberosm) 1 -  

1 

:: m i  c romo les lg  de po ids  sec 
:::: en pourcentage. 

LEGENDE : PC : phosphat idy lcho l ine  - PE : phosphatidyléthanolamine - 
PG : phospha t i dy lg l yc i ro l  - PI  : p h o s p i i a t i d y l i n i s i t o l  - 
DPG : d i p h o s ~ n a t i d y l g l y c é r o l  ( c a r d i o l i p i d e )  - PS : phospnat idy lser ine  - 
AP : acide phosphatidique. 
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En particulier, l'activité succinoxydasique ainsi que des parties du système 

nniltienzyme, telles que la COQ-réductase, la CoQHg-cytochrome c réductase et la 

cytochrome oxydase, sont presque totalement inactivées dans les mitochondries 

chez lesquelles les phospholipides ont été éliminés. Il se forme des complexes 

entre les phospholipides des membranes internes mitochondriales et le cytochro- 

me c avec le DPG et le PI notamment) (JOLLIOT et MAZLIM, 1973 : travaux 

sur les mitochondries de chou fleur). 

Dans la réaction de l'oxydase du cytochrome, le substrat et l'enzyme doivent 

exister sous forme de complexes lipoprotéiques. 

Dans les chaînes de transport d'électrons, les phospholipides Mtochondriaux 

interviennent à 3 niveaux différents : 

- ils jouent un rôle spécifique dans la formation d'une forme 
micellaire du cytochrome c qui permet une interaction de type lipophile 
avec l'enzyme ; 

- ils ont une action non spécifique dans le maintien d'un état 
dispersé de l'oxydase tels que les atomes de Cuivre et les groupement SH qui 
détiennent l'activité catalytique aient une orientation conven~ble ; 

- une ou deux molécules de DPG sont indispensables et doivent 
nécessairement être liées à la cytochrome olcydase. 

De la même façon, les phospholipides sont nécessaires dans les systènes de trans- 

port d'électrons dans le réticulum endoplasmique (JONES et WAXIL, 1967) (ac- 

tivité NADH cytochrome c oxydo-réductase) ; de plus, les phospholipides sont 

indispensables, dans les microsomes de foie, pour les processus d'oxydation du 

NADPH couplés soit à la désaturation du ~téaro~lcoenzyne A soit à l'hydroxy- 

lation et aux réactions du déméthylation (STROBEL et coll., 1 9 7 0 ) ~  enfin, 

DUTTERA et coll. (1968) ont démontré la nécessité des phospholipides dans l'ac- 

tivité glucose 6 phosphatase dans les microsomes de cellules hépatiques. 

2-k6Le d m ~  LU k é a c t i v ~  dde Lf~an~potL;t  mernbkmohe : 11 existe une littérature 
abondante sur le rôle des phospholipides dans les réactions de transports 

membranaires. Les propriétés de perméabilité de plusieurs systèmes mernbrmaires 
* 

ont été mises en relation avec leur composition en phospholipides. Des membra- 

nes artificielles composées uniquement de deux couches bimoléculaires de phos- 

pholipides permettent d'imiter les phénomènes de perméabilité passive des mem- 

branes biologiques. Ainsi, &es découpleurs de phosphorylation oxydative induisent 

une augmentation notable de la conductance en protons des couches phospholipidi- 

ques, ce qui est en accord avec l'hypothèse de PITCHELL ; selon cette théorie 

ces découpleurs agissent comme transporteurs de protons liposoiubles à travers la 

membrane mitochondriale interne pour éviter la formation de gradients de pro- 

tons au cours du transport d'électrons. 



La valinomycine et d'autres ionophores produisent un transport sélectif de K+ 

et d'autres cations au travers des membranes phospholipidiques artificielles 

de façon analogue à leurs effets sur les mouvements des cations au travers des 

membranes mitochondriales ou d'autres types de membranes biologiques. 

Chez de nombreuses espèces de mammifères, la perméabilité des membranes éry- 

throcytaires aux substances ioniques et non ioniques suivent une relation 

étroite avec le rapport lécithine/sphingomyéline. Comme les lécithines con- 

tiennent généralement une proportion plus élevée d'acides gras insaturés que 

les sphingomyélines, l'hypothèse a été émise que la perméabilité peut dépenüre 

partiellement du degré de saturation des phospholipides membranaires. 

Les observations de DE GIER et coll. (1968) sur des membranes artificielles, 

préparées à partir de phospholipides purs,sont en accord avec cette interpré- 

tation. La vitesse de pénétration des vésicules liposomiaux par les non élec- 

trolytes ou les cations augmente avec le degré d'insaturation des acides gras 

phospholipidiques. 

Des travaux récents ont été consacrés aux effets régulateurs des phospholipides 

sur llATPase mitochondriale impliquée dans la phosphorylation oxydative. Les 

phospholipides jouent aussi un rôle important dans la fonction d'autres ATPases 

subcellulaires impliquées dans les réactions de transport membranaire. LIATPase 
+ + 

plasmique qui est activée par les ions Na et K ,  et qui participe sans aucun 

doute à la translocation de ces cations,dépend des phospholipides dans quelques 

tissus ; une autre ATPase,qui intervient dans le trmspcrt actif,est celle du 
++ 

réticulum sarcoplasmique,impliquée avec l'échange des ions Ca , dont la sortie 
est également concomitante avec l'hydrolyse dlATP dans les vésicules microso- 

males isolées du muscle. Le traitement de microsomes par la phospholipase C 

inactive à la fois 1'ATPase et le transport de ~a++ ; l'activité est restaurée 

par adjonction de phospholipides (lécitiiine, lysolécithine ou acide phosphati- 

dique). 

3 - i n ~ l u e ~ c e  d u  f i p i d u  lu aot ivLt& enzyrna t iqu~  &Eu aux membfiana : 

Les techniques de biophysique ont récemment permis de mettre en évidence l'état 

dynamique dans leql~el se trouvent les phospholipides. Ainsi, les longues chaî- 

~ e c  ~,li-11'2ti-qilos de$ acides gras constitl~tifs sont c3,cabies de C.P -lier rani- 

dement ; d'autre part, des molécules peuvent se déplacer à l'intérie-ur des mem- 

branes (DEVAUX et Mac CONNEL, 1973) ; enfin, des phospholipides passent très 

b~tement d'un feuillet à l'autre (mouvement flip-flop) (VERKUIJ et coll., 1973). 

La structure et l'activité des protéines membranaires dépendent, en partie au 

moins, de cet environnement lipidique ; WARREN et coll. (1975) ont montré que 



llATPase du sacoplasme musculaire doit, pour rester active dans le transport 

du calcium, être entourée d'un anneau de 30 molécules de phospholipides. 

Les lipides membranaires peuvent donc être divisés en 2 classes : les lipides 

liés entourant les protéines et les lipides mobiles qui diffusent latéralement 

à l'intérieur de la membrane. Le passage des lipides d'un état liquide à un 

état de gel par exemple, induit l'inhibition de la respiration mitochondriale 

lorsque la température s'abaisse au-dessous de 10'~ chez les végétaux sensi- 

bles au froid. 

c) Les phospholipides végétaux. 

Il faut distinguer les tissus chlorophylliens des autres tis- 

sus. Le tableau 24 indique la composition et la concentration en phospholi~i- 

des de quelques plantes. 

Les lipides totaux peuvent constituer jusqu'à 10 % du poids 
sec des feuilles et jusqu'à 40 $ du poids sec de chloroplastes isolés. Les 

phospholipides constituent 14 % des lipides des lamelles chloroplastiques, les 

galactolipides 40 %, les sulfolipides 7 %,leschlorophylles, caroténoIdes et 
quinones 37 % des lipides totaux. Le phosphatidylglycérol est le phospholipi- 
de principal des chloroplastes ; la phosphatidylcholine et le phosphatidylino- 

sitol sont présents seulement en faible quantité (3 % et 2 % respectivement 
des lipides totaux) (ALLEN et coll. , 1966) ; on trouve essentiellement dans 
les lamelles chloroplastiques le monogalactosyldiglycéride (MGDG), le 

digalactosyldiglycéride ( D G D G ) ~ ~  le sulfoquinovosyldiglycéride (sL). Ces Li- 

pides ne sont pas répartis de façon uniforme dans les membranes chloroplasti- 

ques : le MGDG est concentré dans les membranes interrîes du thylacoîde tandis 

que le DGDG est surtout localisé dans les enveloppes chloroplastiques. 

Dans les feuilles étiolées et dans les tissus non photosynthé- 

tiques des plantes supérieures, la phosphatidylcholine et la phosphatidyl- 

éthanolamine sont,normalement,les phospholipides les plus abondants. Toutes 

les algues vertes étudiées contiennent les mêmes phospholipides que les plan- 

tes supérieures bien que les proportions relatives des différentes catégories 

varient avec l'espèce et avec les conditions culturales. La composition en 

phospholipides varie également avec la temp6rat;ure chez les algues. 

*Les bactéries photosynthétiques contiennent également le 

phosphatidylglycérol comme les chloroplastes ; la phosphatidyléthanolamine 

est relativement abondante chez ces microorganismes. 



Excepté pour les chloroplastes,il existe peu d'informations 

sur la composition en lipides de préparations subcellulaires de cellules vé- 

gétales ; les mitochondries sont riches en phosphatidylcholine et en phospha- 

tidyléthanolamine. Le phosphatidylinositol et le diphosphatidylglycérol sont 

aussi présents avec une plus forte concentration en diphosphatidylglycérol 

dans les mitochondries que dans le tissu entier. 

Bien que la phosphatidylcholine, la phosphatidyléthanolamine 

et le phosphatidylglycérol soient en général les phospholipides les plus im- 

portants des végétaux supérieurs, tous les tissus étudiés contiennent de pe- 

tites quantités de phosphatidylinositol et de diphosphatidylglycérol ; la 

phosphatidylsérine se trouve, quand elle existe, en petites quantités. L'acide 

phosphatidique existe en faibles quantités et sa présence en teneur significa- 

tive dans les extraits végétaux,est certainement due à l'activité de la 

phospholipase D au cours de l'extraction. 

La N-acétylphosphatidyléthanolamine a été identifiée dans des 

semences (Pois et Soja) ainsi que dans la farine de Blé (QUARUS et coll., 

1968 ; ANEJA et coll. , 1969). 

Quelques végétaux contiennent également un phytoglycolipide 

complexe contenant du phosphore dont la structure a été élucidje par CARTZR 

et coïï. (1969). 

l-din,C&buZion d b ~  a c i d a  g t r a  d m  la phosphafipides végétaux : ils sont ré- 

pertoriés dans le tableau 25. La composition en acides gras des lipides végé- 

taux dépend des conditions de l'environnement en général. La lumière et la 

température en sont des éléments. 

Alors qu'un grand nombre d'acides gras ont été identifiés dans les plantes, on 

rencontre chez les phospholipides, des acides gras majeurs : les acides pal- 

mitique, linoléique et linolénique et, en quantité moins importante, les acides 

stéarique et oléique. Ceux dont les longueurs de chaîne sont autres que C 16 OU 
'18 n'existent qu'à l'état de traces. 

L'acide hexadécénoique isomère 9 ou 7 se retrouve en faibles quantités. L'iso- 

mère 3-trans-hexadécénoïque qui intervient spécifiquement en position 2 du 

phosphatidylglycirol dans les tissus photosynthétiquement actifs des végétaux 

supérieurs peut représenter 70 % des acides gras totaux en position 2 de ce 
lipide pour les chloroplastes d'épinard. 

Les acides gras oxygénés, branchés ou 2 nombre impair d'atomes de carbones se 

retrouvent souvent parmi les triglycérides des semences ainsi que dans les 



TABLEAU 25 : RÉPARTITION DES ACIDES GRAS DANS LES PHOSPHOLIPIDES 

VÉGETAUX (EXPRIMÉS EN POURCENTAGES RELATIFS) , 

LEGENDE : ? C  : phosphatidylcholine - PE : phosphat idylé thanolamine  - PG : pnosphatidylglycérol - 
PI : phosphatidyl inositol - CL : cardiol ipide (d iphospha t idy lg lycé ro l )  - PS : phosphatidylsérine. 

1 : IiICHOLS et JAMES, 1964. - Fette, Seifen, Anstrichmittel 66, 1003. 
2 : LEPAGE, 1967. - Lipids. 2. 44. 
3 : GALLIARD, 1968. - ~h~tochem., 7, 1907. 
4 : GALLIARD, 1968. - Phytochem., 7, 1915. 
5 : i:c ;:;;A;:.I ct GALLSU, 1936. - Z:;chen,'ztry, 5. 4115$. 



c i r e s  épidermiques des t i s s u s  végétaux e t  n ' appart iennent  normalement pas aux 

phospholipides. 

La composition en AG des phosphatidylcholines e t  des phosphatidyl6thanolamines 

sont  s imi la i r e s .  Le phosphat idyl inos i to l  e t  l e  diphosphatidylglycérol  contien- 

nent  normalement une p lus  f o r t e  proport ion d ' acides  gras  sa tu rés  ( e s s e n t i e l l e -  

ment l ' a c i d e  palmit ique) que l a  phosphatidylcholine e t  l a  phosphatidyléthanol- 

ainine. 

La d i s t r i b u t i o n  des acides gras e n t r e  l e s  pos i t ions  1 e t  2 des phospholipides 

e s t  analogue à c e l l e  des l i p i d e s  animaux : l e s  ac ides  gras  sa tu rés  sont loca- 

l i s é s  principalement en pos i t ion  1 t and i s  que l a  pos i t ion  2 e s t  occup6e sur- 

t o u t  pa r  l e s  insa tu rés .  Cependant, l e s  ac ides  l ino lé ique  e t  l inolénique  cons- 

t i t u e n t  normalement 60 à 80 % des acides gras des phospholipides végétaux e t  

l a  d i s t r i b u t i o n  de ces ac ides  gras polyinsa turés  e n t r e  l e s  2 p o s i t i o n s  e s t  iden- 

t i q u e .  Une quan t i t é  s i g n i f i c a t i v e  d 'acide l inolénique  peut s e  t rouver  en 

pos i t ion  1. 

2-précahons pam2cuRietru 2 prwdrre p o u  l' exttLac,tion d u  f i p i d u  vEgéaîzux : 

Beaucoup de végétaux contiennent des enzymes l ipo ly t iques  t r è s  a c t i f s ,  l i bé -  

r é s  a u  cours du broyage c e l l u l a i r e ,  t e l l e s  l a  phospholipase D e t  les acyl- 

hydrolases. De t e l s  enzymes d é t r u i t s  même à f a i b l e  température, vo ien t  l e u r s  

e f f e t s  accentués pa r  l ' u t i l i s a t i o n  de solvants  organiques, au cours de l ' ex -  

t r a c t i o n .  I l  fau t  donc pour a t t énuer  l 'hydrolyse  enzymatique, "blanchir"  l e s  

t i s s u s ,  en l e s  homogénéisant avec l ' i sopropano l  (de préférence à chaud) avant 

l ' e x t r a c t i o n  par  l e s  so lvants  appropriés. 

Le contenu vacuola i re  cont ient  de f o r t e s  concentrat ions en acides organiques ; 

l e u r  l i b é r a t i o n ,  au cours de l ' e x t r a c t i o n ,  produi t  des nélanges ac ides  e t  

en t ra îne  une b a i s s e  du pH. 

Des composés phénoliques sont  également abondants dans l e s  c e l l u l e s  végéta les  

e t  l e u r  oxydation (spontanée ou enzymatique),au cours de l ' e x t r a c t i o n ,  conduit 

souvent à des substances poly-phénoliques, t r è s  colorées,  qui inac t iven t  de 

nombreuses enzymes par  un processus de "tannage". 

Les enzymes l ipo ly t iques  mentionnés ci-dessus peuvent a t t aquer  l e s  s t r u c t u r e s  

membranaires l ipoproté iques ,ce  qui provoque~par exemple, l ' inact ivat ion des 

chLoroplastes e t  des mitochondries. 

Un contrô le  du pH, l a  prévention e t  l ' é l imina t ion  des composés polyphénoli- 

t i q u e s  e t  des ac ides  gras son t  indispensables pour une production s a t i s f a i s a n -  

t e  d ' e x t r a i t s  a c t i f s  e t  d 'organi tes  subce l lu la i r e s  fonctionnels .  



d) Résultats expérimentaux (CARON et BRIS, 1974). 

f - a n d y b e  d u  e6.teh.b rnélthyLLque6 d'addu gttas natm& : L'extraction des es- 

ters méthyliques d'acides gras naturels est effectuée sur le matériel frais, 

non congelé. 

Cette extraction (fiches techniques no 9 et 10) a nécessité la recherche d'une 

méthode spécifique, différente de celle de FOLCH (1957)~ afin d'éviter la mg- 

thylation ; les lipides sont extraits par le mélange chlorofome-isopropanol 

(2/1, v/v) (FATHIPOUR et coil., 1967). Le résidu sec est repris par un volume 

minimum d'éther de pétrole 60-70'. L'analyse qualitative des esters méthyliques 

naturels est effectuée après purification sur colonne d'acide silicique (fiche 

technique no ll), évaporation à sec, redissolution dans l'hexane et analyse par 

chromatographie en phase gazeuse sur colonne de DEGS. 

L'analyse chromatographique permet de caractériser l'oléate et l'arachidonate 

de méthyle dans les pollens des plantes SI, Bb et Bg ; aucun ester méthylique 

naturel n'a pu être mis en évidence dans les extraits de style vierge. 

La comparaison des chromatogrammes des extraits de pollen met en évidence la 

grande homogénéité qualitative et quantitative des extraits en oléate et ara- 

chidonate de méthyle. 

Le pollen dlOenothe-a misso&ensis a une composition en esters méthyliques na- 

turels différente de celle du Bl6,dans lequel CONNELL (1964) a caractérisé le 

caproate et le caprylate de méthyle. Par contre, elle semble se rapprocher du 

pollen de Maïs au niveau duquel FATHIPOL? et coll. (1967) ont mis en évidence 

l'oléate et l'arachidonate de méthyle quoiqu'en quantité plus faible que le 

linoléate et le palmitate. 

Une telle composition se révèle homogène dans chacun des pollens issus des 

3 génotypes étudiés (CARON, 1972). 

2 - a n d g ~ c !  d a  a t i d u  g t r a  e&an;t d m 5  L a  compo~iA.iort d a  f i p i d a  ;toAaux : Les 

tissus végétaux sont riches en enzymes, en particulier en phospholipases, 

qu'il est indispensable d'inactiver avant toute extraction. De plus, les 

grains de pollen sont entourés d'une enveloppe dure et difficile à rompre : 

l'exine. Pour ces deux raisons, le broyage et l'homogénéisation des tissus sont 

effectués dans l'azote liquide,qui favorise l'éclatement de l'exine et qui 

inactive les phospholipases et les galactolipases présentes. 
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Les l i p i d e s  sont ensu i te  e x t r a i t s  par l e  mélange de FOLCH. A l ' i s s u e  des di- 

vers procédés d 'ext ract ion,  un dosage du phosphore l ip id ique  e s t  r g a l i s é  su r  

l e s  rés idus  d 'ext ract ion pour contrôler  l 'absence de phospholipides. Les ré- 

sultats de ces dosages montrent que l e s  teneurs en phosphore sont toujours 

i n f i r i e u r e s  à 1 % pour l e  pollen e t  nu l les  pour l e  s ty le .  

*L'analyse des acides gras  des e x t r a i t s  l ip id iques  totaux e s t  effectuée après 

saponif ica t ion e t  méthylation des acides gras l i b é r é s ,  par chromatographie en 

phase gazeuse sur  colonne de DEGS. Après étalonnage avec des mélanges témoins 

d ' e s t e r  méthyliques d 'acides gras ,  l e s  d ivers  const i tuants  sont évalués en 

pourcentage molaire ( f i c h e  technique no 12). Les r é s u l t a t s  sont rasseniblés dans 

l e  tableau 26 (COUSTAUT e t  LIDDER, 1977). 

L'acide palmitique e t  l ' a c i d e  l inolénique peuvent ê t r e  considérés comme l e s  

acides majeurs du pol len  tandis  que l e s  acides nyr i s t ique  e t  tridécanolque 

sont présents à l ' é t a t  de t r aces .  Enfin, on retrouve dans tous l e s  pollens étu- 

d iés  2 acides gras indéterminés,d6nomn?és X e t  X2. 1 

Comparés ent re  eux, l a  con;position en acides gras des pollens présente quelques 

di f férences  : l e  pol len  i s s u  de l a  p lante  S2S4 montre une f o r t e  teneur en acide 

l inolé ique (12  %) t and i s  que l e s  pollens i s s u s  de SIS l  e t  SIS2 ont des teneurs 

.en ce t  acide 6 f o i s  p lu s  fa ib les .  Le pollen S2Sq ne contient  pas d 'ac ide  ca- 

prique a lo r s  que S S e t  S S en sont pourvus respectivement de 9 % e t  4 $. Le 
1 1  1 2  

taux d 'acide caprique semble donc en r e l a t i on  avec l a  présence de l ' a l l è l e  S 1 '  
il faudra i t  confirmer ce f a i t  expérimental avec du pollen provenant d ' au t res  

plantes possédant l ' a l l è l e  S l i é  à un au t re  a l l è l e  S ( ~ l a n t e  5 S ) par  exemple). 
1 3  

Les acides gras des l i p i d e s  du s t y l e  v ierge ,autopol l in isé  e t  xénopoll inisé 

sont identiques à ceux m i s  en évidence dans l e s  e x t r a i t s  de pollen à l 'excep- 

t i on  des acides gras inconnus X e t  X2. Le tableau montre l 'honogénéité de l a  
1 

dis t r ibu t ion  des acides gras dans l e s  s t y l e s  : ca rn i  eux, l e s  acides palmiti-  

que, l inolé ique e t  l inolénique s e  retrouvent en quant i tés  relativement importantes. 

I l  convie* de noter  que l ' i n t roduc t ion  des acides gras du pollen sur  l e s  p is-  

t i l s  po l l i n i s é s  ne modifie que t r è s  légèrement l a  teneur en acides gras du 

s t y l e  vierge ; en p a r t i c u l i e r ,  l ' a c ide  caprique, trouvé en abondance dans l e  
.. . . ,  s~ l ;e i l  S I ,  n'apparait pas CWS l e s  ;ty:es Y Y a ~ t o p ~ X . i i n ; ~ s .  

1 1  
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En conclusion, deux e s t e r s  méthyliques ont é t é  i d e n t i f i é s  dans l e  pollen : 1'0- 

leste e t  l 'arachidonate de méthyle ; l'homogénéité de l e u r s  d i s t r ibu t ions  qua- 

l i t a t i v e  e t  quan t i t a t ive  dans l e s  3 génotypes de pollens e t  l eu r  absence to ta -  

l e  du s t y l e  vierge sont des éléments contradic toi res  avec l 'hypothèse d'un 
1 

r ô l e  de fac teur  de croissance spécif ique de ces acides gras. 

La comparaison des r é s u l t a t s  concernant l e  pollen e t  l e  s t y l e  vierge met en 

évidence que l e s  teneurs r e l a t i ve s  en acides gras du pollen e t  du s t y l e  v ierge  

sont  équivalentes,  exception f a i t e  de l ' a c ide  l ino lé ique  ; l e  s t y l e  vierge e s t  

t r è s  r i che  en acide l inolé ique mais ne contient  pas d 'acide caprique. La pol- 

l i n i s a t i o n  (compatible ou non) ne modifie que t r è s  légèrement l a  teneur en 

acides gras. 

3- extrtac;tian, a é p a t ~ d o n  Q;t idenzZdication dea phosphofipidu : L' ext ract ion 

e s t  r é a l i s ée  selon l a  méthode de FOLCH e t  co l l .  (1975) ( f i che  technique no 12) ; 

l e s  dosages de phosphore l ip id ique  sont ef fectués  par l a  méthode de BRIGSS 

( 1924) ( f i che  tec-hnique no 13). Les r é su l t a t s  correspondent au pourcentage de 

phosphore exprimé par rapport  au poids de matér ie l  végéta l  f r a i s  ( tableau 27) 

(CARON e t  BRIS, 1972). 

La l e c t u r e  du tableau met en évidence une teneur en phosphore l ip id ique  beau- 

coup plus  élevée dans l e  pollen que dans l e  s t y l e  vierge.  De plus ,  l e s  s t y l e s  

vierges en t re  eux a i n s i  que l e s  s t y l e s  po l l i n i s é s  présentent  des taux de 

phosphore constants. Seule l a  comparaison s t y l e  v ie rge / s ty le  po l l i n i s é  permet 

de déceler  dans l e  s t y l e  non p o l l i n i s é ,  deux f o i s  plus de phosphore l ip idique 

que dans l e  cas de l a  po l l i n i s a t i on  ; l a  t r è s  f a i b l e  d i f férence cbservée en t r e  

s t y l e s  autopol l in isés  e t  xénopoll inisés ne peut ê t r e  considérée corne signi-  

f i c a t i v e ,  à ce s tade  de l ' ana lyse .  

L a  comparaison l a  plus in té ressan te  r e s t e  donc c e l l e  des pollens en t re  eux. 

I l  faut  noter  que dans l e  pollen i s s u  de l a  p lante  B g ,  l e  t a ~ u  de phosphore 

l ip id ique  e s t  nettement supérieur à celui  du pollen i s s u  des plantes S e t  1 
Bb (1,47 % contre 1,07 e t  1,05 % ) .  I l  conviendra de v é r i f i e r  que ce r é s u l t a t  

dépend de l 'absence de l ' a l l è l e  S dans l e  pollen,  d 'autant  plus que l a  teneur 1 
en phosphore l ip id ique  e s t  également plus élevée dans l e s  s ty les  vierges 



Tableau 2 7 : T w e w  en phasphotre Lipidique du poUen e.t 
du a@le d 'Oenothera missouriensis. 

.fractionnement _______----_____--- des ehos~holi~ides ___  ____  ____ : c'est la chronatographie 

d'adsorption sur colonne d'acide silicique Mallinckrodt 100 mesh qiii pernet 

de séparer les diverses catégories de lipides polaires dans un ordre de pola- 

.rité croissante : les lipides neutres sont glués les premiers et les phespho- 

lipides les plus polaires les derniers (fiche technique no 1 5 ) .  A l'issue du 

fractionnement, on recueille 4 fractions : la première, chloroformique, 
contient les lipides neutres ; la seconde, acétonique (fraction A) contient 

les glycolipides ; les 3ème et 4ème fractions (B et C )  renferment la totalité 

des phospholipides. Les dosages de phosphore lipidique montrent que la sépara- 

tion n'est pas tout à fait conforme aux résultats attendus ; en particulier, 

on retrouve une quantité non négligeable de phosphore ligidique dans la 

fraction A ; La purification de cette fraction nécessite une nouvelle étape 

de fractionnement réalisée cette fois sur colonne de DEAE cellulose avec comme 

gluants le chloroforme, le chloroforme méthanol (95 : 5, v/v), le chloroforme 

méthanol (90 : 10, v/v) et le chloroforme méthanol (2 : 1 ,  v/v) saturé avec 

NH40H concentré (fiche technique no 16). 

I 

Matériel Génotype de la  
pl ante pourcentage de P/PF 

....................................................................... 
ls 1 1 ,O7 

Pol 1 en lS2 1 ,O5 

'2'4 1,45 

vierges 

slsl O ,42 
lS2 0,45 

s?s4 0,47 

autopol . 
slsl slsl 0,15 Style 
sls2 s1s2 0,16 

'2'4 '2'4 O, 14 

xénopol . 
'1'1 '2'4 0,21 

'2'4 '1'1 0,19 



Les 3 premières  f r a c t i o n s  cont iennent  l e s  g lyco l ip ides  ; l a  

f r a c t i o n  4 renferme l a  q u a s i  t o t a l i t é  du phosphore l i p i d i q u e  de  l a  s o l u t i o n  

i n i t i a l e  ; en moyenne 95 % du phosphore s e  r e t rouven t  dans c e t t e  f r a c t i o n  chez 

l e  po l l en  e t  98 à 99 chez l e  s t y l e .  

4-andyhe  qudLtaLive  d u  phoaphoiXpidecl : E l l e  e s t  basée  s u r  l a  chromatogra- 

p h i e  en couche mince ( f i c h e  technique no 17) ; l ' i d e n t i f i c a t i o n  e s t  r é a l i s é e  

p a r  des témoins purs e t  des  r é a c t i f s  spéc i f iques  dans l e s  condi t ions  su ivan te s  : 

- couche mince de g e l  de  s i l i c e  Merck G de 250 p d ' épa i s seu r  ; 

- so lvant  : chloroforme - méthanol - ac ide  acé t ique  - eau ( 1 ~ 0 / 2 5 / 2 5 / 6 ,  v /v)  ; 

- migrat ion de  12 cm ; 

- r é v é l a t i o n  au  r é a c t i f  de  Zinzdaze ou p l u s  s p é c i f i q u e  pa r  l e s  r é a c t i f s  de  
Dragendorff,  de Scherer ,  à 11 ninhydrine.  

.é tude des  f r a c t i o n s  4 e t  B : pa r  chromatographie s u r  couche .......................... 
mince, un spo t  unique de Rf : 0,65 dans l e  cas  du p o l l e n , e t  deux s p o t s  dans 

c e l u i  du s t y l e  ( ~ f  : 0,65 e t  0,45) son t  i d e n t i f i é s .  

Le s p o t  d e  Rf : 0,65 correspond à l ' a c i d e  phosphatidiqile,  

comme l e  confirme l ' a n a l y s e  sur couche mince dans l e  so lvan t  a l c a l i n  : 

chloroforme-méthanol-ammoniaque 7 N (65/30/4, v/v)  (dans ces  cond i t i ons ,  1 ' ac ide  

phosphat idique ne migre pas  a l o r s  que tous  l e s  a u t r e s  phospholipides migrent ) .  

Dans ce  so lvan t  a l c a l i n ,  l e s  f r a c t i o n s  provenant du po l l en  

p ré sen ten t  également un s e u l  spot  de Rf n u l  tctadls que c e l l e s  i s s u e s  des s t y -  

l e s  r évè l en t  2  taches de  Rf O e t  0,42. 

Le spo t  de Rf 0,45 i d e n t i f i é  dans l e  système de so lvant  ac ide  

e s t  t r è s  i n t e n s e  pour t o u t e s  l e s  f r a c t i o n s  4 des s t y l e s  mais n ' a p p a r a î t  que 
f 

pour l e s  s e u l e s  f r a c t i o n s  B i s s u e s  des s t y l e s  v i e rges .  Sa  r é v é l a t i o n  p o s i t i v e  

au  r é a c t i f  de  Zinzdaze l ' i d e n t i f i e  s o i t  au  phosphat idylg lyckro l  s o i t  au  d i -  

phosphat idylglycérol .  Il s ' a g i t  en f a i t  de phosphat idylg lycéro l  : l a  preuve 

e s t  apportée p a r  chromatographie s u r  g e l  de s i l i c e  H avec migrat ion dans 

deux so lvan t s  de ~ o l a r i t é  d i f f é r e n t e  d'une p a r t ,  e t  p a r  l ' a r ~ a l y s e  du r appor t  

phosphore/glycérol  d ' a u t r e  p a r t  ; l ' é t u d e  de ce r appor t  f o u r n i t  des va l eu r s  

comprises e n t r e  14,7 e t  17,2 ( v a l e u r  théor ique  pour PG : 15,5 e t  pour PGP : 

10,331. 

En résumé, l e s  f r a c t i o n s  4 e t  B son t  cooiposées d ' ac ide  phos- 

pha t id ique  chez l e  p o l l e n  e t  d ' ac ide  phosphat idique e t  de phosphat idylg lycéro l  

chez l e  s t y l e .  

.é tude ...................... des  f r a c t i o n s  C : l e s  f r a c t i o n s  des d i f f é r e n t s  e x t r a i t s  

p o l l i n i q u e s  sont  chromatographiées dans l e s  condi t ions  expérimentales déc r i -  

t e s  ci-dessus.  



4 spots sont révélés par le réactif de Zinzdaze ; la comparai- 
son de leur Rf à ceux des témoins et l'utilisation de réactifs de révélation 

spécifique (réactif de Dragendorff et réactif à la ninnidrine) permettent 

l'identification directe de 3 phospholipides : 

- la phosphatidyléthanolamine ; 
- la phosphatidylcholine ; 
- la phosphatidylsérine. 

La détermination du hème spot est plus délicate : on obtient 

une tache rose-orangé avec le réactif de Scherer qui peut être le phosphatidyl- 

inositol (fiche'technique no 17). La confirmation de la nature de cette tache 

provient de son analyse en chromatographie gazeuse, après hydrolyse du phos- 

pholipide : le phosphatidylinositol est hydrolysé et 1' inositol libéré est 

triméthylsilylé et chromatographié sur colonne de OV 17 à 3 % chromosorb W 
60-80 mesh à 220'~. 

L'analyse établit qu'il s'agit effectivement de cet ose et 

que le pollen de la plante Bg diffère par sa teneur en inositol des 2 autres 

pollens : il est beaucoup moins riche que les pollens issus des plantes S 
1 

et Bb. 

Dans le style, on obtient également les 3 phospholipides pré- 

cédents (phosphatidyléthanolamine , phosphatidylcholine , phosphatidylsérine ) 
mais le phosphatidylinositol identifié dans le pollen est absent du style. 

S-w,dy.~e d u  a c i d a  giracl c v m M d a  d u  p h v a p h v f i p i d a  JLiNûER ex COUSTAN, 

1 9 7 3 )  : Elle s'effectue après saponification des phospholipides et méthgla- 

tion des acides gras par chromatographie en phase gazeuse sur colonne de DEGS 

à 176'~ (fiche technique no 18). 

Les acides gras des phospholipides du pollen sont les suivants : 

- l'acide hexadécsnolque (palmitique) ; 

- l'acide cis 9-cis 12-cis 15 octadécatriénoîque (l'acide 
linolénique). 

Dans les styles, par contre, 3 acides gras entrent dans la composition des 

phospholipides : 

- l'acide hexadécanolque (palmitique) ; 
. - . , - l'aciue cis 5-cis ~claù~ca?iirilû~~ue (li~vlEi~~2) ; 

- l'acide cis 9-cis 12-cis 15 octadécatriénolque (linolénique). 

Les résultats moyens exprimés en pourcentage molaire après planimétrie des 

chromatogrammes sont réunis dans le tableau suivat : 



En résrné, l'étude analytique des phospholipides du pollen et du style d'Oe- 

Pol len 

Style 

nothera missouriensis met en évidence : 

- des différences quantitatives entre les pollens de 3 plan- 
tes S , Bb et Bg : le pollen Bg bien que plus riche en phospholipides totaux 
possède des teneurs en acide phosptatidique et en phosphatidylinositol plus 
faibles que S I  et Bb ; les taux de phosphatidylcholine, pnosphatidylsérine et 
phosphatidyléthanolamine y sont au contraire augmentés ; 

Acide 
palmi tique 

87 

4 1 

- il existe des différences quantitatives entre le taux de 
phospholipides des styles vierges et autopollinisés : le style vierge est deux 
fois plus riche en phospholipides que le style pollinisé ; 

- il existe des différences qualitatives entre les phospholi- 
pides du style et ceux du pollen : le phosphatidylinositol n'existe que dans 
le pollen et le phosphatidylglycérol que dans le style ; au niveau des acides 
gras constitutifs, l'acide linoléique n'appartient qu'au style. 

Aci de 
linoléique ......................................................... 

O 

2 1  

6-condu6ion  : En conclusion de cette étude sur les esters méthyliques d'acides 

Acide 
linolénique 

13 

38 

gras et les phospholipides du pollen et du style d'oenothera missouriensis, 

nous pouvons dire que les tentatives d'isolement et de caractérisation de ces 

constituants cellulaires conduisent à des résultats positifs. Cependmt, les 

différences qualitatives et quantitatives constatées entre les différents 

génotypes, entre le pollen et le style ou entre les styles ayant suDi la pol- 

linisation compatible ou non doivent être envisagées avec beaucoup de prudence, 

dans le cadre de leur rôle éventuel dans les processus d'autoincompatiùilité 

ou de leurs relations avec les différents allèles S. 

Le tableau récapitulatif (tableau 28) suivant permet de résumer et de situer 

les variations observées. 

Les faits les plus saillants sont la présence d'esters méthyliques, d'acides 

gras naturels (oléate et arachidonate de méthyle) retrouvés exclusivement dans 

Le poiien quel que soii i1aii2it: ù ; 1';~c;ie ii;r~;Gi~u~ est =2 C û 1 3 C -  

téristique du style ; enfin si le phosphatidylinositol est spécifique au 

pollen (avec des variations selon les génotypes), le phosphaticiylglycérol 

n'apparaît que dans les styles. 

Il faut également noter que s'il existe un métabolisme phospholipidique carac- 

téristique du pollen ou du style, la pollinisation, compatible ou non, ne 



semble pas avo i r  un r ô l e  p a r t i c u l i e r  dans l a  t eneur  e t  l a  r é p a r t i t i o n  des 

l i p i d e s  phosphorylés. 

VI - LES GLYCOSPHINGOLIPIDES 

Les glycosphingolipides (GSL) sont  des cons t i tuan t s  membranai- 

r e s  des organismes procaryotes e t  eurcaryotes .  Peu abondants, l e u r  importance 

fonc t ionne l l e  dans l e s  membranes, a é t é  mise en évidence par  des t ravaux ré- 

cents .  

Const i tuants  de l a  matr ice l i p i d i q u e  membranaire, l e s  GSL 

apparaissent ,en effet,comme l e s  éléments de s p é c i f i c i t é  c e l l u l a i r e  (MARTENSON, 

1969). De p l u s ,  l a  teneur  en GSL v a r i e  dans l e s  t i s s u s ,  l e s  organes ou l e s  

organismes en fonct ion de l ' espèce  (SVENNERHOLM, 1970), du clône (COUS e t  

c o l l .  , 19701, du sexe (GRAY, 1971 ) , de l ' â g e  (COLES e t  c o l l .  , 1970) e t  de 1 '6-  

t a t  physiologique (BRADY, 1973). Mais c ' e s t  l e  r ô l e ,  supposé e t  aujourd 'hui  

mieux compris, des GSL dans l e s  mécanismes physiologiques qui  condit ionnent  

l a  reconnaissance des c e l l u l e s  e n t r e  e l l e s  e t  l a  t ransformation des signaux 

i n t e r  ou e x t r a - c e l l u l a i r e s  en réponses métaboliques i n t r a - c e l l u l ~ i r e s  qui  

nous a guidé à entreprendre l ' a n a l y s e  de ces cons t i tuan t s  dans l e  cadre de 

l ' é t u d e  su r  l ' au to incompa t ib i l i t é  de fécondation. En e f f e t ,  dans ces  méca- 

nismes, on d i s t ingue  généralement 3 phases : 

- l a  reconnaissance e t  l a  l i a i s o n  d'une substance e f f e c t r i c e  à l a  sur face  
c e l l u l a i r e  ; 

- l a  t ransmission de l ' in format ion  à t r a v e r s  l a  membrane plasmique ; 

- l ' a c t i v a t i o n  de voies métaboliques i n t r a - c e l l u l a i r e s .  

Dms l e  règne animal, de nombreux auteurs  ont montré que l e s  

GSL sont  effect ivement  des récepteurs  membranaires spéci f iques  capables de 

f i x e r  des i o m ,  des p ro té ines  (ou des glycoprotéines)  ce  qui  inf luencera  l e  

métabolisme c e l l u l a i r e .  

Nous envisagerons successivement l a  l o c a l i s a t i o n  des GSL, l e u r  

s t r u c t u r e  e t  l e u r  métabolisme avant de résumer l e s  d i f f é r e n t e s  fonct ions  dans 

l e s q u e l l e s  i l s  sont  impliqués puis  nous exposercns nos r é s u l t a t s  expérimentaux. 



a) Localisation des glycosphingolipides. 

Les GSL sont des constituants membranaires. Le rapport molaire : 

glycosphingolipides totaux/phospholipides est de 0,045 pour la cellule entière, 

de 0,076 pour la membrane plasmique et de 0,023 pour le reticulum endoplasmi- 

que (cRITcHLEY et VICKER, 1977) ; dans certains cas, membranes des microvillo- 

sités intestinales, myéline, les GSL peuvent constituer jusquvà 25 $ des lipi- 

des totaux. 

YOGEESWARAN et coll. (1972) ont trouvé 3 à 5 fois plus de 

gangliosides dans le plasmalemme que dans la cellule entière. Plus précisément, 

les GSL se situent au ni~eau de la partie externe de la double couche de lipi- 

des membranaires (SINGER, 1974). Cette localisation est confirmée par la mise 

en évidence de la sensibilité des glycolipides aux dégradations enzymatiques 

sur des cellules intactes (galactosyloxydases et neuraminidases (GAHMBERG et 

HAKOMORI, 1975)~ leur accessibilité aux anticorps (HAKOMORI et KIJIMOTO, 1972), 

et par les études en immunofluorescence (BARA et coll., , 1973) ) .  

Dans l'architecture membranaire, la partie lipophile des E L  

est ancrée dans la matrice phospholipidique et les résidus osidiques orientés 

vers l'extérieur de la membrane. Cette structure est d'ailleurs variable : 

GAHMBERG et HAKOMORI (1975) ont pu montrer que la partie osidique des GSL n'est 

plus accessible à l'hydrolyse enzymatique lorsque la cellule vieillit : les 

chaînons osidiques ne sont plus dégradés et semblent enfouis à l'intérieur de 

la membrane ; le phénomène a été également mis en évidence pour des GSL de cel- 

lules cultivées in vitro (HMOMORI, 1975) : le taux des GSL augmente avec la 

prolifération cellulaire mais leur réactivité vis-à-vis de leur antisérum 

spécifique diminue. L'exposition de la partie hydrophile vers l'extérieur semble 
A 

etre fonction du cycle cellulaire,et serait en relation avec les variations 

de la teneur et de la distribution des glycoprotéines de surface ainsi qu'avec 

la fluidité de la membrane, ce qui doit permettre de définir une structure des 

GSL menbranaires variable selon leurs fonctions cellulaires. 

b) Structure des GSL - nomenclature. 
De nombreuses revues générales (en particulier WIEGANDT, 

1971 ; MORELL et BRAUN. 1972) ayant été consacrées à la structure et à la 

classification des GSL, nous nous contenterons de résumer les travaux de leurs 

auteurs. 

Les GSL sont constitués d'une base à longue chaîne (BLC) 

combinée à un acide gras en position 2 (par une liaison amide) et à 0 , l  ou 

plusieurs oses,par une liaison osidique le plus souvent en 1-4 (figure 29). 





Les GSL présentent  une grande d i v e r s i t é  s t r u c t u r a l e  r ésu l t an t  

de l a  v a r i a b i l i t é  de l e u r s  3  composants. 

Certains GSL, p lus  complexes, contenant en plus des subs t i tuan t s  

sul fur iques  e t  phosphoriques ont é t é  i d e n t i f i é s ,  en p a r t i c u l i e r  chez l e s  vé- 

gétaux (CARTER e t  co i ï .  , 1969). 

Globalement, on peut  d i s t inguer  , : 

- une p a r t i e  l i p o p h i l e  : BLC + AG ; 

- une copule osidique hydrophile. 

7-lu c é t ~ a m L d u  ( C E R )  : I l s  correspondent aux dérivés N-acylés en posi t ion  2 

d'une base à longue chaîne e t  d'un acide gras .  Il e x i s t e  une grande va r ié té  

d 'ac ides  gras e t  de bases à longue chaîne suscept ib les  d ' e n t r e r  dans l a  conipo- 

s i t i o n  des céramides (KARLSSON, 1965, 1968, 1970, 1971 ; HITCHOCK, 1975). 

2 - l a  GSL n e m u  : Parmi eux, on dis t ingue : 

- l e s  monoglycosylcéramides ou cérébrosides sont des céramides 
su r  l e sque l s  e s t  f ixée  une molécule d'hydrate de carbone, l e  plus souvent 
glucose ou galactose,  p a r  une l i a i s o n  osidique ; 

- l e s  di.glycosylcéramides dér ivant  des précédents pa r  l 'ad-  
jonction d'une molécule supplémentaire d'hexose ; 

- l e s  dérivés subs t i tués  pa r  des osides p lus  complexes corres- 
pondent aux tri ,  t é t r a  ... e tc .  glycosylcéramides. 

3 - & a  -isd@.Xidu OU GSL a c i d e n  : I l s  correspondent aux cérébrosides dont l e  

r é s idu  osidique e s t  s u l f a t é .  

4-&eb gangfiosididen : Très importants chez l e s  mimaux, ce  sont des GSL con- 

tenant  une ou plus ieurs  molécules d 'acide s i a l i q u e  ( s o i t  l ' a c i d e  M-acétylneu- 

ranimique -A.N.A.N.- s o i t  l ' a c i d e  N-glycosylneuranimique -A.M.G.N.-) .  

5 - l a  sphingomyéfiniden : Ils présentent  dans l e u r  molécule un rés idu  de 

choline. 

6-&U phg;tog&ycuspfingofipididen : Leur s t r u c t u r e  a é t é  é l u c i d j e  pa r  CMTER e t  

co l l .  ( 1969) e t  comporte une cgrami.de ( 4-hydroxy-M-a~ylsphin~anine ) attaché 

par  une l i a i s o n  phosphodiester à un oligosaccharide pouvant conteni r  ( f igure  

3 0 )  : 

- l ' i n o s i t o l  ; 
- l ' a c i d e  hexuronique ; 
- des hexosamines ; 
- l e  mannose ; 





- l e  galactose ; 
- 1 'arabinose ; 
- l e  fucose. 

Ces composés ont é t é  i s o l é s  dans l e s  végétaux (CARTER e t  co ï ï . ,  1964 ; 

DEARBORN e t  c o l l . ,  1976) e t  l e s  microorganismes (LESTER e t  c o ï ï . ,  1974). 

L a  c l a s s i f i c a t i on  des GSL, des bases e t  des acides gras c o n s t i t u t i f s  e s t  re- 

portée dans l e s  tableaux 31, 32 e t  33. 

Le métabolisme des GSL e s t  désormais bien é t a b l i .  

c )  Métabolisme des GSL. 

Le métabolisme des GSL a f a i t  l ' o b j e t  de travaux d i f f i c i l e s  

provenant de l ' i n s o l u b i l i t é  des subs t ra t s ,de  l a  s o l u b i l i t é  des produits  de 

réaction e t  de l a  nature  des enzymes concernés ; ces enzymes sont  en général 

f ixés  sur  l e s  membranes e t  insolubles dans l e s  conditions hab i tue l l es  (TIIOREL 

e t  BRAUN, 1972). 

1 - c é W d ~  : La synthèse des céramides, c ' e s t  à d i r e  l a  formation d'une l i a i -  

son entre  une base à longue chaîne e t  un acide  gras nécess i te  l ' i n te rven t ion  

dlacyl t ransférases  spécif iques qui  assurent  e t  contrôlent  l a  r é p a r t i t i o n  des 

acides gras (MOREL e t  BRAUN, 1972). Inversenent, l e u r  dégradation e s t  sous l a  

dépendance de céramidases. 

2 -glycoa ylcét~amidu : 

a. ggm~glycos~~lx~ramide~ : 

a)glucosylcéramides : l e u r  biosynthèse, étape fonda- 

mentale pour l e s  gangliosides,  nécess i te  l a  présence dlUDP-glucose e t  d'un 

enzyme de glycosylat ion non spécif ique de l a  nature du céramide subs t ra t  ( c ' e s t  

à di re  de l a  nature des AG e t  BLC c o n s t i t u t i f s ) .  

Chez l'homme, un d é f i c i t  en glucosylcérmide glucosidase 

conduit à l 'accumulation dans l e s  viscères e t  dans l a  r a t e  de GLC-CER, carac- 

t é r i s t i q u e  de l a  maladie de GAUCHER (BRADY e t  c o l l . ,  1966). 

B)galactosylcéramides : l eu r  biosynthèse nécess i te  

l ' i n te rven t ion  de 1'UDP-galactose ; il ex i s t e  2 voies métaboliques connues 

(BURTON e t  c o l l .  , 1958 ; MORELL e t  BRAUN, 1972). 

1.  acylat ion de l a  BLC pu i s  galactolysation 
BLC + acy l  Co A -> CER + Co A 
CER + UDP GAL -4 GAL CER + UDP 





2.galactolysation de l a  base puis  acylat ion 
BLC + UDP-GAL ---) psychosine + UDP 
Psychosine + acyl  Co A-)GAL GER + Co A 

La dégradation du galactosylcéramide s ' e f fec tue  par  

un enzyme lysosomal. Chez l'homme, l e  d é f i c i t  en c e t  enzyme e s t  responsable 

de l a  maladie de KRABBE (SUZUKI e t  SUZUKI, 1970) .  

b.oligosylcéramides --- ...................... neutres : de façon générale,  l eu r  biosyn- 

thèse  s ' e f f ec tue  à p a r t i r  des cérébrosides par addit ion de rés idus  osidiques 

ac t ivés  par un nucléotide (UDF'). Les réactions sont  catalysées par des glyco- 

sy l t rans fé rases  spécif iques (WIEGANDT, 197 l ) . L'intervention d'un système 

complexe multiglycosyltransférases suppose l a  présence d'une t rans fé rase  spéci- 

f ique pour chaque étape e t  que l e  produit formé devienne l e  subs t ra t  de l ' é t a p e  

suivante.  

La l oca l i s a t i on  de l a  biosynthèse des GSL n ' e s t  pas dé f in ie  

avec ce r t i tude  ; chez l e s  mammifères, e l l e  s ' e f f e c t u e r a i t  dans l a  moelle os- 

seuse,  l e s  érythrocytes e t  l e s  synaptosomes. 

Le catabolisme des GSL neutres s e  f a i t  également pa r  détache- 

ment successif  d 'uni tés  monosaccharidiques ( tableau 3 4 ) ,  l e s  enzymes impliqués 

présentent  une t r è s  grande s p é c i f i c i t é  de subs t ra t .  

3 - h u R ~ a f i d ~  : Leur biosynthèse f a i t  in te rven i r  l e  PAPS  d de no sine 3-phospho- 

5'-phosphosulfate) (BIZLAS~RAT~ANIAN e t  c o l l . ,  1965). 

G a 1  - CER + PAPS G a 1  - CER + PAP 

I 
S 

La su l f a t a t i on  du galactose s e  r é a l i s e  en posi t ion 3 (STOFFYN e t  c o l l . ,  1973) ; 

l'enzyme concerné e s t  l e  Ga1 - CER sul fot ransférase  ; l'enzyme hydrolysant l e  

s u l f a t e  des su l fa t ides  a également é t é  i s o l é  (MRAZ e t  J A L Z K E T n T Z ,  1976). 

4-gangfiohide~,: I l s  peuvent contenir  dans l e u r  molécule : 

- l ' a c i d e  N-a~étylneuranimi~ue (ANAN) ; 

- l ' a c ide  N-glycolylneuranimique (ANGN) .  

a.anabolisme : deux voies sonL possibles à pa r t : r  au Gai - Glc - 

CER : il y a s o i t  incorporation d'une molécule de N-acétylgalactosamine ou d'un 

acide neuranimique su iv ie  de l ' add i t ion  d'un acide neuranimique ou de N-acétyl- 

galactosamine pour about i r  à l a  s t r uc tu r e  suivante : 



TABLEAU 3 2  : 

C L A S S I F I C A T I O N  DES P R I N C I P A L E S  BASES A LONGUE CHAINE 

r 

W u  ~ h g & o x g L E e ~  Ban en ~ h g d t r o  x y t é u  

,5 cLtu/~9eh 

d 7 Y :  O 

Sphnganine 

Jih y C i r a ~ p k i n g u ~ ~ i ~ e  

CH20H 
HC-NH2 

HC-OH I 

9 4 2  

C H 2  

CH? I 

CH2 I 

(CH2)10 

CH3 

b m é u  

t 1 8  : O 

4-0-Hgdtroxy- 
6 pknganine 

Phy;tuhpkcngohine 

CH2 I OH 
HC-NH2 
HC -OH 

"&:" 
I 

CH2 1 

CH2 
(?HZ ) I O  

CH3 

.Lm &me eh 

d l 6  : 1 4 ~~ 

Sphing enine 

Sphing uhine 

CH20H 
HC-NH2 
H c-OH I 

HC 
CH 

¢HZ 

CH2 
(CH,) 10 

CH3 

i n m . t u h 9 ~  

t 7 a  : !Y & t a u  

4-0-Hqdtraxy-8- 
s phng eGne  

Jehqdho- 
phy;ta~phnguhine 

CH20H 

HC-NH~ 1 

H C-O H 
tic-OH 
(CH 2)3 

HC 

#H 
(1'218 

CH3 



Ga1 N Ac - Ga1 - GLC - CER 
I 

AN AN 

Plus ieurs  voies métaboliques sont  e n s u i t e  poss ib les  e t  abou- 

t i s s e n t  aux d i  e t  t r i s i a l o g a n g l i o s i d e s  ( t ab leau  de WIEGANDT, 1971 ) . . 
b.catabolisme ----------- : l a  biodégradation s e  f a i t  par  l i b é r a t i o n  suc- 

cess ive  d 'un i t é s  monosaccharidiques. Les glycosidases concernées ont  é t é  i so -  

l é e s ,  l e u r  pH optimum d ' a c t i o n  e s t  i n f é r i e u r  à 5 (WIEGANDT, 1971). 

L'étude du métabolisme de ces cons t i tuan t s  membranaires e s t  un 

élément permettant de p r é c i s e r  ce r t a ines  de l e u r s  fonctions c e l l u l a i r e s .  

d)  Fonctions des glycosphingolipides. 

Bien que l e s  t ravaux sur l e s  GSL so ien t  relat ivement r écen t s ,  

l e u r  r ô l e  a é t é  é t a b l i  dans des processus c e l l u l a i r e s  t r è s  v a r i é s ,  t a n t  phy- 

s iologiques que pathologiques. 

7-les BL, tr&xpXeum d a  dutraac~ c&d&a : Les GSL par tagent  avec l e s  

glycoprotéines un r ô l e  dans l e  comportement s o c i a l  des c e l l u l e s  qui  dépend de 

l l adhés ion ,ce l lu le  à c e l l u l e , d e  cons t i tuan t s  membranaires complémentaires 

(BURGER , 1974) . 
Les GSL e t  l e s  glycoprotéines on t ,  au moins, deux ca rac té r i s t iques  communes 

qui l e s  impliquent dans un r ô l e  d ' i n t e r a c t i o n  c e l l u l a i r e  : 

1 )  l e s  r é s idus  osidiques de ces deux types de molécules sont  
exposés à l a  surface c e l l u l a i r e  ; 

2) ces r é s idus  ont une énorme p o t e n t i a l i t é  de d i v e r s i t é  
s t r u c t u r a l e .  

Une t e l l e  d i v e r s i t é  i n d u i t  l a  s p é c i f i c i t é  de ces molécules de surface  c e l l u l a i -  

r e  qu i  peut gouverner l e s  aspects  s é l e c t i f s  des i n t e r a c t i o n s  c e l l u l a i r e s  (MAC 

GUIRE e t  BURDICK, 1975). 

Les exemples l e s  plus connus de rés idus  osidiques de surface  contrôlant  l ' i n -  

t e r a c t i o n  c e l l u l a i r e  sont  t rouvés dans l 'adhésion du bactériophage (ROBBINS e t  

UCHIDA, 1 9 6 2 ) ~  l e s  r éac t ions  de croisement e n t r e  b a c t é r i e s  (SNEATH e t  LEDERBERG, 

196 1 j , de levures ( C W ~ D A L L  e t  c o l l .  , 1474) e t  l e s  Lnteï-actiun; c ~ i l u i a i r z s  

dans l a  d i f f é renc ia t ion  t i s s u l a i r e  (BARBEFU e t  c o l l . ,  1973). Leur r ô l e  a é t é  

davantage analysé dans l e u r  r e l a t i o n  avec des molécules (proté ines  e t  glyco- 

p ro té ines )  spécif iques.  



a - g g c ~ t i g n  de toxines  b a c t g y i g ~  : ces toxines s e  f i x e n t  sé- 

lectivement s u r  l e s  glycolipides de surface  : cas du té tanos  (cLoWES e t  c o l l . ,  

1972), du botulisme (SIMPSON e t  RAPPORT, 1971), de l ' en té ro tox ine  dlEschez+chia 

mli (HOLMGREN, 1973), du choléra (CUATRECASAS, 1973). Le cas du choléra 

a é té  part iculièrement analysé ca r  l ' é t u d e  de l a  f i x a t i o n  de l a  toxine du cho- 

l é r a  s u r  l e s  GSL membranaires e s t  un exemple probant de l ' i n t e r a c t i o n  e n t r e  une 

p ro té ine  e t  un glycolipide de surface  ; CUATRECASAS a démontré que l a  toxine  

cholérique marquée à l ' i o d e  125 s e  f i x e  t r è s  rapidement sur des membranes de 

f o i e  de r a t ,  de façon i r r é v e r s i b l e  ; l a  l i a i s o n  e s t  inhibée à 50 % lorsque l e  

mi l ieu  contient  des s ia loglycol ip ides  e t  n ' e x i s t e  pas lorsque l e s  membranes ont 

é t é  t r a i t é e s  au préalable  p a r  l e  mélange chloroforme-méthanol. Par a i l l e u r s ,  l a  

f i x a t i o n  de l a  toxine  cholérique e s t  su iv ie  d ' e f f e t s  i n t r a c e l l u l a i r e s  : stimu- 

l a t i o n  de l 'adénylcyclase induisant  une augmentation du taux de CAMP i n t r a -  

c e l l u l a i r e .  HOLLENBERG e t  c o l l .  (1974) ont é t a b l i  une r e l a t i o n  ent re  l a  f i x a t i o n  

de l a  toxine,  l ' é l é v a t i o n  de CAMP, l ' i n h i b i t i o n  de l a  synthèse d'ADN e t  l e  taux 

de GSL. 

b.récegtion de l ' i n t e r f é r o n  : des travaux récents  ont  mis en ---- .................... 
évidence que l e s  g lycol ip ides ,  e t  par t icul ièrement  l e  gangliosi.de GM2, fonction- 

nent  comme des récepteurs spécif iques de surface  pour l ' i n t e r f é r o n .  Cet te  gly- 

coprotéine (DoRNER e t  c o l l . ,  1973) e s t  synthét isée  par l e s  ce l lu les  in fec tées  

pEr des v i rus  e t ,  l o r s q u ' e l l e  s e  f i x e  à l a  surface  d ' au t res  c e l l u l e s ,  i n d u i t  

des modifications i n t r a c e l l u l a i r e s  qui  bloquent l a  r é p i i c a t i o n  v i r a l e  (MXTZ, 

1975) e t  l a  croissance de c e l l u l e s  normales ou tumorales (TAN, 1976). 

BESANCON e t  LVKEL ( 1974) ont démontré qu 'me  préparat ion de garigliosi- 

des e t  d ' in te r fé ron  bloque l e s  e f f e t s  de ces g lycol ip ides  e-c que l e  gangliosi-  

de e s t  effectivement lié à l ' i n t e r f é r o n .  De p lus ,  l e s  c e l l u l e s  t r a i t é e s  avec 

l a  phytohémagglutinine e t  l a  concanavaline A ne sont  s a s  a f fec tées  par  l ' i n -  

t e r fé ron  : vraisemblablement, l e s  l e c t i n e s  en t ren t  en compétition avec l ' i n -  

t e r f é r o n  pour l e  s i t e  de l i a i s o n  à l a  surface membranaire ; de façon remar- 

quable, l ' i n t e r a c t i o n  de l ' i n t e r f é r o n  avec son récepteur  indu i t  une ac t iva t ion  

de l 'ad6nylcyclase (WEBER e t  STEWART, 1975). 

c . r é c e ~ t i o n  d'hormones ou d ' au t res  sübstances : cer ta ines  hor- ---- ...................................... 
mones s e  f i x e n t  s u r  l e s  GSL membranaires : c ' e s t  l e  cas de l a  thyrotrophine 

(MULLIN e t  c o l l .  , 1976) : des gangliosides inhibent  l a  f i x a t i o n  de l a  thyro- 

trophine marquée s u r  l e s  membranes plasmiques de thyroïde bovine ; un des ré- 

s u l t a t s  de l ' i n t e r a c t i o n  de l'hormone avec son récepteur e s t  l ' a c t i v a t i o n  du 

système adénylcyclase (MARSHALL e t  c o l l . ,  1976). 



TABLEAU 3 3  : 

C L A S S I F I C A T I O N  DES A C I D E S  GRAS MAJEURS CHEZ LES PLANTES 
(HITCHCOCK,  1 9 7 5 1  

nom camun b g t n b u l u  . h&ucaUe 

acide laurique 12: 0 CH 3 (CH 2)15 COOH 
,, myristique 14 : O CH 3-(CH2)1zCOOH 
,, palmitique 16 : O CH 3-(CH *113 CO0 H 
B8 stearique 18 : O CH3-(CH2),~COOH 
># oléique 18 : 1 ( 9 ~  ) CH j-iCH2)~ CH=CH.(CH 2)~COOH 
>8 linoléique 18 : 2(9c,I2c) CH rtCH2 )a(CH 5 CH'CH )q(CH *)? COOH 
,, iinoiénique 18 : 3(9c,I2~ ,15d CH 8CHrCH-%H )r(CH Jy COOH 

C L A S S I F I C A T I O N  DES A C I D E S  GRAS MINEURS CHEZ LES PLANTES (HITCHCOCK, 1 9 7 5 )  

A C I D E S  GXAS SATURES 

n b m  pCWL de L" 

nbks k n p d  ds C 

AC I D  E S  GXAS IÎ\iSAT!IRES 

9:0 

10:O 112: 0 

11 : O 
L 

13:O 

14: 0 

15: 0 

16:0! 

17: 0 

18: O 

19: 0 

20?022:0 24:O 



LEDEEN (1977) a m i s  en évidence q u ' i l  e x i s t e  une ana logie  

pep t id ique  e n t r e  l a  chaîne 6 de l a  t o x i n e  cholér ique  e t  l e s  subuni tés  /3 d'hor- 

mones glycoprotéiques t e l l e s  que l a  thy ro t roph ine ,  l 'hormone l u t é i n i s a n t e ,  l a  

gonadotrophine chorionique humaine e t  l a  FSH ; ces p r o t é i n e s  pour ra i en t  u t i l i -  

s e r  un mécanisme commun basé  sur des r écep teu r s  gangl ios id iques  pour  l e u r  trans- 

p o r t  sur e t  dans l e s  membranes ; p l u s  généralement,  une des fonc t ions  des 

gangl ios ides  p o u r r a i t  ê t r e  l e  t r a n s f e r t  de l ' i n fo rma t ion  de l ' e x t é r i e u r  ve r s  

l ' i n t é r i e u r  de l a  c e l l u l e .  

Enf in ,  l e s  GSL e t  en p a r t i c u l i e r  l e s  gangl ios ides  s o n t  des ré- 

cep teu r s  pour l e s  f ac t eu r s  d ' i n h i b i t i o n  des migra t ions  des macrophages (HIGGINS 

e t  c o l l .  , 1976) e t  pour l e  v i r u s  de SANDAÏ (HAYWOOD, 1974) . 
d . l e s  GSL, an t igènes  des gmgpes sanguins : depnis l e s  t ravaux 

de HAKOMORI (1970, 1975),  on sait  que l e s  an t igènes  l i é s  à l a  membrane des 

é ry th rocy te s  s o n t  des GSL. L 'an t igène  de FORSMAN (GAHMBERG e t  HAKOMORI, 1975) 

e t  l ' a n t i g è n e  des lymphocytes de s o u r i s  (MILLER e t  ESSELMAN, 1975),  correspon- 

dent  à l a  séquence hydrocarbonée des g lyco l ip ides .  Le groupe sanguin P e s t  

c o n s t i t u é  de globoside dont l a  s t r u c t u r e  e s t  connue, du céramide t r ihexo-  

s i d e  ( an t igène  P ) e t  d'un an t igène  P (GSL inconnu) (HAMERS e t  c o l l . ,  k 1 
1978) 

On a pu u t i l i s e r  les p r o p r i é t é s  immunochimiques des g lyco l ip i -  

des  ( W P O R T  e t  GRAF, 1969 ; MIRDIECK, 1975 ; MARCUS e t  SCHWARTING, 1976) pour  

p r é p a r e r  des an t i co rps  con t r e  des GSL p a r t i c u l i e r s .  L ' u t i l i s a t i o n  d'un sérum 

anti-TGCer permet de d é t e c t e r  l e s  TGCer dans l e  d i agnos t i c  p r é n a t a l  de ia ma- 

l a d i e  de FABBRY. 

ZALE (1978) a é t a b l i  que c ' e s t  l ' o s e  des  MGCer qui  détermine 

l a  s p é c i f i c i t é  de l ' a n t i c o r p s  l o r s q u ' i l  p répare  un anti-séri?rn con t r e  l e  MCCer. 

En e f f e t ,  il y a i n h i b i t i o n  de l ' a g g l u t i n a t i o n  pa r  l e  g lucose ,  l e  ce l lob iose  

e t  l e  méthylglucoside ; cependant,  GRAF e t  RAPPORT (1474) ont montré que 

l e s  ac ides  g ra s  peut-ent exe rce r  un r ô l e  dans l ' i m u n o g é n i c i t é  de l ' hap tène  

l i p i d i q u e  mais ne p a r t i c i p e n t  pas au s i t e  an t igénique .  

e -  i e s ~ E ~ ~ ~ ~ c ~ t e u r ~ ~ d ~ ~ m ~ 1 ~ c ~ 1 ~ s ~ ~ m ~ 1 i ~ ~ ~ ~ ~ ~ d a n ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ i ~ ~ ~  
de cro issance  : l e  f a i t  que l ' i n t e r a c t i o n  de molécules t e l l e s  l e s  t ox ines ,  ------------- 
l ' i n t e r f é r o n ,  e t c .  .. avec l e s  GSL ( e t  en p a r t i c u l i e r  l e s  gang l io s ides )  i n d u i t  

une é l é v a t i o n  du niveau i n t r a c e l l u l a i r e  de llAMPc, mé tabo l i t e  qu i  e s t  for tement  

impliqué dans l a  r égu la t ion  de c ro i s sance  e t  l a  d i f f é r e n c i a t i o n ,  suggère que 

d ' a u t r e s  g lyco l ip ides  peuvent a g i r  comme récep teu r s  pour  des  équiva len ts  phy- 

s io log iques  des t ox ines  ; c ' e s t  l e  c a s ,  par  exemple, pour  des molécules nor- 

malement p ré sen te s  dans l e  mi l i eu  c e l l u l a i r e  pouvant i n h i b e r  l a  c ro issance  

ou s t i m u l e r  1' expression de fonc t ions  de d i f f é r enc ia t io r?  (WILLINGHAM, 1976) . 



TABLEAU 34  : 

Gal NAc-Gal-Gai-GIc-Cer 

t 
Gal -Gai-Glc -Ger 

J 
Gal-Glc -Ger 
I 
NANA 

Glc-Cer 

Schéma de la dégradation métabolique 

des sphingolipides complexes 



GACTO et STEINER (1976) en particulier ont montré la relation 

qui existe entre la synthèse des fucolipides III et IV et la croissance diune 

population cellulaire ; lorsque les cellules sont en voie de croissance, la 

synthèse de ces composés est diminuée de façon considérable par rapport à celle 

qui existe lorsque le nombre de cellules est élevé : la régulation de la crois- 

sance *qui intervient serait la réponse au contact intercellulaire. 

Il y a donc une relation entre la synthèse de fucolipides 

complexes et d'autres glycolipides et l'augmentation du nombre des cellules. 

La régulation de la croissance étant perturbée dans les pro- 

cessus tumoraux, on trouve également une relation entre la tumorisation et/ou 

le taux et/ou la structure des GSL. 

3-GSL eA ; t u m o ~ ~ o n  : On a vu que des GSL nouveaux apparaissent lorsque la 

densité cellulaire augmente ; cette synthèse disparaît lors de l'induction d'une 

transformation maligne. Ce phénomène se retrouve souvent et concerne les glyco- 

lipides mais non les glycoprotéines (GRIMES, 1977). Des altérations du méta- 

bolisme des glycolipides complexes ont été mis en évidence dans les adénocar- 

cinomes humains et dans d'autres cas de transformations tumorales (HAKOMORI 

et MURAHAMI, 1968). Ces auteurs ont établi que les chaînons osidiques des cel- 

lules transformées sont moins complexes et moins importants que ceux des 

cellules normales ; on retrouve un phénomène analogue dans les cellules trans- 

forzées soit par des virus soit chimiquement : dans tous les cas, le changement 

s'effectue dans w- sens identique : il y a diminution du taux de GSL complexes ; 

la modification est spécifique de la cellule et non de l'agent causal. 

La transformation résulterait de la modification des activités des glycosyltrans- 

férases dans la chaîne de biosynthèse ce qui aurait pour effet l'accumula- 

tion des GSL se situant en amont du blocage enzymatique (BRADY et FISHMAN, 

1974). Le blocage pourraît se situer au niveau de la transcription et/ou se 

manifesterait par la production d'enzymes inactifs ; seuls, les enzymes de 

synthèse seraient concernés, les activités cataboliques restant intactes 
* 

(cuMAR et coll., 1970). 

SWEELEY et DAWSON (1969) ont mis en évidence que le ph6nomène concernait à la 

fois les glycosyl et les actyltransférases ; ainsi, les acides palmitique 

(~16 : 01, stéarique ( ~ 1 8  : O) et oléique (~18 : 1 )  qui sont les princisaux 

acides gras des oligohexocéramides ont une teneur moindre dans les GSL com- 

plexes ( à  longs chaînons osidiques) ils sont remplacés par les acides béhé- 

nique ( ~ 2 2  : O), lignocérique ( ~ 2 4  : O )  et nervonique ( ~ 2 5  : 1 )  qu'on ne re- 

trouve qu'à l'état de traces dans les Cer et MGCer. 



I l  y a donc une réduction des AG en c i 6  e t  c i 8  dans l e s  GSL complexes e t  une 

augmentation concomitante des AG en C20, 22, e t c . . .  

Des v a r i a t i o n s  ident iques  dans l a  composition en ac ides  g r a s  des GSL dont l a  

copule os id ique  s ' a l longe  on t  é té  retrouvées p a r  a i l l e u r s  (SIDDIQUI e t  

HAKOMORI, 1970 ; WEINSTEIN e t  c o l l . ,  1970 ; YOGEESWARAN e t  c o l l . ,  1970). 

Enfin,  d i f f é r e n t s  auteurs  (HAKoMORI e t  JEANLOZ, 1964 ; WATANABE e t  c o l l . ,  1976) 

ont d é t e c t é  des GSL spéci f iques  de c e l l u l e s  tumorales : un GSL contenarit du 

fucose, du ga lac tose  e t  du glucose à p a r t i r  de l 'adénocarcinome gas t r ique  pour 

l e s  premiers  e t  un fucosylcéramide à p a r t i r  d 'un carcinome du colon pour 

WATANABE e t  c o l l .  : l a  concentrat ion de ce  GSL dépend d ' a i l l e u r s  du degré de 

mal igni té  ; ces auteurs confirment p a r  a i l l e u r s  l 'accumulat ion de fucol ip ides  

à cour te  chaîne aux dépends des p lus  complexes. L ' a l t é r a t i o n  du métabolisme 

des GSL s e r a i t  l e  de rn ie r  évènement du processus malin. 

Par a i l l e u r s ,  l e s  GSL, par  l a  na tu re  de l e u r s  3 composants (copule osidique,  

BLC, AG) e t  l e u r  l o c a l i s a t i o n  membranaire peuvent jouer des r ô l e s  dans des 

fonct ions  moins spéci f iques .  

4-&a OonCtiom des GSL : 

a. r ô l e s  de 1 s - c a d e  osidiggg-: 

a ) t r a n s p o r t  d ' i ons  : l e s  s u l f o l i p i d e s ,  comme l e s  phos- 

phol ip ides  membranaires, pa r  l e s  charges négat ives q u ' i l s  por tent  ont  une a f f i -  

n i t é  prononcée poür l e s  ca t ions  (KUIPER, 1975) ; l 'hypothèse selon l aque l l e  

l e s  s u l f o l i p i d e s  jouent un r ô l e  dans l e s  phénomènes de t r a n s p o r t  ionique e s t  

généralement admise (MORELL e t  BRAUN, 1972). Pour l e s  ca t ions  monovalents, l a  

d i s t r i b u t i o n  ident ique  des s u l f a t i d e s  e t  des ATPases Na e t  K &pendantes dans 

l e s  t i s s u s  animaux (KARLSSON, 1970) ou végétaux (KUIPER, 1975) qui sont  l e  s i s -  

ge d'un t r a n s p o r t  a c t i f  de sodium e s t  un argument en faveur de l e u r  r ô l e  por- 

t e u r  ou récepteur  d ' ions.  KUIPER a t t r i b u e  également un r ô l e  aux s u l f o l i p i d e s  
A 

dans l e  t r a n s p o r t  des ions d iva len t s .  Seule l a  p a r t i e  p o l a i r e  du GSL peut e t r e  

impliquée dans l e s  t r anspor t s  du ca t ion ,  l a  pa? t ie  l i p i d i q u e  e s t  en r e l a t i o n  

avec l e s  a u t r e s  fonct ions membranaires. 

8 ) réac t ions  avec l e s  l e c t i n e s  : l ' u t i l i s a t i o n  des l i a i -  

sons e n t r e  ies  rnernbrarles e t  i e s  i ec t i r l e s  aonne cies inîormacicris i n ~ é r e s s a n t e s  

s u r  l ' a r c h i t e c t u r e  moléculaire  des su r faces  c e l l u l a i r e s .  La s i g n i f i c a t i o n  Dia- 

logique des  modif icat ions dans l a  l i a i s o n  e n t r e  l e s  l e c t i n e s  e t  l e s  s t r u c t u r e s  

membranaires pour d i f f é r e n t s  é ta ts  fonct ionnels  t e l s  que ceux l i é s  à l a  trans- 

formation e s t  encore contreversée (BROWNELL, 1977). La l i a i s o n  avec l e s  lec- 

t i n e s  permet de comparer l e s  cons t i tuan t s  saccharidiques des membranes ; par  



exemple l e  D mannose, l a  N-acétylglucosamine, l e  6 D galactose e t  l a  N-acétyl- 

galactosamine, monosaccharides p a r t i c i p a n t  à des s t r u c t u r e s  ol igosaccharidi-  

ques des glycoprotéines e t  des g lycol ip ides  ont  é t é  i d e n t i f i é s .  

La l i a i s o n  des l e c t i n e s  à l a  su r face  c e l l u l a i r e  e s t  

un o u t i l  précieux pour é luc ide r  l a  na ture  chimique de l a  p a r t i e  saccharidique ; 

l e s  premières é tudes  ont montré que l e s  l e c t i n e s  s e  f i x e n t  d'abord s u r  l e s  

oses terminaux de l a  chaîne ol igosaccharidique mais d ' au t res  t ravaux ont 

prouvé que quelques l e c t i n e s  s e  f ixen t  à l ' i n t g r i e u r  de l a  copule oligosac- 

charidique (NICHOLSOB, 1974). 

b.rÔles de l a  ~ a r t i e  l i ~ o ~ h i l e  : ------------ -------- - ---- 
a ) t r a n s p o r t  d'eau : l a  perméabil i té  membranaire à l ' e a u  

e s t  t r i b u t a i r e  de l a  composition des f e u i l l e t s  l ip id iques  ; non seulement l a  

na ture  des AG e n t r a n t  dans l a  composition des GSL i n t e r v i e n t ,  mais également l a  

s t r u c t u r e  des BLC. KARLSSON e t  c o l l .  (1958, 1973) ont montré que l e s  bases 

t r ihydrxylées des s u l f o l i p i d e s  des tubules rénaux son t  responsables de l e u r  

imperméabilité. 

$ ) t r a n s p o r t  des non é l e c t r o l y t e s  : de l a  même façon, il 

e x i s t e  une r e l a t i o n  e n t r e  l a  perméabil i té  aux substances non é l e c t r o l y t e s ,  l e  

degré de  s a t u r a t i o n  e t  l a  longueur de chaîne des bases e t  des ac ides  gras : 

plus l e  degré de désa tu ra t ion  augmente, p lus  l a  p l a s t i c i t é  de l a  membrane e s t  

élevée e t  plus l e  t r a n s f e r t  e s t  important. 

y) rÔles  de l a  composition en acides gras des l i p i d e s  

membranaires : nous avons d é j à  exposé que l e s  conceptions modernes s u r  l e s  men- 

branes envisagent ce l l e s -c i  non comme i n e r t e s  mais dans un é t a t  dynamique dans 

lequel  des p a r t i e s  de l i p i d e s  membranaires passent constamment d'un é t a t  or- 

donné à un é t a t  f l u i d e  (SIXGER e t  NICHOLSON, 1972). P lus ieurs  f a c t e u r s  con- 

t r i b u e n t  à l a  f l u i d i t é  de l a  membrane, notamment une valeur du rappor t  AG 

polyinsa turés /sa turés  f a i b l e  s e  t r a d u i t  par  une f l u i d i t é  moindre que c e l l e s  

ayant un rapport  é levé  (OVEFATH e t  TRAUBLE, 1973). 

De p l u s ,  l e s  AG in terv iennent  dans l e s  phénomènes 

immunitaires : ESCH e t  FARBER (1975) ont  mis en évidence l 'augmentation de 

l ' i ncorpora t ion  d ' e c é t a t e  marqué dans l e s  AG après s t imulat ion des lymphocytes 

par l a  phytohémagglutinine ( a '  auzres réponses sont  égaiciiien~ e ~ ~ i . e ~ i ~ t r c e s  

t e l l e s  l a  production d 'ant icorps  ou l a  s t imula t ion  de l a  d iv i s ion  c e l l u l a i r e ) .  

Plus précisément, l a  composition en AG présente  une augmentation de l a  teneur  

en ac ide  arachidonique. L ' a c t i v i t é  acy l t r ans fé rase  e s t  égalexent augmentée 

après l a  l i a i s o n  avec une l e c t i n e .  L'un des premiers e f f e t s  de l ' a c t i v a t i o n  

lymphocytaire s e  t r a d u i t  donc par  une modificat ion de l a  composition en 



acides gras  (augmentation de l a  f l u i d i t é  membranaire par l 'augmentation du 

pourcentage d '  i n s a t u r a t i o n )  . De p lus ,  après s t imula t ion  lymphocytaire , il y a 

égdement augmentation de l a  perméabil i té  aux ions (QUASTEL e t  ICAPLAN, 1971). 

Inversement, l e s  ac ides  gras  exogènes peuvent indui re  

une modification de l a  réponse immunitaire i n  v i t ro  ; l e s  ac ides  gras insa- 

turés ( l ino lé ique  e t  arachidonique) son t  d '  a i l l e u r s  p lus  a c t i f s  que l e s  acides 

palmitique e t  s t é a r i q u e  (MERTIN e t  HUGHES, 1975). 

I l  fau t  s i g n a l e r  que l e s  acides arachidonique e t  l ino-  

l é ique  sont  des précurseurs immédiats des prostaglandines qui  jouent un r ô l e  

dans l a  réponse immunitaire ( l e s  prostaglandines provoquent en p a r t i c u l i e r  une 

diminution de l a  capaci té  de l a  phytohémagglutinine à s t imuler  l e s  c e l l u l e s  

lymphocytaires ) . 
Enfin,  d ' au t res  auteurs  ont  m i s  en évidence des modi- 

f i c a t i o n s  de perméabi l i té  membrznaire en r e l a t i o n  avec l e  pourcentage d 'acides 

gras  sa tu rés  (DAVIS e t  SILBERT, 1974), avec l a  longueur des cha?nes des 

AG a i n s i  qu 'ent re  l a  s t r u c t u r e  des AG e t  l ' adhés ion (CURTIS e t  HILL, 1979) 

ou l e  comportement thermique des GSL (CALHOUN e t  SHIPLEY, 1979). 

Chez l e s  végétaux, TSO ( 1964) a montré l e  r ô l e  des 

AG à chaîne cour te  dans l ' i n h i b i t i o n  de l a  croissance du bourgeon a x i l l a i r e  de 

flicotiana t d a c m  e t  STOWE (1960) a suggéré une fonction poss ib le  du contr6- @ 
LICG 

l e  de croissance pa r  l e s  e s t e r s  méthyliques d 'acides gras .  

6 ) r ô l e  de l a  s t r u c t u r e  des BLC : PASCHXR (1976) a mis 

l ' a c c e n t  s u r  l ' importance de l a  s t r u c t u r e  des bases dans d i f f é r e n t e s  fonctions : 

l a  présence des groupes hydroxy ( 2  ou 3) e t  d'une l i a i s o n  amide donnent aux 

céramides l e  double r ô l e  de donneur ou d 'accepteur d'hydrogène ; ce f a i t  aug- 

mente l a  p o l a r i t é  du composé l i p i d i q u e  e t  donc son in te rac t ion  avec l ' e a u  ; s i  

ces groupes é t a b l i s s e n t  des l i a i s o n s  hydrogène l a t é r a l e s  à l ' i n t é r i e u r  de l a  

matrice l i p i d i q u e ,  i l s  augmentent considérablement l a  s t a b i l i t é  e t  l'imperméa- 

b i l i t é  de l a  membrane ; on observe, en e f f e t ,  un plus grand nombre de groupes 

hydroxy dans l e s  membranes des organes exposés à des " s t r e s s"  physiques 

(KARLSSON e t  c o l l . ,  1973 ; SMITH e t  c o l l . ,  1975). 

Un moyen de c rée r  une p lus  grande s t a b i l i t é  de l a  mem- 

brane e s t  donc d'augmenter l e s  l i a i s o n s  hydrogène l a t é r a l e s  pa r  addi t ioc  

de groupes OH aux BLC des sphingolipides : cec i  abou t i t  à c rée r  une b a r r i è r e  

p lus  e f f i cace  pour l e s  molécules po la i re s  e t  non pola i res .  Pour ce qui  e s t  

du r ô l e  ant igénique,  l a  réduction de l a  double l i a i s o n  de l a  sphingoçine 



n'altère pas la capacité il~imunologique des GSL, seuls les groupes amino et NH2 

de la sphingosine sont concernés. 

5 - c a n d ~ i a ~  : L'aspect le plus important, dans le cadre de cet te étude, par- 

m i  les fonctions attribuées au GSL, nous semble être leur implication dans les 

mécanismes de reconnaissance entre cellules ou entre cellules et molécules 

effectrices, suivis d'une modification du métabolisme intracellulaire. 

De plus, les GSL interviennent dans le processus de perméabilité cellulaire et 

dans les mécanismes de contrôle de croissance par l'intermédiaire de la syn- 

thèse d'Aï@' cyclique qui régule lui même la croissance. Leur rôle peut donc 

s'exprimer au cours du phénomène de pollinisation chez les Angiospermes, en 

particulier dans l'étape de reconnaissance et dans les phénomènes membranai- 

res qui conditionnent le rejet de l'autotube pollinique. 

e) GSL et pollinisation. 

Lorsqu'un grain de pollen arrive au contact d'une papille stig- 

matique, la première étape, préalable à la fécondation, consiste en une recon- 

naissance entre les structures polliniques et les cellules du pistil. Si le 

gamétophyte est reconnu comme appartenant à la même espèce que la plante ré- 

ceptrice, il se forme un tube pollinique, dont la régulation de la croissan- 

ce est assurée dans le tissu conducteur du style, à condition que les allè- 

les S soient différents dans le pollen et le style. 

La présence de la paroi pectocellulosique à la surface aes cel- 

lules des papilles stigmatiques d'une part et la paroi complexe des graina de 

pollen de l'autre, empêchent le contact entre les plasmalemes. Mais, si l'on 

postule que tous les éléments de spécificité sont localisés sur la membrane 

plasmique (comme chez les animaux) et lorsque l'on sait qu'il y a diffusion de 

substances spécifiques au travers de l'intine ou/et de l'exine de la paroi du 

grain de pollen au moment de la pollinisâtion, on peut faire une analogie entre 

les rôles des GSL dans les règnes animaux et végétaux ; compte-tenu de cette 

remarque, on peut penser que les GSL peuvent intervenir dans le phénomène 

d'autoincompatibilité : 

1 )  soit dans le processus de reconnaissance : ceci implique la participation 
de GSL spécifiques (non seulement au niveau du pollen et du stigmate, mais 
aussi de chacun des allèles S) ; 

2) soit dans la régulation de la croissance du tube pollinique. Dans ce cas, 
le schéma de contrôle serait le suivant : 



GSL stigmatique + substance X du pollen 
B C 

GSL - X 4 ac t iva t ion  enzymatique -4 
1 

GSL du pollen + substance X du stigmate 

C D ---+ élévation de 1 'AMP cyclique 4 contrôle de l a  croissance 

L'absence de l a  substance spéc i f ique  va indu i re  ou non l T a u t o i n c o m p a t i b i l i t é  
(aux niveaux A ,  B ou C )  ; 

3) après un temps de l a t e n c e ,  correspondant à une r e s t r u c t u r a t i o n  métabolique, 
l a  c ro issance  du tube  po l l in ique  s e r a i t  bloquée ou s t imulée  pa r  une modif icat ion 
de l a  perméabi l i té  de l a  membrane du tube po l l in ique  (1 ' a u t o p o l l i n i s a t i o n  in- 
duisant  une p e r t e  de l a  perméabi l i té  de l a  membrane i n t e r d i s a n t  t o u t  apport 
n u t r i t i f )  ; l a  modif icat ion de l a  perméabi l i té  dépendant de l a  s t r u c t u r e  des AG 
e t  des BLC des GSL cons t i tuan t s  de l a  matr ice l i p i d i q u e  ; 

4) l a  modif icat ion du p o t e n t i e l  de membrane (LIMSKENS e t  SPMIJERS, 1973), au 
cours de l a  r éac t ion  incompatible pour ra i t  ê t r e  dÛe ( t o u t  ou en p a r t i e )  à 
l ' a c t i v i t é  de cryptes  à GSL qui  accumulent l e s  ions ; 

5 )  l a  production de ca l lose ,  c a r a c t é r i s t i q u e  de l a  r éac t ion  incompatible pro- 
v i e n d r a i t  ( t o u t  ou p a r t i e )  de  l ' a c t i v a t i o n  de g lycosyl t ransférases  induisant  une 
diminution de l a  t eneur  en GSL complexes. 

Toutes ces hypothèses impliquent une e x t r a c t i o n  s é l e c t i v e ,  une 

i d e n t i f i c a t i o n  e t  une étude s t r u c t u r a l e  comparative des GSL des po l l ens  e t  des 

s t y l e s  v ierges  de d i f f é r e n t s  génotypes a i n s i  que l ' a n a l y s e  de l e u r s  modif icat ions 

éventuel les  après auto  ou xénopol l in isa t ion .  

f )  Analyse des glycosphingolipides.  

i - ~ ~ n d & i ~ ~ n  expéJzimentdeh : E l l e s  doivent permettre  l ' e x t r a c t i o n  s é l e c t i v e  

des GSL,sans a l t é r a t i o n  de l e u r  s t r u c t u r e  p a r  des méthodes t r o p  d ras t iques  ou 

par  a c t i o n  des l i p a s e s  endogènes ac t ivées  au  cours de l ' e x t r a c t i o n  ; pour 

é v i t e r  ces é c u e i l s ,  nous avons u t i l i s é  l e s  méthoàes proposées par  KARLSSON 

(1973) en procédant l e  plus rapidement poss ib le  s u r  du m a t é r i e l  congelé, e t  

en s tockant  l e s  d i f f é r e n t s  e x t r a i t s  à -20°c sous atmosphère d ' azo te  

( DELBUT, 1978, s u r  Petunia h y b r i d a ) .  

2 - e ~ a d o n  d a  k%pida ZO2a.u~ : Les l i p i d e s  des s t y l e s  e t  des po l l ens  sont  

e x t r a i t s  selon l a  méthode de FOLCH (1957) modifiée p a r  WLSSON (1973) ( f i c h e  

technique no 20) p a r  l e  mélange C H C l  -CH OH (2 : 1 ,  v/v)  à r a i son  de 20 m l  de 
3 3  

so lvant  p a r  gramme de t i s s u  congelé pendant 20 minutes. Après 3 homogénéisa- 

t i o n s  au  P o t t e r  e t  f i l t r a t i o n ,  l e  r é s i d u  e s t  chauffé à r e f l u x  dans l e  mélange 



C H C l  -CH OH ( 1  : 1 ,  v /v) .  Les surnageants sont  mélangés e t  lavés  p a r  une solu-  
3 . 3  

t i o n  CHC13-CH30H-Na C l  9 % (3 : 47 : 48, v/v/v) : l e s  l i p i d e s  to t aux  r e c u e i l l i s  

après décanta t ion  de l a  phase i n f é r i e u r e  chloroformique, sont  évaporés à sec  

pu i s  r e p r i s  dans un p e t i t  volume de C H C l  CH OH (2  : 1, v/v) e t  conservés à 
3- 3 

- 2 0 ' ~  sous atrrosphère d 'azote  ( t a b l e a u  35). 

3-obXention d u  glgcoap&ngofipidu ko&ux : Ils sont  séparés  des au t re s  l i p i -  

des ( a l c o o l s  e s t é r i f i é s )  grâce  à l ' a l c a l i  r é s i s t a n c e  de l a  l i a i s o n  amide, l a  

l i a i s o n  e s t e r  é t a n t  ly sée  p a r  sapon i f i ca t ion  en mi l ieu  basique : c ' e s t  l e  

pro tocole  ~ r é c o n i s é  par  KARLSSON (1973) ( f i c h e  technique no 21) qu i  a é t é  choi- 

s i  pour s a  f i a b i l i t é  : hydrolyse a l c a l i n e  douce en présence de potasse  alcoo- 

l i q u e  (KOH 0 , l  M dans l e  mélange CH OH-HâO, 9 : l ,  v /v)  pendant 18 heures sous 
3 

atmosphère d ' azo te  e t  à l ' o b s c u r i t é  ; après a r r ê t  de l a  réac t ion  e t  déphasage 

par  un mélange de chloroforme e t  d 'eau ,  l e s  GSL sont  r e c u e i l l i s  dans l a  phase 

organique ( t ab leau  36).  

L'absence de E L  dans l a  phase supér ieure  e s t  v é r i f i é e  pa r  chromatographie en  

couche mince dans l e  système so lvan t  C H C l  -CH30H-H20 (65 : 25 : 4, v/v/v)  e t  
3 

r é v é l a t i o n  pa r  des r é a c t i f s  spéc i f iques  t e l s  que l ' a  naphtol  ou l a  benzidine. 

L'absence de base  l i b r e ,  s i g n i f i c a t i v e  d'une hydrolyse intempestive des GSL e s t  

con t rô lée  pa r  pu lvé r i sa t ion  de  ninhydrine. 

4 - p d ~ i c c ~ t i o n  d a  GSL 2uXaux : Dans l a  phase organique subs i s t en t  des conta- 

m i n a n t ~  de na tu re  l i p i d i q u e  : ac ides  g ras ,  cho les t é ro l ,  p igments  caroténofdes 

en p a r t i c u l i e r .  Une étape de p u r i f i c a t i o n  s ' avè re  indispensable,  e l l e  peut ê t r e  

r é a l i s é e  par  chromatographie s u r  colonne d ' ac ide  s i l i c i q u e  (méthode de KARLSSON, 

1973 ; f i c h e  technique no 22) é q u i l i b r é e  au chloroforme (10 ml/g d 'ac ide  s i l i -  

c ique avec une charge l i p i d i q u e  < 100 mg). Par  passage de so lvants  de p o l a r i t é s  

c r o i s s a n t e s ,  on ob t i en t  3 f r a c t i o n s  ( t a b l e a u  37) : 

- une f r a c t i o n  A contenant l e s  acides g r a s ,  l e  cho les t é ro l ,  l e s  
s t é r o l s  a i n s i  que des pigments après l e  premier so lvant  (chloroforme) ; 

- une f r a c t i o n  E après passage de C H C l  -CH30H ( 1  : 3, u/v) con- 
t enan t  l e s  GSL ; 3 

- une f r a c t i o n  C ( é l u t i o n  par  l e  méthanol pur)  contenant l e s  
l i p i d e s  p o l a i r e s  encore adsorbés s u r  l ' a c i d e  s i l i c i q u e .  

La composition de chacune des f r a c t i o n s  e s t  analysée en CCM dans l e  système 

so lvan t  C H C l  -CH OH-H20 (65 : 25 : 4, v/v/v) en présence de témoins ce qui 
3 3 

permet de v é r i f i e r  l a  présence des GSL dans l e s  f r a c t i o n s  B e t  C,qui sont 

regroupées ensemble. 
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5-duhage d a  G S L  kokaux : I l  a é té  r é a l i s é  pa r  l a  technique  de NA01 (1974) 

( f i c h e  technique no 26) qui  repose  s u r  l ' é v a l u a t i o n  de l ' i n t e n s i t é  de fluo- 

rescence émise par l a  sphingosine i n c l u e  dans un complexe formé avec l a  fluo- 

rescamine : c e t t e  i n t e n s i t é  e s t  p ropor t ionne l l e  à l a  q u a n t i t é  de  sphingosine. 

 près hydrolyse a c i d e  des GSL, l a  sphingosine e s t  e x t r a i t e  sé lec t ivement  pa r  

l e  d i é t h y l é t h e r  p u i s  complexée avec l a  fluorescamine : l a  mesure de  l ' i n t e n s i t é  

de f luorescence  e s t  r é a l i s é e  pour une longueur d'onde d ' e x c i t a t i o n  de 385 nm e t  

une longueur d 'onde d 'émission de 480 nm. Les s p e c t r e s  d 'émission e t  d ' exc i ta -  

t i o n ,  a i n s i  que l a  l i n é a r i t é  de l a  courbe é t a l o n  ont  é t é  v é r i f i é s  ( f i c h e  tech- 

nique no 26 ) .  

Les r é s u l t a t s  des  dosages f luo r imé t r iques  des GSL t o t a u x  des d i f f é r e n t s  e x t r a i t s  

de p o l l e n  e t  de s t y l e s  v i e rges  au to  e t  xénopo l l i n i sé s  s o n t  exprimés en nanomoles 

de GSL p a r  gramme de  t i s s u  congelé. 

6-~kaci%onnemevLt en GSL ne&U e;t acidea : Les glycosphingolipides t o t aux  peu- 

vent ê t r e  séparés  p a r  chromatographie d'échanges d ' i o n s  en fonc t ion  du carac- 

t è r e  p l u s  ou moins p o l a i r e  e t / o u  ac ide  de l e u r  molécule : l e  "degré" de l i a i -  

son sur l ' échangeur  d ' ions  dépend du nombre de r é s idus  p o l a i r e s ,  l a  fo rce  ion i -  

que v a r i a b l e  de l ' é l u a n t  pe rme t t r a  de  l e s  décrocher  de façon s é l e c t i v e  ( t a b l e a u  

37) 

La f r a c t i o n  B + C e s t  chromatographiée sur diéthylaminoéthylcellulose ( D E A .  

c e l l u l o s e ) .  Cet te  d e r n i è r e ,  p réparée  s e l o n  l a  méthode de IUWT e t  LESTEE ( 1 9 7 5 ) ~  

e s t  u t i l i s é e  sous forme a c é t a t e  e t  é q u i l i b r é e  dans l e s  mélanges so lvan t s  

CHC13-CH OH ( 2  : 1 ,  v/v) s e l o n  l e  p ro toco le  de WLSSON e t  c o l l .  ( 1 9 7 3 ) ~  ( f i che  
3 

technique no 23) .La  chromatographie e s t  r é a l i s é e  dans l e s  condi t ions  su i -  

vantes  : 

- charge en l i p i d e s  : 50 mg pa r  gramme de DEAE c e l l u l o s e  ; 

- é l u t i o n  avec l e s  so lvan t s  su ivan t s  : 
.CHU3-CH30H ( 2  : 1 ,  v /v)  100 ml/g de c e l l u l o s e  ; 
.CH30~ contenant  5  % de L i C l  ( ~ / v ) ,  25 m l  pa r  g r m i e  de 
c e l l u l o s e .  

On o b t i e n t  2 f r a c t i o n s  D e t  E contenaqt  respectivemenk l e s  GSL neu t r e s  e t  ac ides  

comme l ' é t a b l i t  l a  CCM su r  g e l  de s o l i c e  dans l e  système so lvan t  : CH C l  - 
3 3 

CHIOH-H20 (65 : 25 : 4, v/v /v)  en de témoins. L a  f r a c t i o n  E correspond 
3 

essent ie l lement  aux s u l f a t i d e s  ; e l l e  con t i en t  également quelques p i m e n t s .  

7 - h é p a ~ ~ d o n  d a  c l i v a  g ~ y c o a p ~ n g a f i p i . d ~  ne&a : La f r a c t i o n  D précédente,  

contenant tous  l e s  GSL n e u t r e s ,  e s t  f r ac t ionnée  p a r  chromatographie d 'adsorp t ion  

s u r  colonne d ' ac ide  s i l i c i q u e  ( f i c h e  technique  no 2 4 ) .  Les GSL s o n t  glués en 
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fonct ion de l e u r  p o l a r i t é ,  c ' e s t  à d i r e  grosso modo en fonct ion  du nombre de 

rés idus  osidiques contenus dans l e u r  molécule : cec i  e s t  v r a i  pour l e s  GSL 

apo la i r e s  e t  peu p o l a i r e s ,  mais lo r sque  l e  nombre de r é s i d u s  os id iques  augmen- 

t e ,  il peut y avo i r  "chevauchement" e n t r e  deux solvants  success i f s .  

Les mélanges g luants  u t i l i s é s  s o n t ,  dans l ' o r d r e  : 

- C H C l  -CH30H....... 98 : 2 v/v,  correspondant à l a  f r a c t i o n  1 3 
- C H C l  -CH30H....... 92 : 8 v/v,  correspondant à l a  f r a c t i o n  2 

3 
- C H C l  -CH OH ....... 85 :15  v/v,  correspondant à l a  f r a c t i o n  3 

3 3 
- C H C l  -CH30H.. . . . . . 45 :55 v/v,  correspondant à l a  f r a c t i o n  4 

3 
- CH30H ............. , correspondant à l a  f r a c t i o n  5 .  

L ' i d e n t i f i c a t i o n  des f r ac t ions  e s t  e f f ec tuée  par  chromatographie en couche 

mince avec r é v é l a t i o n  spéci f ique  à l ' a  naphtol ,  en présence de témoins, dans 

l e s  condit ions d é c r i t e s  précédemment. 

La sépara t ion  des GSL neut res  en fonct ion  du nombre de r é s idus  osidiques n'6- 

t a n t  pas p a r f a i t e ,  une é tape  supplémentaire de p u r i f i c a t i o n  s ' a v è r e  indispen- 

sable .  

8-cftmmatogltap~e pkgparrative en couche mince : Les f r a c t i o n s  F à F précé- 1 5 
dentes sont  évaporées à sec  e t  r e p r i s e s  respectivement dans un volume minimum 

du mélange CH OH-CHC1 ( 1  : 2 ,  v /v)  qui  e s t  déposé en l i g n e  s u r  une plaque de 
3 3 

CCM de g e l  de s i l i c e  G ac t ivée  30 minutes à 120°c. 

Le mélange so lvan t  u t i l i s é  e s t  CHC13-Cil OH-H20 (65 : 25 : 4, v / v / v ) ,  l a  révé- 
3 

l a t i o n  s ' e f f e c t u e  par  pu lvé r i sa t ion  d'une s o l u t i c n  de rhodamine 5~ e t  l e c t u r e  

en U.V. , en présence de témoins. 

La l o c a l i s a t i o n  des taches j t a n t  f a i t e  de façon p réc i se ,  c e l l e s - c i  sont grat-  

t é e s  e t  l e s  GSL sont  glués s6lectivenient ( f i c h e  technique no 25) .  Une nouvelle  

v é r i f i c a t i o n  de l a  pure té  des cons t i tuan t s  e s t  r é a l i s é e  p a r  CCX. 

Nous nous sommes l i m i t é s  aux 5 GSL neut res  : CER, MGCer, DGCer, TGCer e t  TrGCer 

ca r  l e  système de p u r i f i c a t i o n  u t i l i s é  ne permet pas une bonne sépara t ion  des 

l i p i d e s  p lus  p o l a i r e s  (dans l e  système solvant  u t i l i s é ,  p lus  l e  nombre de &si- 
. . A 

$ür i;s;?i;qdes c r c l l ,  212: l e s  2f s c n t  p ~ t l t i  et ~rc i r i r i c  le.. ~LTTS les zu-tres : ail- 

dessus de 4 u n i t é s  monosaccharidiques, l a  sépara t ion  e t  l ' i d e n t i f i c a t i o n  des GSL 

e s t  impossible) . 



TABLEAU 3 7  : FRACTIONNEMENT DES GLYCOSPHINGOLIPIDES TOTAUX 

PHASE INE'ZRIEURE APRES 
METHANOLY SE ALCALINE 

équilibré en chloroforme 

GSL (3 GSL 
neutres 

A C I D E  S I L I C I Ç U L  II 
équilibré en c3lorof  0rr.e 



9-tr&5u&ats expé~en;taux ( B R I S  e,t DELBART,  1 9 7 8  ; B R I S  eA c a a .  , 198  1 )  : 

Ils sont  réper to r iés  dans l e  tableau 38. 

a . g l ~ c o s ~ h i n g o l i ~ i d e s  - --- --- --- ----------- to taux : l ' ana lyse  des r é s u l t a t s  obtenus 

e s t  r é a l i s ée  en r e l a t i on  avec l a  nature  du matér ie l  biologique (pol len  ou 

s t y l e ) ,  l e  génotype ( a l l è l e s  S), l e  type de po l l i n i s a t i on  (compatible ou incom- 

p a t i b l e ) .  

~ ) G S L  to taux du pollen e t  du s t y l e  non po l l i n i s é  : l e s  

r é s u l t a t s  sont  exprimés en nanogrammes de GSL par gramme de t i s s u  ; i l s  cor- 

respondent à l a  moyenne de 5 mesures effectuées au spectrofluorimètre.  

Pollen : 

S1 (SIS1) ..................... 9494 + 1,7 - 
Bb (S S )..................... 91,3 + 0,9 1 2  - 
Bg (S2S4) ..................... 8797 + 297 - 

Styles  non po l l in i sés  : 

S I  (SIS1). .................... 20,6 + 1,l - 
Bb (SIS2) ..................... 23,3 + 2,4 - 

Ces r é s u l t a t s  démontrent q u ' i l  ex i s t e  une remarquable 

constante de la  teneur en GSL pour un matér ie l  donné ; l e s  f a i b l e s  va r ia t ions  

observées pour chacun des génotypes ne sont pas in te rpré tab les  à ce stade de 

l ' analyse .  

Pour tous l e s  clônes é tud iés ,  l e  pollen s e  ca rac té r i se  

globalement par  une plus grande r ichesse  en GSL que l e s  s t y l e s ,  l e s  pourcenta- 

ges respec t i f s  des teneurs en GSL des s t y l e s  par rapport au pollen s ' é t a b l i s -  

sent  de l a  façon suivante : 

Styles  S1 ( S  S ) .................. 21,8 7; 1 1  
Styles  Bb ( S I S 2 ) .  ................. 25 ,5  7; 

Styles Bg (S S ).................. 28,6 %. 2 4 

La p r i s e  en compte de ces valeurs permet d'évaluer 

1 ' apport de l a  po l l i n i s a t i on .  

f3)apport de l a  po l l i n i s a t i on  : 
autopol l in isa t ion : dans ce cas,  l ' ana lyse  por te  su r  des s t y l e s  ayant reçu 

un apport de paUen possédant un a l l è l e  d' incompatibi lit 6 commun avec 

l e  s t y l e .  Les teneurs en GSL totaux sont l e s  suivantes : 

Styles  S1 O ..................... 40,6 + 0,5 - 
Styles Bb @ ..................... 60 + 3,2 - 

..................... Styles  Bg @ 44 + 3,7 - 



Pour a n a l y s e r  l e s  modif icat ions i n d u i t e s  dans l a  t e n e u r  en GSL p a r  l ' au topo l -  

l i n s a t i o n ,  il e s t  n é c e s s a i r e  de comparer l e s  r é s u l t a t s  obtenus à ceux qui  ré- 

s u l t e r a i e n t  de l 'ensemble : GSL du s t y l e  v i e r g e  + GSL d e  l a  "charge" p o l l i n i -  

que ; o r ,  l e s  mesures f a i t e s  s u r  30 s t y l e s  après  p o l l i n i s a t i o n  montrent que 

l 'augmentat ion ~ o n d é r a l e  dûe à l ' a p p o r t  de po l l en  e s t  de l ' o r d r e  de 1,8 - + 0,2 ,% 

du poids  du s t y l e .  En comparant l e s  va l eu r s  obtenues pour  l e s  s t y l e s  non pol-  

l i n i s é s  e t  pour  l e  po l l en ,  il e s t  év ident  que l ' a u t o p o l l i n i s a t i o n  i n d u i t  une 

synthèse  accrue de GSL. 

Exemple : 

S1 @ : 40,6 nanomoles/g 
1,8 x 94,4 

SI v + charge po l l i n ique  : 20,6 + -- = 22,5 nanornoles/g. 

xénopo l l i n i sa t ion  : dans ce c a s ,  l e s  tubes  p o l l i n i q u e s  c r o i s s e n t  à l ' i n t é r i e u r  

du t i s s u  conducteur du s t y l e  ; l e u r  importance pondérale  e s t  d i f f i c i l e  à c h i f -  

f r e r  Irais l e s  r é s u l t a t s  montrent que l a  t e n e u r  en GSL augmente considérable-  

ment : 

s S  x s2s 4.. . . . . . .  1 1  70,5 - + 2 , l  nanomoles de GSL/g de tissu 
s S  x SIS1 ........ 

2  4 61,5 - + 1,9 nanomoles de GSL/g de tissu 

S  1 2  S x S2Sq 48,5 - + 2,7 nanomoles de GSL/g de tissu. 

L ' o r i e n t a t i o n  du métabolisme ve r s  l a  synthèse  de GSL e s t  encore accrue pa r  

r appor t  à l ' a u t o p o l l i n i s a t i o n .  

Dans l e  cas du croisement demi compatible,  il fau t  n o t e r  que c e t  accroissement 

e s t  moins é l evé  que c e l u i  i n d u i t  p a r  l ' a u t o p o l l i n i s a t i o n .  

En résumé, l e  p o l l e n ,  que l  que s o i t  l ' a l l è l e  S  dont il e s t  p o r t e u r ,  e s t  p l u s  

r i c h e  en GSL que l e  s t y l e  non p o l l i n i s é  ; l a  p o l l i n i s a t i o n  a  pour e f f e t  une 

augmentation de l a  biosynthèse des GSL, c e t  e f f e t  e s t  p l u s  marqué lorsque  l e  

croisement e s t  poss ib l e .  

L a  modi f ica t ion  du ~ é t a b o l i s m e  des GSL peut  ê t r e  ~ r é c i s é e  par  l ' a n a l y s e  p lus  

d é t a i l l é e  de ces  cons t i t uan t s  membranaires. 

b  c o m ~ ~ r a i s o n ~ b ~ ~ ~ n _ e ~ 4 ~ ~ ~ ~ ~ 4 ~ G S ~ ~ ~ ~ i d e s  : 

a ) a u  n iveau  du pol len  e t  du s t y l e  non p o l l l n i s é  : l e  

t a b l e a u  38 permet de c o n s t a t e r  : 

1-le pourcentage de GSL ac ides  e s t  p lus  é levé  dans l e  p o l l e n  que dans l e  
s t y l e  v i e rge  ; 

2 - i l  n ' e x i s t e  pas  de r e l a t i o n  n o t a b l e  e n t r e  l a   rése en ce d 'un a l l è l e  d'incom- 
p a t i b i l i t é  e t  l a  t eneu r  en GSL ac ides  ou neu t r e s .  





(3) apport  de l a  p o l l i n i s a t i o n  : 
a u t o p o l l i n i s a t i o n  : 

GSL neutres GSL acides GSL acides 
% GSL totaux 

Les pourcentages des GSL ac ides  s o n t  comparables à ceux observés dans l e s  s t y -  

l e s  v ie rges .  

x é n o p o l l i n i s a t i o n  : 

GSL neutres GSL acides % 
GSL acides 
GSL totaux 

Les v a r i a t i o n s  e n r e g i s t r é e s  ind iquent  une b a i s s e  r e l a t i v e  des GSL ac ides  au  

cours  de l a  p o l l i n i s a t i o n .  Le cas  de l a  demi c o m p a t i b i l i t é  e s t  à soul igner  : 

l e  taux des GSL acides r e s t e  a l o r s  é levé .  

La comparaison des d i f f é r e n t e s  ca t égor i e s  des GSL permet de  p r é c i s e r  l e s  va- 

r i a t i o n s  e n r e g i s t r é e s  au  niveau du p o l l e n  e t  du s t y l e  v i e r g e  a i n s i  qu'au cours  

du processus de p o l l i n i s a t i o n .  

c .  comparaison des d i f f é r e n t e s  c l a s s e s  de GSL neu t r e s  : ................................................. 
a)céramides : 

dans l e s  d i f f é r e n t s  p o l l e n s  e t  s t y l e s  : l e  t a b l e a u  su ivan t  rappor te  l e s  v a l e u r s  

obtenues,  exprimées successivement en nanomoles de c é r h i d e s  pa r  gramme de tis- 

s u  e t  en pourcentage r e l a t i f  pa r  r appor t  aux GSL to t aux .  

nniol es/g % nmol es/g  a/ /O nrnoles/g % ....................................................................... 
Pol 1 en 5 ,4  5 ,7  6 ,3  6,9 7,O 7 $6 

Styles 
vierges 

Les v a r i a t i o n s  observées s o n t  f a i b l e s  pour l e s  d i f f é r e n t s  génotypes d'un même 

m a t é r i e l  ( p o l l e n  ou s t y l e ) .  Les s t y l e s  sont  re la t ivement  p lus  r i c h e s  en céra-  

mides que l e s  po l lens .  



apport  de l a  p o l l i n i s a t i o n  : l e s  r é s u l t a t s ,  exprimés de l a  même façon, présen- 

t e n t  l e s  v a r i a t i o n s  su ivantes  : 

nmol es/ g % nmol es/ g $: nmol es/g % ......................................................................... 
Autopol . 13 32 ,O 2 3 38,3 13 29,5 

Xénopol . 16 22 $7  7  14,4 13 2 1 , l  

Après au topo l l in i sa t ion ,  l a  teneur  en céramidesest relat ivement  é levée ,  l e s  

r é s u l t a t s  t rouvés sont  comparables à ceux présentés  p a r  l e s  s t y l e s  non p o l l i -  

n i s é s  : en xénopol l in isa t ion ,  pa r  contre,  a l o r s  que l e  taux en GSL to taux e s t  

p lus  important ,  l a  propor t ion  r e l a t i v e  de céramides a  tendance à ba i s se r .  

B)monoglycosylcéramides : 
p o l l e n  e t  s t y l e s  : 

nmol es/ g % nmoles/g a/ /O nmol e s j g  % ......................................................................... 
Pol 1 en 3 1 32,8 32 35 ,O 28 31,9 

Sty les  
v ierges 

En va leu r  absolue, l e  po l l en  e s t  p lus  r i c h e  que l e  s t y l e  mais l a  propor t ion  de 

MGCer r e s t e  ident ique  dans l e s  deux types de ma té r i e l .  

évolu t ion  après  p o l l i n i s a t i o n  : 

nmol es/ g % nmol es/ g % nmol es/g % ......................................................................... 
Autopol . 18 44,3 20 33,3 18 40,9 

Xénopol . 40 56,7 30 61,8 35 5% ,9 

On cons ta te  une f o r t e  o r i e n t a t i o n  du métabolisme vers  l a  synthèse de MGCer, 

c e t  e f f e t  e s t  p lus  marqué pour l a  xénopol l in isa t ion  (60 % des GSL totaux pour 

l e s  seu l s  M G C ~ ~ ) .  

y) diglycosylcéramides : 
p o l l e n  e t  s t y l e s  : 

Pol l e n  

Sty les  
v i  erges 



TA3LEAU 39 : Taux r e l a t i f s  des g l~cosph ingo l ip id rs  comparés à ceux des 
s t y l e s  vierges ( teneur oour l e s  s t y l e s  vierges égale à 1 ) .  fR;;;\ 

@ s ty l e s  vierges ... 
s t y l e s  a u t o p o l l i ~ i s é s  . . . 

. . .. ... .... ... . ... . .. s ty l e s  x fnoool l in i s i s  

pol lsn  



Le pourcentage de diglycosylcéramides e s t  p lus  é levé  dans l e  pol len  que dans 

l e  s t y l e  v i e rge  a l o r s  que l e  taux de GSL du p o l l e n  e s t  déjà lui-même r e l a t i -  

vement élevé pa r  rappor t  a u  s t y l e .  

évolut ion après  p o l l i n i s a t i o n  : 

lS 1 

nmoles/g 01 
/O nmoles/g % nmoles/g % .......................................................................... 

Autopol . 4 9 $85 8 13,3 5  11,4 

Xénopol . 8 11,3 5 10y3  O 9 Y B  

Dans l e s  s t y l e s  p o l l i n i s é s ,  il y  a  augmentation de l a  t eneur  en diglycosylcé-  

ramides p a r  rapport au s t y l e  v ierge  ; c e t t e  v a r i a t i o n  r e l a t i v e  e s t  cependant 

f a i b l e .  L ' au topo l l in i sa t ion  i n d u i t  cependant une synthèse p lus  importante des 

DGCer. 

8 ) t r i g l y c ~ s y l c é r ~ i d e s  : 
p o l l e n  e t  s t y l e s  non p o l l i n i s é s  : 

Pol 1 en 6 6 ,4 5 5 ,4  5 5 ,7 
S tyl es 
vierges 

La teneur  r e l a t i v e  en TGCer e s t  supérieure dans l e  s t y l e  non p o l l i n i s é  ; il 

e s t  i n t é r e s s a n t  de s a v o i r  comment évoluent ces TGCer q r è s  p o l l i n i s a t i o n .  

évolut ion après p o l l i n i s a t i o n  : 

lS 1 ' l S 2  
O/ 

'2'4 
nmoles/g % nrnoles/g /a nmol es/  g % .......................................................................... 

Autop01 . 1 y 2  2 39 2 3,3 O,7 196 

Xénopol . 2,5 3,5 l Y 8  3,7 2,5 4  ,O6 

La xénopol l in isa t ion  i n d u i t  une diminution du pourcentage des TGCer p a r  rappor t  

au  s t y l e  v ierge  qui s e r a  p lus  accentuée en cas d ' au topo l l in i sa t ion .  

6 )  t é t r a o l  ~--~-n-x---,---------- cosvlc6ramid~s  : 
p o l l e n  e t  s t y l e s  non p o l l i n i s i s  : 

'1'1 
nmol es/  g % nmoles/g % nmol es/g % 

l S 2  '2'4 

........................................................................... 
Pol len 3 3,2 5  5 ,5 3 334 
Styles 
vierges 

La valeur  r e l a t i v e  en TrGCer e s t  supérieure dans l e  s t y l e .  



TABLEAU 40 : Teneur e n  glycosphingolipides des  sous- f rac t ions  (nanomoles/g).  

@ s t y l e s  v ie rges  . . . . . . . . . . . . . . . . . . s t y l e s  xénopo l l i n i sé s  ... ... ... s t y l e s  a u t o p o l l i n i s é s  
.a. 

po l l en  



évo lu t ion  après  p o l l i n i s a t i o n  : 

nmoleslç % nmoleslg % nmol es/g % ....................................................................... 
Autop01 . 198 4 ~ 4  2 393 1 9 3  299 

Xénopol . 2 2 ,8 3 6 ,2 3 4,9 

I l  y a  réduct ion  des TrGCer ap rè s  a u t o p o l l i n i s a t i o n  e t  peu de v a r i a t i o n s  de l a  

t e n e u r  en TrGCer p a r  rappor t  à c e l l e  des s t y l e s  v i e rges  en xénopo l l i n i sa t ion .  

En conclusion de c e t t e  ana lyse ,  il f a u t  remarquer l ' a n a l o g i e  

du comportement des  à i f f é r e n t e s  c l a s s e s  de GSL au  n iveau  du s t y l e  e t  du p o l l e n  

a i n s i  qu 'au cours du processus de p o l l i n i s a t i o n ,  que l s  que s o i e n t  l e s  a l l z l e s  

d ' i n c o m p a t i b i l i t é  dont i l s  s o n t  po r t eu r s .  

En r è g l e  géné ra l e ,  l a  p o l l i n i s a t i o n  i n d u i t  dans l e s  s t y l e s  une 

augmentation des teneurs  en GSL t o t a u x  ; cependant, il e x i s t e  des  v a r i a t i o n s  

importantes  s e lon  l e  type de p o l l i n i s a t i o n ,  compatible ou incompatible L' auto-  

p o l l i n i s a t i o n  provoque une augmentation notab le  des céramides e t  des monoglyco- 

sylcéramides t a n d i s  que l a  x é n o p o l l i n i s a t i o n  a pour conséquence p r i n c i p a l e  une  

augmentation des céramides e t  une t eneu r  beaucoup p l u s  importante  en MGCer ( q u e l  

que s o i t  l e  génotype du s t y l e ) .  Dans ce cas  p a r t i c u l i e r  du croisement demi 

compatible (S S x SpS4) ,  l 'augmentat ion c a r a c t g r i s t i q u e  des MGCer e s t  du même 
1 2  

ord re  de grandeur que pour l e  croisement compatible. 

D l  a u t r e  p a r t ,  1 ' a u t o p o l l i n i s a t i o n  i n d u i t  une f o r t e  diminution 

des t eneu r s  en TGCer e t  TrGCer ; c e t t e  diminution des GSL complexes a p p a r a î t  

moins accentuée en cas de xénopo l l i n i sa t ion .  

I l  e s t  i n t é r e s s a n t  de comparer l e s  t a u x  r e l a t i f s  des  d ive r se s  

c l a s s e s  de GSL p a r  rappor t  à c e l l e s  des s t y l e s  v i e rges  ; c e t t e  façon de pro- 

céder  permet de v i s u a l i s e r  rapidement l e s  pe r tu rba t ions  dûes aux p o l l i n i s a -  

t i o n s  ( t ab l eaux  39, 40 e t  4 7 ) .  

Pour l e s  t r o i s  génotypes d 'oenothera m?ssowiençis envisagés ,  

l e s  diagrammes montrent une augmentation r e l a t i v e  des teneurs  en céramides, 

mono e t  diglycosylcéramides , su ivan t  l a  p o l l i n i s a t i o n  (compatible ou non).  

De f a ~ o n  remarquable,  l a  f r a c t i o n  F4 ( t r ig lycosylcéramides  ) pré-  

s ti un< d- rqi-l, L - 2 ~ 1 s  le r î s  Co 11zut3p211iri~e+,iq~ a l o r s  qlie 1-a somme ctes 

appor t s  du s t y l e  v i e rge  e t  du p o l l e n  imp l ique ra i t  une augmentation. Il e x i s t e  

donc une pe r tu rba t ion  métabolique à ce niveau qui  s u i t  l e  phénomène d'auto- 

i ncompa t ib i l i t é .  

De p l u s ,  l ' a u t o p o l l i n i s a t i o n  a  pour conséquence une augmenta- 

t i o n  du pourcentage r e l a t i f  des  glycosphingolipides ac ides .  
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TABLEAU 41 : Pourcentage de glycosphingoli~ides duis chaque classe. '-.--- 

styles vierges 

. . . ... styles autopollinisés 

. - .  

--  ... . . . 
::-5: . . . styles xénopollinisés 

a pollen 



d.analpe ---- ----------- statistique ---------------- des résultats : une analyse de variance 

à 3 facteurs contrôlés : génotype, fraction, type de pollinisation, a été 

effectuée sur les résultats concernant les styles. 

Elle démontre statistiquement les faits suivants (tableau 42) : 
1)pour les différents génotypes envisagés, les moyennes teneurs en glycosphin- 
golipides pour l'ensemble des 6 fractions ne sont pas significatives ; 
2) les moyennes concernant la répartition des glycosphingolipides entre les 
différentes fractions présentent la variance la plus élevée ; 

3)les moyennes entre les trois catégories de styles (vierges, autopollinisés, 
xénopollinisés) sont hautement significatives : la composition en glycosphin- 
golipides dépend donc essentiellement de l'état du style ; 

&)l'interaction génotype-fraction est significative mais avec le coefficient 
le plus faible ce qui implique que la distribution des glycosphingolipides dé- 
pend aussi du génotype ; 

5)11interaction génotype-style est plus élevée que la précédente ce qui signi- 
fie que si la répartition des glycosphingolipides est différente pour les trois 
états du style, cette différence dépend du génotype ; 

6)c1est l'interaction style-fraction qui est la plus élevée : une fraction est 
donc liée surtout à l'état du style (vierge, autopollinis6, xénopollinisé ) ; 

7)11interaction de 2ème ordre est significative : si on considère l'interaction 
génotype-style, celle-ci varie selon la fraction F envisagée et permet de met- 
tre ainsi en évidence l'influence plus faible du génotype. 

En conclusion de cette analyse, on peut dire que le paremètre Le 

plus important dans la répartition des glycosphingolipides dans les diffgrentes 

fractions est le processus de pollinisation ; l'intervention du paramètre 

"génotype'' est beaucoup noins marquée. 

g) Analyse des constituants des GSL neutres. 

L'identification des constituants des différentes classes de 

GSL neut.res (céramides, mono, di, tri et tétraglycosylcéra~ides) précédemment 

purifiées par chromatogrâphie prép~rative en couche mince, suppose la s6para- 

tion préalable des acides gras et des bases à longue chaîne par rupture de la 

liaison amide. 

La technique d'hydrolyse utilisée (méthode de GAVER et ShzELEY, 

1965) permet l'hydrolyse sans altération de la configuration des bases ; il 

s'agit d'une hydrolyse acide (solution méthanol chlorhydrique, HC1 1 N dans 

CH OH + 10 molécules d'eau) pendant 23 heures, sous atmosphère d'azote (fiche 
3 

technique no 27). 

1-ex.t/racCion d u  ac idu  g h a  &t c u m p u s ~ o n  en a ~ d c s  g h u  : L'hydrolysat est 

soumis à une extraction à l'hexane. La phase hexanique supérieure solubilise 



TABLEAU 42 : ANALYSE DE VARIANCE DES TENEURS EN GLYCOSPHINGOLIPIDES 
POUR LES STYLES V I  ERGES) AUTOPOLLINIS~S E T  XENOPOLLIN I S É S  DE GENOTYPES 
SIS1# SIS2 E T  S2S4, 

Origine de l a  v a r i a t i o n  

~ é n o t y ~ e  (A ) 

 fraction(^) 

Sty l e  (C ) 

@notype x f r a c t i o n  
(A x B)  

~ é n o t ~ ~ e '  x s t y l e  
(A x C) 

Sty l e  x fraction 
( B  x C) 

A x B x C  

Résiduelle 

.' 

d e g r é  de 
l iber té  ----------------------------------------------------------------------------------- 

2 

5 
2 

10 

4 

10 

20 

216 

s * 

0,60 

2518,64 

886,73 

14 954 

96,06 

479,13 

23 ,O5 

1,44 

F 

0,42 NS 

1 7 4 9 , 0 6 ~ ~  

61 5,78X= 

10,10=* 

66,7 lxXX 

332 ,73XXX 

1 6 ~ 0 1 ~  

L 



l e s  ac ides  gras  a l o r s  que l e s  oses  e t  l e s  bases  à longue chaîne r e s t e n t  dans 

l a  phase  méthanolique ac ide .  Après décanta t ion  e t  s épa ra t ion ,  c e t t e  phase 

i n f é r i e u r e  e s t  rapidement n e u t r a l i s é e  par a d d i t i o n  d ' a c é t a t e  d ' a rgen t .  Une 

p a r t i e  a l i q u o t e  s e r v i r a  à l a  déterminat ion de l a  composition en g luc ides  e t  

l ' a u t r e  à c e l l e  d e  l a  composition en bases  à longue chaîne. 

Les ac ides  g ra s  d e  l a  phase hexanique s o n t  e n s u i t e  t r a n s e s t é r i f i é s  p a r  l e  mg- 

l ange  méthanol-acide ( f i c h e  technique no 18). La t ransméthyla t ion  n ' é t a n t  

jamais complète, p u i s q u ' i l  s ' a g i t  d 'un é q u i l i b r e ,  il e s t  ind ispensable  de pu- 

r i f i e r  l e s  e s t e r s  méthyliques d 'ac ides  g ra s  formés a f i n  d ' é l imine r  l e s  ac ides  

gras  non méthylés e t  l e s  éven tue l s  contaminants. Cet te  p u r i f i c a t i o n  e s t  e f -  

f ec tuée  par chromatographie en couche mince s u r  g e l  de s i l i c e  G avec l e  ben- 

zène comme so lvan t  de migra t ion  ( f i c h e  technique  no 18).  

Après é l u t i o n ,  l e s  e s t e r s  méthyliques d ' a c i d e s  g ra s  sont  r e p r i s  p a r  l e  su l -  

f u r e  de carbone e t  chromatographiés : chromatographie e n  phase gazeuse e f fec-  

t u é e  s u r  un a p p a r e i l  Varian 1800 équipé d'un d é t e c t e u r  à i o n i s a t i o n  de flamme. 

La colonne de t y p e  s t anda rd  e s t  remplie de DEGS à 10 % s u r  chromosorb W 

60/80 mesh AW ( f i c h e  technique  no 13) .  L ' i d e n t i f i c a t i o n  des ac ides  g ra s  e s t  

v é r i f i é e  par  spec t romé t r i e  de masse ( a p p a r e i l  Riber  Mag 10-10) ( f i c h e  

technique  no 32). 

2-ext iradan d u  6~7~5~35 Longue &&ne ( B L C )  et avrdghe : Les bases  à longue 

chaîne l i b r e s  s o n t  p a r t i c u l i è r e n e n t  i n s t a b l e s ,  il convient de procéder  à l e u r  

e x t r a c t i o n  e t  à l e u r  t ransformat ion  en dé r ivés  d in i t rophénylés  l e  p l u s  rap i -  

dement poss ib l e .  

a .ob ten t ion  des BLC : l e s  bases  à longue chaîne s o n t  e x t r a i t e s  ---------------- 
sélect ivement  p a r  l e  d i é thy l - é the r  en m i l i e u  a l c a l i n ,  ce qui  rend impossible  

t o u t e s  analyses de l a  p a r t i e  osidique s i x  l a  pnase i n f é r i e u r e  ( f i c h e  technique 

no 2 9 ) .  

b .ob ten t ion  ................................ des dér ivés  d i n i t r o ~ h é n x l é s  --- : l e s  BLC sont  e n s u i t e  

transformées en DNT-dérivés s t a b l e s  par  l a  1 f l u o r ~  2-b-dinitroben zène s e l c n  

l e  pro tocole  de KARLSSON (1970) ( f i c h e  technique no 29 ) .  Les DHP dé r ivés  son t  

e n s u i t e  p u r i f i é s  p a r  chromatographie en couche mince ( f i c h e  technique  no 29)  

a f i n  d 'é l iminer  excès de r é a c t i f s  e t  impuretés .  

c.~an~g~-des bases : l e u r  m a l y s e  s e r a  complexe c a r  e l l e  i m -  

p l i q u e  p lus i eu r s  é tapes  a p r è s  l a  s t a b i l i s a t i o n  p a r  d in i t rophényla t iûn .  
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TABLEAU 53 : REPARTI TI ON DES AC IDES GRAS CONSTITIJTI FS DES TRIGLYCOSYLCÉRAMIDES. 

.,  roise se ment demi-compatible 
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a)analyse  des bases sous forme d'aldéhydes : l a  t rans-  

formation des bases en aldéhydes e s t  r é a l i s é e  par  oxydation au t é t r a -acé ta te  

de plomb ( f i c h e  technique no 29). Au cours de l 'oxydation,  l e s  bases t r ihydro- 

xylées perdent  3 atomes de carbone, t and i s  que l e s  bases dihydroxylées n'en 

perdent que 2. Les aldéhydes a i n s i  obtenus auront donc une chaîne p lus  courte. 

Les aldéhydes son t  i d e n t i f i é s  e t  dosés par  chromatographie en phase gazeuse 

(colonne de DEGS à 10 % sur chromosorb W 6 0 / 8 0  mesh AW, f i che  technique no 29) .  

L ' iden t i f i ca t ion  des aldéhydes n ' e s t  pas entièrement 

f i a b l e  par  c e t t e  technique ; il e s t  indispensable de l a  coupler à une (au 

moins) a u t r e  méthode analyt ique ; nous avons u t i l i s é  l a  t ransformation des 

aldéhydes en acides gras homologues. 

6)analyse des bases sous forme d 'ac ides  gras : e l l e  e s t  

r é a l i s é e  p a r  oxydation par  l e  permanganate de potassium ( f i c h e  technique no 29) .  

Les acides gras  a i n s i  obtenus sont  t r a n s e s t é r i f i é s  par  l e  mélange méthanol- 

acide su l fu r ique .  Après p u r i f i c a t i o n  par  CCM, i l s  sont analysés pa r  chromato- 

graphie en phase gazeuse s u r  colonne de DEGS 10 % s u r  chromosorb W ( f i che  

technique no 13). 

3-andey~e de la copde  osidique : E l l e  e s t  e f fec tuée  s u r  une p a r t i e  a l iquote  

de l a  phase m6thanoli.que. Le r é a c t i f  d'hydrolyse u t i l i s é  renfermant de l ' e a u ,  

une deuxième méthanolyse des sucres l i b é r é s  e s t  nécessa i re .  E l l e  e s t  r é a l i s é e  

pa r  une s o l u t i o n  de méthanol-chlorhydrique ( H C ~  O,? M dans CH OH anhydre) pen- 
3 

dant 24 heures à 8 0 ' ~ .  Après t r i f l u o r o a c é t y l a t i o n  du méthanolysat, l ' ana lyse  

des oses e s t  e f fec tuée  en phase gazeuse s u r  colonne dlOV 210 avec programma- 

t i o n  de température de 110 à 2 1 0 ' ~  à ra ison de 1°c par  minute ( f i c h e  techni- 

que no 3 0 ) .  

? - d i n & ~ L b u A i ~ n  d u  acLda gtra.h : La r é p a r t i t i o n  des acides gras des d i î f é -  

r en tes  c l a s s e s  de GSL a é t é  successivement analysée au niveau du pollen e t  

des s t y l e s  non p o l l i n i s é s  ou p o l l i n i s é s  ( au to  e t  xénopo l l in i sa t ion) .  - 
L'étude a p o r t é  s u r  p lus ieurs  paramètres : mise en évidence des ac ides  gras 

l e s  p lus  importants (en pourcentage r e l a t i f )  , degré de s a t u r a t i o n ,  ü is t r ibu-  

t i o n  des AG à nombre impair d'atomes de carbone, longueur de l a  chaîne car- 

bonée (importance r e l a t i v e  des AG à chaîne courte (Cl0 à  CI^), moyenne ( c l 4  

à  CI^), en ~ 1 8 ,  à chaîne longue (Cl9 à ~ 2 4 ) .  

Dans chaque c a s ,  nous avons r é a l i s é  l ' a n a l y s e  comparative en t re  l e  pollen e t  

l e  s t y l e  v ierge  puis  en?isagé l e s  modifications de l a  d i s t r i b u t i o n  des AG en 

fonction des 2 types de p o l l i n i s a t i o n s .  
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a . r é ~ a r t i t i o n  des AG dans l e  ~ o l l e n  e t  l e  s t x l e  non ~ o l l i n i s é  : -- ........................ -------------- ------- --------- 
e l l e  e s t  repor tée  dans l e s  tableaux 43 à 57. La première remarque qui  s'impose 

e s t  l a  suivante  : quels que so ien t  l e s  a l l è l e s  S ,  il ex i s t e  des analogies 

importantes dans l a  composition en acides gras des s t y l e s  e t  du pol len ,  au ni-  

veau de chacune des c lasses  de GSL : l a  r é p a r t i t i o n  des AG dépend essen t ie l l e -  

ment du matér ie l  biologique e t  non du génotype d ' incompatibil i té .  

a ) ac ide s  gras ca rac té r i s t iques  : l ' é tude  comparative per- 

met de consta ter ,  au niveau de toutes l e s  catégories de GSL neutres é tudiées ,  

que l e s  acides gras l e s  p lus  importants pondéralement sont l e s  acides pal- 

mitique ( c i 6  : O ) ,  s t éa r ique  ( c i 8  : O), oléique ( c l 8  : I ) ,  l inolé ique ( c l 8  : 2 )  

e t  l inolénique ( c l 8  : 3 ) .  

S i  l ' a c i d e  palmitique se  retrouve en proportion abondante, 

voire  t r è s  abondante dans tous l e s  cas ,  il n'en e s t  pas de même de l ' a c i d e  li- 

nolénique ca rac té r i s t ique  des GSL neutres du pollen (en p a r t i c u l i e r  au niveau 

des Cer e t  ~ G c e r ) ,  a l o r s  que l ' a c ide  s téa r ique  s e  retrouve souvent en quant i té  

importante dan2 l e  s t y l e  non po l l i n i s é .  

B)pourcentage de sa tu ra t ion  : l ' ana lyse  c lasse  par c lasse ,  

génotype par génotype, du degré de sa tu ra t ion  de tous l e s  acides gras  ( pa i r  

e t  impair) met en évidence une di f férence in té ressan te  en t re  l e  pol len  e t  l e  

s t y l e  : en règ le  générale, l a  sa tu ra t ion  e s t  beaucoup plus  importante au niveau 

du s t y l e  qu'au niveau du pol len  ( t ab leau  57a) .  

Le pourcentage moyen de sa tu ra t ion  pour tous l e s  GSL 

neutres ,  s ' é t a b l i t  a i n s i  : 

........................................................ 
Pol len 55,58 53,14 52 $29 

Styles 
vierges 6 7 ,O6 

La sa tu ra t ion  importante des acides gras des s t y l e s ,  

s 'observe en p a r t i c u l i e r  au niveau des céramides e t  des monoglycosylcéramides 

qui sont  l e s  précurseurs métaboliques ües GSL plus complexes ; l a  glycosyla- 

t i on  semble donc accompagnée de déshydrogénation au niveau des zcides gras dans 

l e  pollen.  

y ) r é p a r t i t i o n  des acides gras à nombre impair d'atomes 

de carbone : e l l e  e s t  poss ib le  en c o n s i d é r a t  l e s  rapports suivants ( tableau 57%) : 

% d'acides gras à nombre impair d'atomes de carbone 1 (-1 
% d'acides gras à nombre pair  d'atomes de carbone P 
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Globalement, pour t o u s  l e s  GSL n e u t r e s ,  on o b t i e n t  l e s  

r é s u l t a t s  s u i v a n t s  : 

Pollen 0,074 O ,042 O ,068 

Styles 
vierges O ,094 O ,  142 0 ,  106 

Le r appor t  - ' e s t  t ou jou r s  i n f é r i e u r  dans l e  po l len  P 
comparé au  s t y l e  non p o l l i n i s é ,  pour chacun des génokjpes é tud ié s .  

Une ana lyse  p l u s  d é t a i l l é e  e s t  p o s s i b l e  en comparant l e s  

rappor t s  : 

AG à nombre impair d'atomes de carbone, saturés 
( -  

AG à nombre pair d'atomes de carbone, saturés 
IS  1 
P S 

AG à nombre impair d'atomes de carbone, insaturés 
( -  

AG à nombre pair d'atomes de carbone, insaturés 
I1 1 
P 1 

On o b t i e n t  l e s  résultats s u i v a n t s  : 

- IS pollen O ,  106 0,094 
PS 0,078 

IS s ty l e  PS O ,  142 0 ,  128 0,114 

I I  s ty l e  P 1 O ,074 O ,  134 0 ,  114 

Le pourcentage d ' ac ides  g ra s  à nombre impair d 'a tones  de 

carbone, s a t u r é s  ou  non, e s t  supé r i eu r  dans l e  s t y l e  non p o l l i n i s é .  Une carac- 

t é r i s t i q u e  du p o l l e n  e s t  de posséder  moins d ' zc ides  gras  impairs  i n s a t u r é s  que 

l e  s t y l e  v i e rge .  

L'analyse de ces d i f f é r e n t s  r appor t s  au  niveau de chacune 

des c l a s s e s  de GSL permet de c o n s t a t e r  que ces  cons idé ra t ions  s e  re t rouvent  

dans presque tous  l e s  cas mais son t  s u r t o u t  j u s t i f i é e s  a u  niveau des céramides 

e t  des monoglycosylcéramides. 
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8) iongueur  de l a  cha îne  carbonée : l ' é t u d e  de l a  longueur 

de l a  chaîne carbonée permet également de d i f f é r e n c i e r  p o l l e n  e t  s t y l e  v ie rge  : 

SISl lS2 '2'4 ................................................................. 
CIO-Cl3 

pol 1 en 2,97 1,65 1,59 . 
style 1,64 4,73 3 ,O6 

C14-Cl7 
pol 1 en 40 ,O3 
style 42,70 

C 18 
pollen 45,94 
style 47,62 

C19-C22 
pol len 11,19 
style 7,99 

Les pourcentages globaux ne s o n t  pas  s i g n i f i c a t i f s ,  mais 

l ' a n a l y s e  c l a s s e  pa r  c l a s s e  de l a  longueur de l a  chaîne carbonée des AG met 

en évidence que l e s  s t y l e s  s o n t  c a r a c t é r i s é s  par des ac ides  gras  "moyens" e t  

en c i 8  a l o r s  que l e s  p o l l e n s  possèdent  en géné ra l  une chaîne carbonée p lus  

longue e t  son t  re la t ivement  p l u s  r i c h e s  en ~ 1 8 .  La d i f f é r e n c e  e s t  s u r t o u t  mar- 

quée au  niveau des céran ides  e t  des  monoglycosylcéramides ; l e s  ac ides  gras  des  

d i  e t  t r ig lycosylcéramides  c a r a c t é r i s e n t  moins l e  p o l l e n  ou l e  s t y l e .  

En conclusion,  l a  d i s t r i b u t i o n  des ac ides  gras  des GSL des pol- 

l ens  e t  des  s t y l e s  non p o l l i n i s é s  ne semble pas dépendre du génotype dlinco;n- 

p a t i b i l i t é  mais e s t  c a r a c t é r i s t i q u e  d 'un type  de m a t é r i e l  ; l e s  d i f f é r ences  

e n t r e  p o l l e n  e t  s t y l e  sont  p lus  accentuées au  niveau des c é r m l d e s  e t  des nono- 

glycosylcéramides ; pour ces deux c l a s s e s  de GSL, on d i s t i n g u e  une d i s t r i b u t i o n  

d 'ac ides  gras  de type  " s t y l a i r e "  c a r a c t é r i s é e  pa r  l 'abondance des ac ides  pal-  

mitique e t  s t é a r i q u e ,  par  un degré de s a t u r a t i o n  r e l a t i vemer t  é l e v é ,  p a r  -me 

f o r t e  t eneu r  en ac ides  g ra s  à nombre impair d'atomes de carbone e t  e n f i n  par  

une chaîne carbonée généralement moins longue que dans l e s  po l l ens  ; ceux-ci, 

o u t r e  l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  précédentes  i nve r se s  de c e l l e s  du s t y l e ,  possèdent 
, . e s s z n t i e l l e ~ ~ i e n t  LE; acizcu 2el ;a i t iyue c t  l i ~ a l e l q u e .  

Pour l e s  a u t r e s  c l a s s e s  de GSL, l e s  d i f f é r e n c e s  son t  moins &ri- 

dentes  ; cependant,  l e s  s t y l e s  s o n t  en géné ra l  p lus  s a t u r é s  e t  comportent des  

ac ides  g r a s  à nombre impair d'atomes de carbone en q u a n t i t é  supér ieure .  



TABLEAU 58 : DISTRIBUTION DES BASES A LONGUE CHAINE DANS 
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3.évolu t ion  au  cours  de l a  e o l l i n i s a t i o n  : à p a r t i r  des résu l -  ......................... ------------ 
tats précédents ,  il e s t  i n t é r e s s a n t  de  comparer l a  composition des acides g r a s  

des GSL des s t y l e s  qui o n t  s u b i  l a  p o l l i n i s a t i o n ,  s o i t  compatible,  s o i t  incom- 

p a t i b l e  e t  de l a  comparer avec l a  r é p a r t i t i o n  i n i t i a l e  dans l e  s t y l e  v ie rge .  

Dans l e  ca s  de 1 ' a u t o p o l l i n i s a t i o n ,  on cons t a t e  des  d i f f é r ences  

no tab le s  s u r t o u t  au  niveau des c é r d d e s  e t  des monoglycosylcéramides ; pour 

tous  l e s  génotypes envisagés ,  l ' é v o l u t i o n  s e  r é a l i s e  dans l e  même sens  : l e s  

acides g ra s  majeurs sont  l e s  ac ides  pa lmi t ique ,  s t é a r i q u e  e t  l i n o l é i q u e  ; l e  

degré de s a t u r a t i o n  e s t  r e l a t i vemen t  é l evé ,  comparable à c e l u i  des  s t y l e s  

non p o l l i n i s é s  ; de même que l a  t e n e u r  en ac ides  gras  à nombre impair  d'atomes 

de carbone ; par  cont re ,  il f a u t  n o t e r  l ' a p p a r i t i o n  en q u a n t i t é  importante 

d 'ac ides  gras  à longue cha îne  carbonée. 

Pour l e s  GSL p lus  complexes, l e s  d i f f é r e n c e s  sont  moins évi-  

dentes  e t  l e s  génotypes envisagés n 'évoluent  pas tous  dans l e  même sens ; on 

peut  cependant remarquer un f o r t  pourcentage d 'ac ides  g r a s  impairs  i n sa tu ré s  

pour l e s  diglycosylcéramides e t  un pourcentage de s a t u r a t i o n  qui  f a i b l i t  au 

niveau des té t rag lycosylcéramides .  

La comparaison avec l a  r é p a r t i t i o n  dans les s t y l e s  v ie rges  met 

en évidence l ' a p p a r i t i o n  d ' a c i d e s  g ra s  majeurs c a r a c t é r i s t i q u e s  comme l ' a c i d e  

l i n o l é i q u e  e t  l ' a p p a r i t i o n  d'AG longs  : l e  métabolisme des  AG semble donc 

in t e rméd ia i r e  e n t r e  l e  t y p e  p o l l i n i q u e  e t  l e  t y p e  s t y l a i r e .  

Dans l e  cas de l a  xénopo l l i n i sa t ion ,  il f a u t  d i s t i n g u e r  l e  

croisement compatible (S  x Bg e t  Bg x S I )  du croisement demi compatible 
1 

(Bb x Bg).  Dans l e  cas du croisement  compatible,  l e s  d i f f é r ences  e s s e n t i e l l e s  

sont  s i t u é e s  au  niveau des céramides e t  des m~no~ lycosy lcé ramides .  La xéno- 

p o l l i n i s a t i o n  compatible i n d u i t  e s sen t i e l l emen t  l 'augmentat ion,  dans ces deux 

c l a s s e s  de GSL, du pourcentage r e l a t i f  d'AG à chaîne c o u r t e  de façon con- 

comitante à l a  d i s p a r i t i o n  d ' ac ides  gras  à longue chaîne. Le degré de satu- 

r a t i o n  évolue de façon c o n t r a d i c t o i r e  m a i s  il appa ra î t  une propor t ion  élevée 

d ' ac ide  l i n o l é i q u e .  Tour l e s  a u t r e s  ca t égor i e s  de GSL, l e s  v a r i a t i o n s ,  1 2  

encore,  ne sont  pas  simples à ana lyse r .  

Dans l e  cas demi compatible ,  s e  re t rouvent  des c a r a c t g r i s t i q u e s  

i n t e rméd ia i r e s  e n t r e  l a  s i t u a t i o n  incompatible e t  compatible : f o r t  pourcen- 

t age  de  sat.ura.tion (comme en a u t o p o l l i n i s a t i o n )  mais a p p a r i t i o n  d ' ac ides  gras  

à chaîne cour te  (analogue à l a  x é n o p o l l i n i s a t i o n )  pour l e s  céramides e t  l e s  

monoglycosylcéra.rllides. 
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S-din;t/ubuLLon d a  b a ~ u  à longue chaZne : 

a .-et_~a~-~-~~t~~te~~~-~-:-r-+-k~t_i t i on des  bas e s  à 10n ~u.-cL:I- 
ne  des s t x l e s  n o n p o l l i n i s é s  : e l l e  e s t  r é a l i s é e  de deux façons : dans un --------- ------- -------__ 
premier temps, l a  d i s t r i b u t i o n  des bases  s e r a  examinée dans t o u t e s  l e s  c l a s s e s  

des  GSL neu t r e s  p u i s  l a  r é p a r t i t i o n  des BLC s e r a  ana lysée  en fonc t ion  du pa- 

ramètre  "génotype" dans chacune des c l a s se s .  

L'examen des diagrammes 58 à 62 met en évidence, pour t o u t e s  

l e s  c l a s s e s  de GSL à l ' e x c e p t i o n  des té t rag lycosylcéramides ,  une t eneu r  é l e -  

vée en heptadécasphinganine dans chaque génotype. Ce t t e  base peut  r e p r é s e n t e r  

p l u s  de 50 % du t o t a l .  De façon concomitante,  on e n r e g i s t r e  un t aux  r e l a t i v e -  

ment t r è s  f a i b l e  de bases  à nombre é l evé  d'atonies de carbone ( supé r i eu r  à ~ 1 5 )  

avec une seu le  except ion : l e s  té t rae lycosylcéramides  de géiiotype Bb (S  S ) 
1 2  

où l a  nonadécasphinganine e s t  abondante. D'autre  p a r t ,  l ' é t u d e  du pourcentage 

de s a t u r a t i o n  permet de s o u l i g n e r  que, dans t.ous l e s  ca s ,  l e  degré de sa tu -  

r a t i o n  e s t  t r è s  é l evé  pour t o u t e s  l e s  c l a s s e s  de BLC des s t y l e s  non p o l l i n i s é s  

L 'analyse de  l a  r é p a r t i t i o n  des bases  examinée en r e l a t i o n  

avec l e  génotype d ' i n c o m p a t i b i l i t é ,  dans chacune des c l a s s e s ,  n ' appor t e  pas de 

renseignement s i g n i f i c a t i f  : l e s  v a r i a t i o n s  des pourcentages r e l a t i f s  pour 

une même base e t  une même c l a s s e  de GSL peuvent ê t r e  t r è s  é levées  e n t r e  l e s  3 

génotypes ; il n'y a donc pas  de r e l a t i o n  d i r e c t e  e n t r e  l e s  a l l è l e s  S e t  l a  

présence d'un type  de BLC. 

b - r é p a r t i t i o n  des bases  au niveau des GSL des po l l ens  : une .................................................. 
étude analogue pour l e s  p o l l e n s  met en évidence l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  suivan- 

t e s  : 

- t eneu r  tou jours  é l evée  en eicosasphinganine e t  en nonadécasphingénine dans 
tous  l e s  cas envisagés (excepté  m f a i b l e  t aux  d 'e icosasphinganine dans l e s  
té t rag lycosylcéramides  ) . Inversement,  il y a t r è s  peu de bases  à nombie 
d'atomes de carbone peu é l e v é  ; 

- l ' a n a l y s e  comparée des pourcentages de s a t u r a t i o n  conduit  à des conclusions 
p lus  nuancées que pour  l e s  s t y l e s  non p o l l i n i s é s  : l e s  bases i n s a t u r é e s  peuvent 
r e p r é s e n t e r ,  dans c e r t a i n s  c a s ,  jusqu 'à  81 % de  l 'ensemble (réramides du pol- 

* 
l e n  S2s4) ou, a c o n t r a r i o ,  e t r e  m i n o r i t a i r e s  ( 3 0  % dans l e s  MGCer du p o l l e n  
~ b )  ; cependant, généralement,  l a  teneur  en bases  non s a t u r é e s  e s t  p l u s  ira- 
p o r t a n t e  dans l e  p o l l e n  que dans l e  s t y l e  v i e r g e  ; 

- l a  comparaison des  BLC a u  n iveau  de chacune des c l a s s e s  de GSL, en r e l a t i o n  
avec l e  génotype, ne permet pas comme dans l e  cas  du s t y l e  non p o l l i n i s é ,  de 
t i r e r  de C G ~ ~ C ~ & ~ C L  JUY 'LIC Ê~~, ' -%;;el le  ~ ' e 1 z i . t i o ~  : g,gri9ty-pe d1 i . ?coqa+ , ih?  l i t 6 1  
r é p a r t i t i o n  des BLC. 

Une a u t r e  manière d'appréhender l e  r ô l e  éventue l  des bases  e s t  

d ' é t u d i e r  l e u r  r é p a r t i t i o n  dans l e  s t y l e  v i e r g e  e t  dans c e l u i  ayant s u b i  l a  

p o l l i n i s a t i o n  compatible ou incompatible : pour f a c i l i t e r  l ' a n a l y s e  comparati- 

ve ,  nous avons r é a l i s é  c e t t e  é tude c l a s s e  de GSL pa r  c l a s s e  de GSL pour chacun 

des génotypes. 
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c.bases  à longue chaîne e t  céramides : au  n iveau  des céramides, ----------- ...................... 
l e  t a b l e a u  58 met en évidence des d i f f é r e n c e s  t rès  importantes  e n t r e  l e s  

s t y l e s  v ie rges  e t  l e  po l l en  : l a  t eneu r  en heptadécasphinganine e s t  t o u j o u r s  

supé r i eu re  à 40 % pour l e s  s t y l e s  SIS1.  S S e t  S2S4. De p l u s ,  il f a u t  n o t e r  
1 2  

l a  présence  d'un pourcentage re la t ivement  é l evé  d'heptadécasphingénine dans 

l e  s t y l e  S I ,  de nonadécasphinganine e t  d 'e icosasphinganine dans l e  s t y l e  Bg 

e t  d le icosasphingénine  pour l e s  s t y l e s  non p o l l i n i s é s  de génotype S ISp  ( ~ b ) .  

Dans l e  cas des  po l l ens ,  s i ,  s e u l  l ' a l l è l e  S I  p ré sen te  40 $ 

d '  e icosasphinganine , tous renferment une q u a n t i t é  abondante de nonadéca- 

sphingénine. 

La r é p a r t i t i o n  des bases  dans l e s  s t y l e s  ayant s u b i  l a  p o l l i -  

n i s a t i o n  e s t  t r è s  d i f f é r e n t e  en s i t u a t i o n  compatible e t  incompatible.  Dans ce 

~ e r n i e r  cas ,  l e s  céramides cont iennent  une f o r t e  t eneu r  en heptadécasshinga- 

n ine  e t ,  généralement une p ropor t ion  é l evée  de bases  à nombre f a i b l e  d'atomes 

de carbone. Le schéma i n v e r s e  semble c a r a c t é r i s e r  l e  croisement compatible,  

c ' e s t  à d i r e ,  une f a i b l e  t e n e u r  en bases  à chaîne  carbonée re la t ivement  cou r t e  

e t  un t a u x  re la t ivement  f o r t  de bases "moyennes" e t  "longues" (en p a r t i c u l i e r  

l ' e i cosasph ingan ine ) .  

La comparaison avec l a  r é p a r t i t i o n  cons t a t ée  dans l e s  s t y l e s  

v i e rges  e t  l e s  p o l l e n s  montre que l a  xénopo l l i n i sa t ion  i n d u i t  un métabolisme 

de t y p e  p o l l i n i q u e  a l o r s  que l a  s i t u a t i o n  incompatible  semble c a r a c t é r i s é e  

pa r  une r é p a r t i t i o n  des bases  s e  rapprochant du s p e c t r e  observé dans l e s  s ty -  

l e s  non p o l l i n i s é s .  L 'analyse comparative des pourcentag3s de s a t u r a t i o n  ne 

met pas  en évidence de d i f f é r ences  s i g n i f i c a t i v e s  e n t r e  l e s  2 types de  p o l l i -  

n i s a t  ion .  

d.bases-8-longue chaîne e t  r n o n o ~ ~ ~ c o s y l ~ ~ i d e s  : l a  répar-  

t i t i o n  des bases dans l e s  monoglycosylcéramides confirme l e s  r é s u l t a t s  obte- 

nus pour l e s  céramides : BLC "courtes" ( s u r t o u t  1 'heptadécasphinganine) au 

niveau des s t y l e s  v ie rges  e t  inversement,  dans l e  p o l l e n ,  il y a zbondance 

r e l a t i v e  de BLC "longues" en  p a r t i c u l i e r  l ' e icosasphinganine  ( t a b l e a u  5 9 ) .  - Après p o l l i n i s a t i o n  compatible,  l a  teneur  en heptadécasphin- 

ganine e s t  remarquablenent é levée  pour t o u s  l e s  génotypes ( j u s q u ' à  70 $ d u  

t o t a l )  pa r  con t r e ,  l e s  bases  "longues" d i s p a r a i s s e n t  presque complètement. 

L'  a u t o p o l l i n i s a t i o n  i n d u i t  par  c o n t r e ,  un Taux impur-tait 

d'heptadécasphinganine pour l e s  génotypes S1 e t  Bg a i n s i  que de f o r t e s  t e -  

neu r s . en  nonadécasphingénine. 

La d i f f é r e n c i a t i o n  d'un comportement de type  p o l l i n i q u e  ou 

s t y l a i r e  en r e l a t i o n  avec l a  p o l l i n i s a t i o n  e s t  moins apparente  chez l e s  
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monoglycosylcéramides que dans l e s  céramides pour ce q u i  concerne l a  longueur 

de l a  cha îne  carbonée des bases .  P a r  con t r e ,  l ' é t u d e  du pourcentage de satu-  

r a t i o n  m e t  en  évidence une s a t u r a t i o n  p l u s  é l evée  dans l e s  s t y l e s  v ie rges  que 

dans l e s  BLC des po l l ens  correspondants .  De p l u s ,  l a  xénopo l l i n i sa t ion  provo- 

que une s a t u r a t i o n  des bases  qu i  s ' appa ren te  à c e l l e  observée au  niveau du 

pol len .  

e .bases  à longue chaîne e t  d ig lycosylcéranides  ( t a b l e a u  6 0 )  : ----------- -_------------- ............................. 
l e s  r é s u l t a t s  obtenus dans l e s  2 cas précédents  s e  confirment.  On observe l e  

même t y p e  de r é p a r t i t i o n  dans l e s  s t y l e s  v ie rges  e t  l e s  po l lens  : l e s  BLC des 

diglycosylcéramides des po l l ens  son t  s u r t o u t  l ' e icosasphinganine  e t  l a  nona- 

décasphingénine t a n d i s  q u ' i l  e x i s t e  un pourcentage important  d 'heptadéca- 

sphinganine dans l e  s t y l e  v ie rge .  

La xénopo l l i n i sa t ion  s e  t r a d u i t  dans l a  r é p a r t i t i o n  de bases  p a r  

une t e n e u r  é l evée  en heptadécasphinganine t a n d i s  que l ' a u t o p o l l i n i s a t i o n  e s t  

l i é e ,  au  n iveau  des diglycosylcéramides,  à une r é p a r t i t i o n  homogène des BLC, 

ne p r i v i l é g i a n t  pas  une c l a s s e  p a r t i c u l i è r e .  

Le "spec t re"  des bases  observé après  xénopo l l i n i sa t ion  s ' appa- 

r e n t e  à c e l u i  des  s t y l e s  non p o l l i n i s é s .  

Les bases  du p o l l e n  s o n t  un peu moins s a t u r é e s  que c e l l e s  des 

s t y l e s  ; l a  x6nopo l l i n i sa t ion  i n d u i t  une é l é v a t i o n  de  pourcentage de satu-  

r a t i o n .  

f .bases  ----------- à longue ----------------s-~--------------------------- chaîne e t  t r i u l  cosylcéramides ( t a b l e a u  61) : 

l a  r é p a r t i t i o n  e s t  également c a r a c t é r i s t i q u e  du po l l en  ( r i c h e s s e  r e l a t i v e  en 

e icosasphinganine)  e t  du s t y l e  non p o l l i n i s é  (propor t ion  élevée d'heptadéca- 

sphinganine ) . 
L ' a u t o p o l l i n i s a t i o n  comme l a  xénopo l l i n i sa t ion  provoquent un 

bouleversement dans l a  r é p a r t i t i o n  des bases  s e  t r a d u i s a n t  par  lune d i s t r i -  

bu t ion  r é g u l i è r e  dans t o u t e s  l e s  ca t égor i e s  de BLC avec, cependant,  une p lus  

f o r t e  p ropor t ion  de bases  "longues". Le degré de s a t u r a t i o n  e s t  p lus  é levé  

dans l e  s t y l e  v i e rge  que dans l e  po l l en  ; l a  xénopo l l i n i sa t ion  e s t  en r e l a t i o n  

avec une diminut ion s e n s i b l e  de l a  s a t u r a t i o n .  

g. b i s e s ~ ~ ~ i o n & u e ~ c i I ~ ~ n ~ ~ ~ t _ ~ t _ ~ t _ ~ ~ ~ L x ~ o ~ ~ i ~ ~ ~ ~ i d ~ ~ ~ ~ t ~ b 1 - ~ i ~ ~ ~ 2 ~  : 

dm-s l e ç  tZtrzgl_;.co~ylc6~erri;  d -2 ,  Ifl d i  s t r i -bu t ion  ri-s BLC est, t r è ~  d L f f 6 r ~ n t ~  

dans l e s  p o l l e n s  e t  l e s  s t y l e s  non p o l l i n i s é s ,  de l a  r é p a r t i t i o n  observée d v l s  

l e s  a u t r e s  c l a s s e s  de GSL : dans l e s  deux cas ,  on r e t rouve  une f a i b l e  propor- 

t i o n  de BLC à chaîne  carbonée re la t ivement  cour te  e t  un t a u x  p lus  é levé  de 

BLC "longues ". Dans l e  p o l l e n ,  l a  base  majeure pour l e s  3 génotypes e s t  l a  

nonadécasphingénine ; duis  l e s  s t y l e s  non p o l l i n i s é s ,  t o u t e s  l e s  bases  sont  
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r é p a r t i e s  également dans l e s  d i v e r s e s  c l a s s e s  ; il f a u t  c i t e r  cependant un 

t a u x  de 50 4 de nonadécasphinganine dans l e  s t y l e  S ,Sg 

La ~ é n o ~ o l l i n i s a t i o n  ne  s e  t r a d u i t  pas  p a r  uri bouleversement 

important  dans l a  r é p a r t i t i o n  des bases  ; pa r  c o n t r e ,  1' a u t o p o l l i n i s a t i o n  in- 

d u i t  un f o r t  pourcentage de nonadécasphinganine . 

6-undghe de  l a  capde oaiciique : L ' i d e n t i f i c a t i o n  des oses  l i é s  aux GSL neu- 

t r e s  e s t  e f f e c t u é e ,  pour l e s  mono, d i ,  t r i  e t  t é t rag lycosylcéramides  à p a r t i r  

d 'une f r a c t i o n  a l i q u o t e  de l a  phase méthanolique provenant de l ' hyd ro lyse .  

a. ex t r ac t ion  e t  i d e n t i f i c a t i o n  des c o n s t i t u a n t s  de l a  c o ~ u l e  ..................................................... --- 
os id igue  ----- : l a  technique u t i l i s é e  e s t  exposée en d é t a i l  f i c h e  no 30 ; l a  f r ac -  

tien contenant l e s  oses e s t  évaporée ?i s e c  sous atmosphère d ' azo te  ; l e  méso- 

i n o s i t o l  (témoin i n t e r n e  permet tan t  l ' i d e n t i f i c a t i o n  en  chromatographie en 

phase gazeuse) e s t  a jou té .  

L ' e x t r a i t  s u b i t  une rnéthanolyse en tubes  s c e l l é s  pendant 24 

heures  à 8 0 ' ~  ; après  d e s s i c a t i o n  du méthanolysat sous azote  à 50°C, l e  r é s i d u  

s u b i t  une t r i f l u o r o a c é t y l a t i o n  p a r  l e  mélange : dichlorométhane - anhydride 

t r i f l u o r o a c é t i q u e  pendant 5 minutes  à 1 5 0 ' ~  ( l ' o p é r a t i o n  e s t  r épé t ée  deux f o i s ) .  

Les oses  t r i f l u o r o a c é t y l é s  son t  soumis à une chromatographie 

en phase gazeuse dans un a p p a r e i l  Varian aérograph 2100 muni d'un d é t e c t e u r  à 

i o n i s a t i o n  de f l a ~ m e  s u r  une colonne de v e r r e  OV 210 à 5 % e t  une programmation 

de température de 110 à 220'~ 2 r a i s o n  de 1°C/mn ( d é b i t  &J gaz vec teur  ( a z o t e )  : 

7,5  m l / m n ) .  

La technique de t r i m é t h y l s i l l y l a t i o n  des oses  a  également é t é  

envisagée mais n ' a  pas é t é  r e t e n u e ,  pour  des r a i sons  p r a t i q u e s ,  b ien  q u ' e l l e  

p r é s e n t e  une f i a b i l i t é  analogue à l a  t? - i f luoroacé ty la t ion .  

b.;ésüLtats des  a n d y s e s  : contrairement  5 ce qu i  a  é t é  t rouvé 

chez P e t m i a  hybmda,  au n iveau  desquels  4 oses d i f f é r e n t s  (rhamnose, arabino- 

s e ,  g lucose ,  mannose) ont é t é  mis en évidence,  cnez Oenothera m-issouriensis, 

t ous  l e s  GSL n e u t r e s  simples ou  complexes (avec un ou p l u s i e u r s  r é s i d u s )  pré- 

s e n t e n t  l a  même c a r a c t é r i s t i q u e  : i l s  ne cont iennent  qu'un seCi  type  d 'ose  : 

l e  glucose que ce s o i t  dans l e  p o l l e n  ou l e  s t y l e  v i e r g e ,  a u t o p o l l i n i s é  ou 

xénopol l in i sé .  

c.conclusion : l e s  v a r i a t i o n s  qui  a f f e c t e n t  l e s  c l a s s e s  de GSL 

du polLen ou du s t y l e  en cours  de p o l l i n i s a t i o n  ne  concernent pas l a  na tu re  

des o ses  l i é s  ; s e u l ,  l e  nombre de r é s i d u s  glucose v a r i e  en r e l a t i o n  avec l a  

r é a c t i o n  d ' au to incompa t ib i l i t é  de fécondation. I l  r e s t e  à déterminer  s i  l e s  





v a r i a t i o n s  observées s o n t  l i é e s  à l ' i n h i b i t i o n  ou à l a  diminut ion des proces- 

sus de synthèse  ou s i ,  au  c o n t r a i r e ,  e l l e s  s e r a i e n t  dûes à l ' i n t e r v e n t i o n  d 'un 

catabol isme a c t i f  que l ' o n  p o u r r a i t  r e l i e r  aux besoins énergé t iques  du ph& 

nomène de r e j e t .  

h )  Analyse des s u l f a t i d e s .  

1-i.Au&rne& d a  h d d o f i p i d ~  : Le p ro toco le  généra l  de l ' e x t r a c t i o n  des GSL 

p r é s e n t a n t  un ca rac t è re  ac ide  e s t  i den t ique  à c e l u i  des GSL neu t r e s  ( f i c h e s  

techniques no 21, 22 e t  2 3 ) .  La chromatographie s u r  DEAE c e l l u l o s e  permet de 

sépa re r  l e s  c o n s t i t u a n t s  neu t r e s  dont l ' i d e n t i f i c a t i o n  e t  l ' a n a l y s e  s t r u c t u r a -  

l e  on t  é t é  e f f e c t u é e s ,  des s u l f o l i p i d e s  que l ' o n  r e t rouve  dans l a  f r a c t i o n  E 

( t a b l e a u  37) g luée  pa r  C H C l  contenant  5 % de LiC1. 
3 

Une d i a l y s e  de 4 jours  à dans de l ' e a u  d i s t i l l é e  permet l ' é l i m i n a t i o n  du 

LiCl e t  l ' o b t e n t i o n  des s u l f a t i d e s ,  p u r i f i é s  pa r  chromatographie en couche 

mince dans l e  so lvant  : C H C ~ ~ / C H ~ O H / H ~ O  (65 : 25 : 4 ,  v /v /v) .  

2-dodage  d a  d d ~ ~ d & 5  : La technique  u t i l i s é e  e s t  c e l l e  préconi -ée  pa r  NA01 

(1974) ( f i c h e  technique no 26) q u i  s e r t  également pour l e  dosage des  GSL neu- 

t r e s  ; l ' hyd ro lyse  des s u l f a t i d e s  l i b è r e  l e s  bases à longue chaîne qu i  s e  com- 

b inen t  sélect ivement  avec un d é r i v é  f l u o r e s  cent  : l a  mesure de 1' i n t e n s i t é  

de l a  f luorescence  ( longueur  d'onde d ' e x c i t a t i o n  385 nm, longueur d'onde d 'é-  

mission 480 nm) permet d ' app réc i e r  l a  t eneu r  en s u l f a t i d e s .  

3-tréd&A~& expéhirnentaux : I l s  son% repor t é s  dans l e s  t ab l eaux  63,  64 e t  65. 

a . s u l f a t i d e s  des ---------------E----=-_,------------------- o l l e r s  e t  des  s t y l e s  u i e r ~ e s  . . l e  t ab l eau  63 
p ré sen te  l e s  r é s u l t a t s  des  teneurs  en s u l f a t i d e s  exprimées en nanomoles par  

gramme de t i s s u .  Les va l eu r s  t rouvées  s e  v i s u a l i s e n t  de façon p l u s  s i g n i f i c a -  

t i v e  à p a r t i r  des taux  r e l a t i f s  p a r  r appor t  aux s t y l e s  v i e rges  dont l a  teneur  

e s t  a rb i t r a i r emen t  f i x é e  à 1 ( t a b l e a u  64 ) .  Ce diagramme met en r e l i e f  l e  f a i t  

su ivan t  : l e s  teneurs  en s u l f o l i p i d e s  du p o l l e n  sont  p l u s  élevées que c e l l e s  

des s t y l e s  v i e rges  du c lône  correspondant.  A ins i ,  dans l e  génotype S I S 1 ,  l a  

t eneu r  en s u l f a t i d e s  des po l l ens  r ep ré sen te  jusqu 'à  26 f o i s  c e l l e  du s t y l e .  

Cet te  d i sp ropor t ion  e s t  re t rouvée  pour cnaque gsnotype. 

b.évolutiog,du t aux  des s u l f a t i d e s  après  ~ o l l i n i s g ~ :  s i  on 

envisage l e  r appor t  au to /xénopo l l i n i sa t ion ,  l e  diagramme ( t a b l e a u  65) c o n s t r u i t  

s e lon  l e  même p r inc ipe  que l e  t a b l e a u  64 permet de dégager l e s  conclusions 

su ivan te s  : pour Oenothera ~ s s o ~ a n s i s  , l a  t eneu r  en s u l f a t i d e s  des  s t y l e s  



TABLEAU 54 : 

SULFATIDES DU POLLEN 
TAUX RELATI FS/STYLES V I  ERGES 

Pollen 

9 S1 S1S2 '2'4 
E N O T H E R A  MISSOURIENSIS 



après autopollinisation est bien supérieure à celle observée après xénopolli- 

nisation. Ces résultats vont tous dans le même sens, quel que soit le génotype 

envisagé. 

4-andyAe d u  can6..ti&ar&!, d a  A d d d d e c l  : L'identification des constituants 

des sulfatides s'effectue après hydrolyse acide ; celle-ci libère les acides 

gras et les bases à longue chaîne de la même façon que pour les GSL neutres 

(fiche technique no 2 7 ) .  

a.extraction et analyse des acides gras : l'hydrolysat est ..................................... 
soumis à une extraction à l'hexane et transestérifié par le mélange méthanol- 

acide sulfurique. Une purification est ensuite réalisée par chromatographie 

en couche mince sur gel de silice G, dans le benzène (fiche technique no 1 8 ) .  

Après élution, les esters méthyliques d'acides gras sont re- 

pris dans le sulfure de carbone et chromatographiés à l'état gazeux (fiche 

technique no 13 ) . 
b-extraction des bases à longue chaîne et identification : les ....................................................... 

bases à longue chaîne sont extraites sélectivement par le diéthyl-éther en mi- 

lieu alcalin ; elles sont ensuite transformées en  dérivés stables selon 

le protocole de KARLSSON (1970) puis purifiées par chromatographie en couche 

mince (fiche technique no 29). L'identification des bases s'effectue soit sous 

forme aldéhyde après oxydation par le tétracétate de plomb soit à l'état d'aci- 

des gras après oxydation par le permanganate de potassium. 

c.distribution --------,---------------Q---------------- des acides  ras   ablea au 66) : la répartition des 
acides gras constitutifs des sulfatides a été analysée au niveau di1 pollen et 

des pistils pollinisés ou non des 3 clônes S I ,  Bb et Bg.  é étude a ports sur 

la mise en évidence d'acides gras caractéristiques, le degré de saturation et 

la longueur de la chaîne carbonée (importance relative des acides gras à 

chaîne courte C10-C13, moyenne cl4 à C17, en C18, à locgue chalne ( c l 9  à ~24) 

ainsi que sur la proportion relative d'acides gras à nombre ija.ir d'atomes de 

carbone. 

d.répartition des acides gras dans le pollen et le style vierge ............................................................. 

~)acides gras caractéristiques : les acides gras majeurs 

dans les sulfolipides du pollen et du style sont identiques : acides palmiti- 

que ( c i 6  : O), stéarique ( c i 8  : O) et oléique ( c l8  : 1 ) .  Cependant, l'acide 

oléique ici8 : 1) est de façon générale plus abondant dans le pollen que dans 

le style. Contrairement aux résultats trouvés chez les GSL neutres, le pollen 

est peu pourvu en acide linolénique. 





f3)pourcentages de saturation : ils s'établissent ainsi : 

génotype SISl SlS2 '2'4 

Pol 1 en 73,50 75 ,O8 68,96 

S tyl  es 
v i erges 

La lecture dei résultats met en évidence une saturation 

beaucoup plus importante des acides gras des sulfatides des styles non polli- 

nises. Les valeurs calculées pour la saturation des GSL neutres des styles 

vierges présentent un profil analogue, à savoir, un plus faible degré de sa- 

turation du pollen. 

y)répartition des acides gras à nombre impair d'atomes 

de carbone : l'établissement du rapport 

- - % des AG à nombre impair 
P % des AG à nombre pair 

donne les chiffres suivants : 

pollen SI pollen Bb pollen Bg s ty l e  SI s ty le  Bb s ty l e  Bg 

I /p O ,O7 O ,O5 O ,O5 0 ,O9 0,11 O, 12 

Le rapport I/P est toujours inférieur pour le pollen lorsqu'on le compare à 

celui du style non pollinisé, pour chacun des clônes. La proportion relative 

d'acides gras à nombre impair d'atomes de carbone est donc supérieure dans le 

style vierge. 

La remarquable convergence de ces résultats avec ceux 

obtenus pour les acides gras des GSL neutres plaide en faveur d'une synergie des 

métabolismes. 

L' étude du rapport IS/PS ( impair saturé/pair saturé ) 

donne les valeurs suivantes : 

Pol 1 en Styles 

Quel que soit le génotype d'incompatibilité, dans le 

style non pollinisé, le pourcentage d'acides gras saturés à nombre impair 

d'atomes de carbone est supérieur à celui du pollen. 
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&)longueur de la chaîne carbonée : si l'on regroupe les 

acides gras en fonction de la longueur de la chaîne carbonée (de 14 à 17, à 

18 et de 19 à 22 atomes de carbone), on obtient les proportions relatives 

suivantes : 

Pol  1 en Sty les  

1 Bb B g Bb Bg 1 

Les résultats montrent que la longueur de la chaîne car- 

bonée permet de différencier pollen et style vierge : les pistils sont carac- 

térisés par des acides gras moyens et en c18 alors que les pollens possèdent 

en général une chaîne carbonée plus longue et sont relativenient plus riches 

en C18. 

En conclusion, les acides gras des sulfatides des pollens et 

des styles vierges sont indépendants du génotype d'incompatibilité mais carac- 

térisent le tissu étudié ; pour le style : degré de saturation élevé, forte 

teneur en composants à nombre impair d'atomes de carbone, chaîne carbonée plus 

courte que pour le pollen. Nous remarquons que ces résultats sont remarqua- 

blement convergents avec ceux obtenus pour les GSL neutres. 

L'état membranaire qui dépend en partie de 13 nature des acides 

gras est donc différent dans le pollen et dans le style vierge. 

e.évolution au cours de la pollinisation : la comparaison de la ...................................... 
structure des acides gras des sulfatides des styles soumis à une pollinisation 

compatible avec celle des styles vierges, permet de déduire les faits suivants : 

- pondéralement, les acides gras saturés, courts et moyens, diminuent ; les 
acides gras en Cl8 et ci9-~24 ont tendance & augmenter après pollinisation. 
Un schéma analogue s'observe pour les AG insaturés (augmentation de la lon- 
gueur de chaîne qui n'est cependant pas la même pour tous les clônes) ; 

- le même phénomène s'observe après autopollinisation : diminution relative 
de la teneur en acides gras courts et moyens, saturgs ou non. 

f .distribution des bases à longue chaîne (tableau 67) : l'ana- ............................ ....................... 
lyse de la répartition des bases à longue chaîne des sulfatides du pollen 

et des styles met en relief l'importance pondérale de la sphingénine et de la 
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nonadécasphingénine, qui représentent pour les 3 clônes étudiés au moins 

30 % de l'ensemble des bases stylaires. 
La sphinganine et l'hydroxynonadécasphinganine, en quantité 

abondante dans les 3 génotypes, caractérisent le pollen ; le style, pour sa 

part, est remarquable par des quantités notables de nonadécasphingénine et 

d'eicosasphingénine. Nous pouvons observer que les bases stylaires sont, en 

général, moins saturées que les bases polliniques. 

Au cours de la phase progamique, le degré de saturation aug- 

mente en autopollinisation pour tous les clônes étudiés tandis qu'en xéno- 

pollinisation, les variations observées sont plus faibles : les bases de 

type pollinique augmentent cependant (dl8 : O et tl9 : O en particulier). No- 

tons qu'en autopollinisation, l'évolution des bases ne peut être schématisée ; 

il existe, en effet, une nette opposition pour deux bases : dl8 : O et 

t19 : O (elles diminuent dans les génotypes Bb et SI, mais augmentent pour 

~ g )  ; en compatibilité, ces mêmes bases subissent une évolution sn sens in- 

verse (les génotypes Bb et S I  présentent une augmentation et Bg une diminu- 

tion). 

L'évolution est encore plus tranchée pour le couple dl9 : 1 ,  

t20 : 1 qui augmente en autopollinisation et diminue en xénopollinisation 

pour les 3 génotypes. 

En conclusion, les BLC des styles sont caractéristiques du 

type de pollinisation : elles évoluent vers un comportement analogue à celui des 

styles vierges en autopollinisation ; ceci les différencie nettement des 

styles xénopollinisés pour lesquels ces mêmes bases évoluent vers un type de 

nétabolisme analogue à celui du pollen. 

~ - C V M & U A ~ V M  & cfihcunhiun : Le tableau 68 schématise les résultats enregis- 

trés ; globalement la teneur en sulfatides est très sensiblement plus impor- 

tante dans le pollen que dans le style vierge ; la pollinisation induit une 

redistribution appréciable des teneurs en sulfolipides : l'autopollinisation 

sl&ccompagne d'une importante augmentation des taux en sillfatides bien supé- 

rieure à l'augmentation enregistrée après croisement compatible. 

Les acides gras des pollens se différencient par une saturation plus élevée 

et une longueur ae cnaîne plus grande ; ies bases à lorlgüe chdîne des stylzs 

vierges sont, par contre, plus saturées. La pollinisation incompatible est 

liée à une.augmentation des taux d'acides gras longs et à un degré de satura- 

tion des bases plus élevé. 

Les sulfolipides, par les charges négatives qu'ils portent, ont une affinité 

prononcée pour les cations. Ils jouent donc un rôle de transport ionique et 



dans les mouvements d'eau à travers la membrane (HITCHCOCK et NICHOLS, 1975). 

Il est de plus bien établi qu'il existe une relation entre la distribution 

des sulfatides et 1'ATPase Na et K dépendante dans les tissus animaux et vé- 

gétaux. Les sulfatides interviennent donc dans les mouvements des ions et 

de l'eau à 2 niveaux. 

Or, en cas de pollinisation incompatible, le tube pollinique en cours de 

croissance consomme énormément d'oxygène et établit des échanges avec les tis- 

sus environnants ; en particulier d'importants mouvements d'eau ont lieu 

entre les tissus conducteurs stylaires et le tube pollinique. Ce phénomène 

peut être relié. à la présence de fortes concentrations en sulfatides, qui 

peuvent être à la base des mouvements d'eau par mobilisation intensive d'ions 

à l'intérieur du tube pollinique : le blocage de la croissance pourrait alors 

être la conséquence de l'équilibre osmotique entre les cellules du tissu con- 

ducteur stylaire et le contenu du tube pollinique. 

La modification de la structure des acides gras et des bases à longue chaîne 

constitutives, allant dans le sens d'une baisse de la fluidité et de la 

perméabilité nembranaire interviendrait alors comme un autre facteur tendant 

à bloquer les échanges entre le tube pollinique et le style provoquant ainsi 

l'autoincompatibilité. 

Ces résultats sont à rapprocher de ceux obtenus paur les GSL neutres : après 

autopollinisation, on enregistre également une forte augmentation de la lon- 

gueur des chaînes des acides gras et des bases qui conditionnent la perméa- 

bilité membranaire. 
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CHAPITRE I I  1 : DISCUSSION ET CONCLUSION 

A ,  RESULTATS DES ANALYSES B I O C H I M I Q U E S  

L'étude biochimique des réactions de reconnaissance et de 

rejet qui suivent la pollinisation incompatible permet de dégager un certain 

nombre de données intéressantes qui peuvent s'intégrer à l'intérieur d'un 

métabolisme complexe dont tous les mécanismes sont loin d'être élucidés. Les 

résultats obtenus, schématisés dans le tableau récapitulatif 69, nous per- 

mettent de dégager les faits suivants : 

I - BILAN D E S  A C I D E S  AtiIITJES 

La signification des teneurs en mino-acides libres du pollen 

et des styles vierges ainsi que de leur &volution au cours de la phase de ger- 

mination et de croissance du tube pollinique n'est pas simple à interpréter ; 

en effet, comme les acides aminés sont concernés par des méta'~o1isrnes di- 

vers (schéma de BANDURSKI et PISKORNIK,  1973) (tableau 70) ; le bilan des 
acides aminés et leur évolution au cours des processus de pollinisation 

représentent une "photographie" métabolique à. un instant donné ; il n1 est 



TABLEAU 69 : RECAPITULATIF GENERAL 

TYLES VlERGi 

ACIDES AMlNES 

Teneur en A.A. 
(en n a n o m l e s / g r a m  

Evo lu t i on  en fonct ion 
du temps 

A c t i v i t é  Rgal r e l a t i v e -  A c t i v i  t e  génevalew- . Baisse de l ' m a n .  
p lus  f a l t l ?  oour l e  
st.,,le vierge par  

Pas de d i f férences se- Pas d 'es ters  r)htn;.- 
Ion les  clones l iques d'acides g1 .2~  

Pas d 'ac ic f -  . 3 @ r : q u  

-pnospholipides Pas de va r i a t i on  par 

-P l i p i d i q u e  
(: par  rappor t  au PF, '*O7 Teneur r e l a t i v e  p lus  

élevée dans le  po l l en  
su r t ou t  pour l e  cldne 

-A.G. des phospholi-  
pides 

-g lycosphingo l ip ides 
.GSL totaux(nan0- 
m l e s l g  de t i s s u )  

.GSL acides(nan0- 
moleS/g de t i s s u )  

. CER 

.MG& r 

.& te r  . TGCer 

.TrGCer 

.A.G. des GSL 
neutres 

I de d a a u u t i o n  
t q p o h l  I / P  
Longueun de 

d ia ine 

. BLC 

S de b a i u a t i o n  
tongiie:ia de 

c i ia inr  
CE R 
rkXea 
DGCe l 
TGCea 
TnGCek 

.Copule os id ique 

.Su l fa t ides : 
A. G. 

I de ba tma t ron  
mppoht  I I P  
eOngueu* de 

c h m e  

.BLC 
t de d&atcoii 

pa lmi t ique 
l i no l en ique  

94,4 

34 

5.4 
31 
15 
6  
3  

pa lmi t ique 
Stearlque 
o l e i que  
l i no l e i que  
I ino lCnique 

55.6 
0.07 

AG longs e t  en 

d20 : O  
d l 9  : 1  

d20:0,d19:1 
d20 : O  

d20:0.d19:1 

g l c  

Pa lmi t ique 
Stearique 

73.5 
0.07 

AG longs e t  en 

I l 

pa lm i t i que  
l i no l én ique  

91,3 

2  7  

6.3 
32 
16 
5  
5  

pa lm i t i que  
s tear ique 
o l é i que  
l i no l e tque  
l i n o l e n i q w  

53.1 
0.04 

Pol len . s t y l e  Var iab le  

p a l m i t i q w  
l i no lén ique  

87.7 

32 

7.0 
28 
13 
5  
3  

pa lmi t ique 
s tear ique 
o le ique 
l i n o l e i q u e  
l i no l en ique  

52.3 
0.06 

l I 

Pas de d i f f ë rence  selon 
les  cldnes 

Pas de v a r i a t i o n  selon 
l es  cldnes ; po l l en  
p lus  r i che  que l e  s t y l e  

Teneur re la t ivement  é le-  
vee dans l e  po l l en  

P o l l e n < s t y l e  
Po l len > s t y l e  
Po l len , s t y l e  
Pol len < s t y l e  
Po l len<< s t y l e  

Pas de d i f ference selon 
les  c l d n e ~  (AG caracté- 
r i s t i q u e  : l i no ien ique )  

Po l len < s t y l e  
Po l l en  < s t y l e  

d17:1, dl8:O. d20 : l  
Saturat ion auqmente: 

Cl8 p l us  importants 

Pas de v a r i a t i o n  selon 
l es  cldnes ; po l l en  , 
s t y l e  

Po l l en  < s t y l e  

importante 

Oleique abondant dans 
l e  po l l en  

Pol len < s t y l e  
Po l len r s t y l e  

d18:l.d19: 1  

d20 : O 
d l 9  : 1  

d l 9  : 1  
d20 : O  

d20:0,d19:1 

91 c  

pa lmi t ique 
s tëar ique 

O l e i q u c o l é i q u e o l e i q u e  
75 
0.05 

palmi t i que  
l i n o l é i q u e  
l i no l en ique  

20,6 

1.3 

7  .O 
8  
1.8 
1.5 
1  

pa lmi t ique 
s t é a r i  ue 
ô F &  
l i n o l é i q u e  
l i no l én ique  

67 

S t y l e  , pol len 

d20 : O  
d l 9  : 1  

d l 9  : 1  
d20 : O  

d20:0.d19:1 

9 l c  

pa lmi t ique 
s tear ique 

68.9 
0.05 

d l 8 : l .  d19:O. d19 : l  

C l8  p lus  inpor tants  

d l8 :  l,d19:1 

23.3 

3  

10 
5  
2  

' 1.8 
2,5 

pa lmi t ique 
s t e a r i  ue 
X T &  
l i n o l é i q u e  
l i no l én ique  

77.2 

d l 8 : l . d l ~ : l  

0.09 0.14 

d16:0,d17:0 
d2O:O 

d17:0,d18:0 
d20:0.d19:1 

d19:O 

g l  c  

pa lmi t fque 
s i 5 a r r q w  
o le ique 

53.4 

en Cl8 e t  longs 

AG nwyens 

d l 7  : O  

d17:0,d17: 1  
d l 7  : O  
d l 7  : O  

9lC 

pa lm i t i que  
s téar ique 
o le ique 

E8 
0.09 

AG moyens e t  

S t y l e  , po l len 

S t y l e  po l l en  

Fa ib le  

S t y l e  . po l l en  
S t y l e  . po l len 

d16:0,d17:0 
d17:0.d19: 1  
d17:0.d20:0 

32O:O 
d19:O 

91 c  

pa lmi t ique 
stearique 
oleique 

74.09 

25 

1.5 

10 
8  
3  
1.5 
1.1 

palmit ique 
s téar ique 
o lé ique 
l i no l é i que  
l ino len ique 

6 9 3  

,d17:0.d17:1 
' d17:O 
d16:0.d18:1 

d19: 1  
d19:O 

9 l c  

pa lmi t ique 
s téar ique 
o le ique 

AG nmyens. 

e t  en Cl8 p l us  inpor tants  

d l 7  : O  1 d l7  : O  

60 

5  

23 
20 

8  
2  
2  

pa lm i t i que  
Stearique 
l i n o l e i q u e  

0.11 

dl7:O.dZO:l 
d l 7  : O  
d l 7  : O  

9 l c  

pa lmi t ique 
s téar ique 
o lé ique 

85 
0.11 

64.2 
Eleve 
AG longs 

Var iab le  

Aug. des DLC "cour tes"  
i d .  

Aug. des BLC "longues" 
i d .  

dans l e  : : j  IE  
L ino lé ique e res tn t  

Pas de var ia t ion se- 
Ion les cldnes 

Fa ib l e  teneur 

S t y l e  ,, po l len 
S t y l e  . po l len 
S t y l e  .. po l len 
S t y l e  po l len 
Style.,) po l len 

Pas de dif forence 
selon les clOnes 
( A G  caractér is t ique 
s téar iaue)  

S t y I e , p o l l e n  

d17 : O 
d19:0.d20:0 4 

d l7  : O  
d l7  : O  

g lc  

palmit ique 
stéarique 
oléique 

79.6 
0.12 

44 

6  

13 
18 
5  
0.7 
1,3 

pa lmi t ique 

l i no l é i que  

40.6 

2.6 

13 
18 
4  
1.2 
1.8 

pa lmi t ique 
Stearique 
l i no l e i que  

S t y l e  > po l len 

en Cl8 p luc  importants 

66.1 

dl8:O.dZO:O 
d17:0.d18: 1  

d17:O 

g lc  

pa lmi t ique 
stéarique 

86.05 

AG moyens 

61.3 

Fo r te  augmentation p a r  
r appo r t  aux s t y l es  
v ierges 

Fa ib l e  augmentation pa r  
r appo r t  aux s t y l es  v. 

autopo l .  r vierges 
autopol .  > vierges 
autopol .  > vierges 
autopol.<'  vierges 
autopol .  vierges 

Appa r i t i on  d'AG ' longs" 

E l  eve 

d20:0,d17:0 
d17:O 
d17:O 
d18: 1  

g) c  

pa lm i t i que  
s téa r i que  

83 .O5 

e t  en CIF, 

70.5 

2  

16 
40 

8  
2.5 
2  

palmit ique 
stéarique 
l i no l é i que  

51.4 

dZO:O.d19:1 
d17:O 
d17:O 

d20:0,dl8: 1  
d19: 1  

91 c  

pa lmi t ique 
s téar ique 

78.22 

48.5 

2 

13 
35 

6  
2.5 
3  

p a l m i t i q w  
s tea r i que  
l i n o l é i q u e  

Fa ib le  
AG courts 

Variable 

Aug.des BLC "longues" 
Aug.des BLC "cour tes"  

i d .  

J 
h if[[E 

65.4 

61.5 

2  

7  
30 
5  
1.8 
3 

pa lmi t ique 
stéarique 
l i no l é i que  

Augmentation Dar rappoi 
aux s t y l es  a u t o u o l l i n l -  
ses. 

Diminution par rappor t  
aux s t y l es  a l~ topo l .  

xengpol. autoool. 
xénopol . ,- autopol . 
xenopol. a u t o ~ o l .  
xénopol. < autopol. 
xenopol. > autopo l .  

Appar i t ion d'AG "court:  
D i spa r i t i on  d'AG "lonac 

60.8 Fa ib le  



pas possible de savoir a priori vers quelle orientation métabolique particu- 

lière va s'engager chaque acide aminé : d'une part, les possibilités d'inter- 

conversion sont très graides, et d'autre part, le turn-over des protéines 

structurales et enzymatiques implique un continuel va et vient entre la forme 

libre et la fome liée. Bien que les teneurs en acides aminés apolaires sont 

significativement plus élevées dans les protéines de membrane que dans les 

autres protéines, le bilan des acides aminés libres n'autorise pas une hy- 

pothèse précise quant à leur devenir. 

Cependant, un rôle plus spécifique de facteur de croissance 

pour le tube pollinique germant in vitro (SAWADA, 1958) a pu être attribué 

à certains acides aminés ; de plus, la proline joue un rôle particulier dans 

la paroi des cellules végétales en cours de croissance (UJ~PORT, 1972) : 

en effet, les parois primaires contiennent une protéine riche en hydroxy- 

proline (1' extensine) qui assure par liaison glycosidique avec les polysaccha- 

rides de la paroi, la cohésion de l'ensemble ; la croissance cellulaire as- 

surée par la rupture de ces liaisons, serait sous le contrôle de 1'AIA 

(BANDURSKI et PISKORNIK, 1972). L'abondance de proline Üu pollen peut donc 
* 
etre reliée à son rôle dans l'élaboration de la paroi du tube pollinique en 

cours de croissance. La réaction d'arrêt pourrait être interprétée comme részltant 

de la diminution du taux de proline dans le style autopollinisé. 

Ces travaux, déjà anciens, devraient être repris, en particu- 

lier pour suivre l'incorporation de la proline dans la paroi du tube pollini- 

que ; à cet effet, il serait intéressant de suivre le devenir de la proline 

marquée au ~ 1 4  ; de plus, le rôle éventuel de 1'AIA dans ce mécanisme devrait 
* etre défini. 

II - ANALYSE DES PROTEIBES' 

L'analyse des  rotéi in es stylaires et polliniques dont le rôle 
est fondamental dans la plupart des théories sur le mécanisxe de l'antoincom- 

patibilité (détaillées dans le paragraphe suivant) apporte des éléments qu'il 

faudrait ~réciser : après éiectropnorèse pr&parat ivt :  et chïs,;&tûgrrl;h~e d? gzl 

filtration, il apparaît qu'une fraction protéique nouvelle est identifiée dans 

les styles ayant subi une pollinisation compatible ; la plus grande prudence 

s'impose dans l'interprétation de ce résultat,car les difficultés d'analyse, 

en particulier l'impossibilité d'extraire sélectivement toutes les protéines 
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sans qu'elles soient associées à des pigments, ne permettent pas d'affirmer 

avec certitude que cette protéine est liée à la réaction de rejet ; les modi- 
k 

fications quantitatives des teneurs en protéines devront donc être analysées 

plus finement,lorsque les techniques d'extraction et d'isolement permettront 

de séparer les protéines solubles des tissus sans qu'elles puissent être liées 

ou dénaturées,par les pigments ou les dérivés polyphénoliques issus en par- 

ticulier, du système vacuolaire. 

L'apparition d'une protéine spécifique du croisement compati- 

ble est un résultat à comparer avec celui obtenu chez Petunia hybrida où, 

une analyse effectuée dans des conditions identiques (LANIEZ, 1970) montre 

qu'une fraction protéique (plus précisément glycoprotéique) disparaît du style 

après autopollinisation. Il serait alors intéressant d'isoler ces composés 

et d'en déterminer la structure et la (ou les) fonction(s) par des méthodes 

physiologiques (rôle dans la germination du tube pollinique in v i vo  et in 

vitro). De plus, il faudrait définir la spécificité de ces protéines (définie 

par exemple par leur antigénicité) en relation avec les aildles S, de même 

que leurs éventuelles propriétés enzymatiques. Le but de cette étude est 

d'obtenir finalement des marqueurs génétiques c'est à dire des éléments spé- 

cifiques de chaque clône dont le devenir et le métabolisme peuvent être sui- 

vis dans les différents cas de pollinisation. Enfin, il est nécessaire de 

connaître leur localisation dans le pistil. Il a, en effet, été démontré chez 

d'autres espèces, qu'il existe des protéines de surface stigmatique, pouvant 

jouer un rôle spécifique dans la réaction de reconnaissance (,'ASTSON et coll., 

1974 ; HESLOP-HARRISON et coll, , 1975b ; SHIVANNA et SASTRI, 1976 ; SHIVAKFA, 

1977). Ces protéines ont été identifiées sur les stigmates secréteurs et ncn 

secréteurs. Dans ce dernier cas, ces protéines se sltuent sur la pellicule 

stigmatique et sont présentes dès le stade du bourgeon. La couckLe de pro~éines 

pelliculaire est mise en évidence histochimiquement par son intense activité 

estérasique non spécifique (SHIVANNA, 1979). Dans le cas de stigmates secré- 

teurs, des protéines sont presentes dans l'exsudat. 

L'implication des protéines de surfece stigmatique au cours de 

la phase de reconnaissance est encore plus évidente depuis les travaux de 

fi<ûX et coil. ( ;376) sur C;%c&o%ùs. E ~ I  el"fet, LES au",eurs rnt iémvr,t,=é CU'.. .,no 

lectine, la concanavalline A,. se fixe spécifiquement sur la pellicule protéi- 

que alors que les stigmates de très jeunes bourgeons floraux, qui ne possèdent 

pas cette pellicule, ne se lient pas à la concanavalline A. Or, chez les 



végétaux, la liaison de la concanavalline A n'avait pu jusqu'alors être obser- 

vée qu'avec des protoplastes, puisque dans la plupart des cas, le plasmalemme 

est surmonté de la paroi pectocellulosique ; la couche externe de la papille 

stigmatique fournit donc un modèle pour l'analyse des surfaces des cellules 

végétales : directement accessible, elle remplit de plus une fonction précise, 

la reconnaissance cellulaire ; l'étude au microscope &lectronicpe à transmis- 

sion montre que cette pellicule est secrétée à la surface de la cuticule et 

permet le contact avec la membrane de la cellule stigmatique par l'intermé- 

diaire de canaux dans la cuticule et la paroi cellulaire ( ~ O X  et coll., 1976). 

L'isolement de ces récepteurs de surface a pu Ptre réalisé. D'autre part, les 

protéines de la paroi du grain de pollen ont également, semble-t-il un rôle 

important à jouer dans la réaction d'incompatibilité. 

SHIVANNA (1979) interprète ainsi le rôle des protéines au cours 

de la phase progamique : après pollinisation compatible, le grain de pollen \ ', 
s'hydrate et libère des protéines, localisées dans la paroi du grain de pol- 

l 

len et réparties en 2 couches : les  rotéi in es de l'intine, produites par le 
cytoplasme du pollen, d'origine gamétophytique et les protéines de l'exine, 

élaborées par le tapis au cours de la maturation du pollen, qui sont sporophy- 

tiques. Le processus de recorinaissance serait le résultat de l'interaction en- 

tre les protéines de paroi du pollen et les structures de la surface stigmatique. 

Les travaux de HOWLETT et coll. (1975) corroborent cette 

hypothèse. Cet auteur a en effet montré, chez Cosmos bipinnatus,  que l'appli- 

cation de protéines extraites de la paroi du pollen compatible sur le stig- 

mate, av=t pollinisation avec de l'a~~topollen, peut lever la réaction de rejet. 

La différence entre l'incompatibilité sporophytique et gméto- 

phytique s'expliquerait de la façon suivante : chez les premières la libéra- 

tion des protéines de l'exine induit la réaction de rejet caractéristique 

sous la forme d'un bouchon lenticulaire de callose situé entre la paroi de la 

cellule et le plasmalemme ; dans le second cas, lorsqile l'autoincompatibilité * 
est forte, les bouchons de callose se forment et l'inhibition se produit lors- 

que le tube pollinique est en contact avec la papille stigmatique ; si le pore 

de germination est situé en dehors de la papille stigmatique, les protéines 

de l'exine sont libérées dès l'hydratation du grain de pollen ; les protéines 

de l'intine sont émises lorsque le tube pollinique touche la papille stigma- 

tique : il se'forme alors des bouchons de callose et il y a inhibition ; le 

déversement des protéines de l'exine ne suffit pas à initier la réaction de 

rejet. 



Lorsque les tubes polliniques sont bloqués à l'intérieur du 

style (Petunia, Nicotiana, Oenothera) il est logique de penser qu'il y a im- 

plication des protéines de l'intine et des protéines du tube pollinique pour 

initier la réaction de rejet. 

Enfin, les protéines de la paroi du pollen sont impliquées 

dans l'incompatibilité interspécifique ; KNOX a pu lever l'incompatibilité 

par un mélange de pollen compatible tué et de pollen incompatible vivant au 

cours du croisement : PopuZus deltofdes x P. alba. 

D'.autre part, SADAVA et CHRISPEELS (1973) ont démontré que 

les glycoprotéines des parois, riches en hydroxyproline, sont synthétisées 

très rapidement par les polyribosomes cytoplasmiques et s'intègrent dans les 

constituants cellulosiques. Ces faits sont à relier avec les résultats de 

VAN der DONK (1975) qui a prouvé que la synthèse de l'ADN et de 1'ARN subis- 

sent des modifications importantes dans les premières heures qui suivent 

l'auto ou la xénopollinisation : ces différences signifient que la reconnais- 

sance et ses conséquences métaboliques ont lieu de façon très précoce sur le 

stigmate, dès l'apport du pollen. 

Il reste néanmoins à localiser i n  s i t u  les protéines de la 

paroi du pollen et de la surface stigmatique, ainsi que leur implication dans 

l'interaction pollen - pistil ; de plus, il faudrait situer leur origine et 

identifier le rôle que chaque composant peut jouer dans la physiologie du 

pollen, la réceptivité stigmatique, la réaction de reconnaissance et dans 1'6- 

ventuelle acceptation -ou rejet- du tube pollinique. 

Far ailleurs, les modifications du catabolisme énergétique ob- 

servées dans l'analyse des échanges gazeux respiratoires du sistil (augmenta- 

tion relativement importante de la consommation d'oxygène pour les organes 

a~to~ollinisés) peuvent être reliées à la dégradation orotéique partielle sen- 

sible au cours des premières heures de pollinisation et qui se maduit, par une 

augmentation de la teneur en acides aminés libres ; il semble clalr que la 

réactio? incompatible est un processus actif nécessitant une stimulation du 

catabolisme énergétique. Ce processus semble général (HSIANG, 1951 ; LINSKEKS, 

1955).  Il se retrouve également dans le cas d'incompatibilité interspécifi- 

que ; LINSKENS (1964) a en effet mis en évidence un schéma respiratoire tout à 

fait similaire à celui trouvé dans le cas de croisements autoincompatibles, 

lorsqu'il pollinise des stigmates de Petunia avec du pollen issu de SaZpig~ossis.  



Une étude plus précise à l'aide de microélectrodes de Clarke (LINSKENS et 

SCHRAUWEN, 1966) à l'intérieur de styles dtHippeastmun hybr-idwn permet de 

constater une consommation relativement plus importante d'oxygène à l'extré- 

mité des tubes polliniques en cours de croissance ; après leur passage à un 

niveau donné dans le style, la teneur en oxygène de celui-ci remonte. 

Ces faits expérimentaux montrent l'importance de l'intensité 

respiratoire pour les tubes polliniques à l'intérieur des tissus stylaires. 

L'augmentation de la consommation d'oxygène en situation incompatible peut 

être interprétée comme une augmentation de la synthèse des composés qui assu- 

rent la réaction de rejet ou par une modification de la nature du substrat 

catabolisé. Une autre hypothèse plausible est qu'il y a déséquilibre entre les 

voies métaboliques qui procurent de l'énergie et les nécessaires synthèses 

de matériaux indispensables à la croissance du tube pollinique. 

Enfin, TARA et NAMBOODIRI (1976) ont montré que des facteurs 

non protéiques peuvent jouer également un rôle, notanment au cours de l'hy- 

dratation du pollen et de sa germination ; comme la croissance du tube pol- 

linique préalable à la fécondation nécessite la perméabilité des membranes 

et l'adaptation de systèmes enzymatiques exactement adaptés aux processus 

biochimiques locaux (HAVEZ, 1967), nos recherches se sont orientées vers la 

définition de la structure des lipides membranaires. 

III - B I M  DES ANALYSES LIPI3IQUES 

Les principaux résultats sont consignés dans le tableau réca- 

pitulatif 69. ~'interprjtation physiologique des différences quantitatives et 

qualitatives mesurées entre le pollen et le style, entre les génotypes pour 

un même matériel, entre les styles ayant subi la pollinisation compatible 

ou non, doit être effectuée avec beaucoup de prudence. Cependant, il est légi- 

time de relier l'hétérogénéité lipidique avec les activitgs habituellement 

reconnues à ces molécules ; dans le problème qui nous occupe, les lipides 

peuvent intervenir dans le processus de croissance du tube pollinique, dans 

la perméabilité des membranes, daris ia reconnaissance c?;.ilulairs, dafis ;a 

production et la transmission du signal. 

Nous avons porté l'analyse successivement sur les esters mg- 

thyliques.dtacides gras, les AG des lipides totaux, les phospholipides et 

leurs composants, les glycosphingolipides neutres (AG, BLC et copule osidique), 



les sulfatides (AG et BLC) ; sur les constituants hydrophobes des GSL neutres 

et acides, nous avons surtout envisagé la longueur de chaîne ainsi que le 

pourcentage de saturation, éléments qui peuvent intervenir dans la structure 

et partant, dans l'activité membranaire au cours de la réaction qui suit la 

pollinisation. 

a) Etude comparative des lipides des pollens et des styles. 

1-compmahon d a  bilavu enth-e Lecl diddéhenh aénoltgpes : 

.pollen ------ : l'analyse comparative des résultats présente globa- 
lement une grande homogénéité pour les génotypes S S S S et S2S4. Il existe 

1 1' 1 2  
cependant des différences, notamment pour le clône Bg ( S  S ) : pourcentage de 2 4 
P lipidique supérieur, teneur en phosphatidylinositol plus faible ; absence 

d'acide caprique et présence d'acide linoléique dans les acides gras totaux ; 

teneur en sulfatides inférieures celle du pollen des autres génotypes. 

Il est tentant de mettre en parallèle ces différences avec 

l'absence de l'allèle S I  mais la prudence s'impose d'autant plus qu'elles ne 

se retrouvent pas dans les styles correspondants ; en tout cas, une étude 

ultérieure, avec du pollen issu de plantes d'autres s 'avère né- 

cessaire. 

.styles : l'homogénéité des structures lipidiques est encore ------ 
plus remarquable pour les styles vierges. La teneur en P lipidique est ici 

plus élevée dans le génotype SI et n'apparaît pas significative. Qualitati- 

vement, nous avons retrouvé les mêmes constituants pour toutes les analyses. 

2-compc~t&on pouen - cstyLe : Les variations observées sont, ici, significa- 
tives : pollen et styles s'opposent souvent par les teneurs qualitatives et 

quantitatives des constituants lipidiques : on peut définir un véritable pro- 

fil pollinique et stylaire : 

Prof i 1 pol 1 inique Profil s ty la i re  ...................................... 
- présence d 'o léa te  e t  arachidonate - absence d 'es te rs  méthyliques d 'ac i -  

de méthyle des gras 

- teneur en P 1 i  pidique élevée 

- présence de phosphatidylinositol 

- absence de phosphatidylglycérol 

- présence d'acide caprique dans 
les l igidcs t z t a ~ x  (sauf pour B3j 

- teneur en P lipidique f a ib l e  

- absence de phosphati dyl i nosi tol 

- présence de phosphatidyl glycérol 

- absence d'acide caprique 



- peu d'acide linoléique dans les AG 
des phosphol i pi des 

- forte teneur en GSL totaux 
forte teneur en GSL acides 
forte teneur en GSL MGCer 
forte teneur en GSL DGCer 

- AG des GSL : 
linolénique surtout 
% saturation faible 
% d'AG impairs faible 
AG longs 

- BLC longs e t  insaturés - 
- sulfatides : teneur élevée 

- AG : - 
saturation faible 
AG impairs faibles 
AG longs 

- BLC : saturation élevée - 

- abondance d'acide linoléique dans 
les AG des phospholipides 

- faible teneur en GSL totaux 
faible teneur en GSL acides 
faible teneur en GSL MGCer 
faible teneur en GSL DGCer 

- AG des GSL : 
stéarique surtout 
% saturation élevé 
% AG impairs élevé 
AG courts 

- BLC plus courts e t  saturés - 
- sulfatides : teneur faible 
- AG : - 

saturation élevée 
AG impairs élevés 

- BLC : saturation faible - 

b) Biochimie de la pollinisation. 

Les variations qualitatives et quantitatives observées montrent 

une divergence entre les réponses compatible et incompatible (tableau 69) : 

les faits les plus saillants sont : 

- pour les phospholipides : aucune différence n'est sensible, ni pour le ....................... 
oourcentage de P lipidique, ni dans la nature des phospholipides identifiés, 
ni dans la composition en acides gras ; 

- pour les glycosphingolipides neutres : .................................... 
.en x6nopollinisation : augmentation des G S L  toteux et parmi 

eux surtout les Cer et MGCer 
.en autopollinisation : augmentation moins forte des GSL to- 

taux ; répartition plus uniforme des G S L  entre les différentes classes ; 

- pour les constituants des G S L  neutres : ..................................... 
.en xéno~ollinisation : abondance des AG à chaîne courte, dé- 

saturés ; abondance des BLC à nombre moins important d'atomes de carbone, saturés 
. en autopollinisation : abondance des AG ?i chaîne longue, sa- 

turés ; abondance des BLC "courtes" et saturées ; 

- pour ------------------- les sulfatides : la teneur en sulfatides après autopollinisation est 
bien supérieure à celle observée après xénopollinisation ; en airtopollinisa- 
tion comme en xénopollinisation : baisse des AG courts ; augmentation du degr5 
de saturation en xénopollinisation. 

L'hétérogénéité lipidique peut être rapprochée des fonctions 

connues de ces lipides. 



7-dan6 pKocUhub de chudhance : Les esters méthyliques d'acides gras na- 

turels (en particulier l'oléate de méthyle) peuvent stimuler 1' action d' hor- 

mones végétales telles que les auxines ou gibbérellines qui interviennent dans 

le processus de croissance (STOWE, 1960). La présence d'esters méthyliques 

comme l'oléate et l'arachidonate de méthyle, exclusivement dans le pollen pour- 

rait être en relation avec ce rôle. 

Par contre, TSO (1964) a démontré l'action inhibitrice sur la croissance des 

acides gras à chaîne courte : or, c'est précisément dans les styles vierges 

et pollinisés que l'acide caprique est absent ; c'est deux faits ne semblent 

pas en relation avec le phénomène d'autoincompatibilité mais sont peut être 

des éléments importants dans la croissance du tube pollinique. 

Les phospholipides pourraient, aussi, jouer un rôle : en effet, WEIGL (1969) 

a démontré que l'acide B indolylacétique s'associe préférentiellement à la 

phosphatidylcholine membranaire. Cette fixation, préalable à toute action auxi- 

nique, peut également être située dans le processus général de la croissance, 

car aucune modification qualitative dans les compositions en phospholipides 

n'a été constatée dans les styles vierges ou pollinisés. 

Par contre, la différence de répartition des glycosphingolipides suivant la 

pollinisation peut être rapprochée de celle des glycolipides dans les cellu- 

les en croissance : VICKER et CRITCHLEY (1977) ont montré que la croissance 

tissulaire était accompagnée d'une diminution des teneurs en glycolipides et 

d'un raccourcissement des chaînes polysaccharidiques ; or, nous avons cons- 

taté en xénopollinisation une plus grande richesse en céramides et monogly- 

cosylcéramides qu'après pollinisation inco~patible ; ce fait semble donc 

s'appliquer également pour le tube pollinique en cours de croissance active, 

De plus, la réorientation de la structure &es GSL en situation Lncompatible 

est à relier avec la déviation du métabolisme glucidique qui caractérise 

l'autoincompatibiité : il est établi depuis longtemps que l'auto~ollinisation 

incompatible induit dans le tube pollinique et dans le style d'abondants 

dépôts de callose (enchaînements de glucoses liés en 1,3) ; la xénopollini- 

sation, par contre, nécessite l'intervention de systèmes enzymatiques diffé- 

rents aboutissant essentiellement à la biosynthèse de cellulose 

du glucose en B 1,4) , indispensable pour la croissance de la paroi. Or, 
BRETT et NORTHCOTE (1975) ont démontré que les oligosaccharides liés aux 

protéines et aux lipides peuvent être considérés comme des intermédiaires 

dans la biosynthèse des f3 glucannes ; il est donc possible 6e relier ces deux 

phénomènes et de considérer les étapes de biosynthèse de la cellulose et de 



la callose pour mieux apprécier leur rôle éventuel dans la réaction d'in- 

compatibilité. 

La biosynthèse de la callose dépend d'une 6 1,3 glucanne synthétase fonction- 

nant comme transférase à partir de l'UDF glucose ; la cellulose dépend d'une 

6 1,b glucanne synthétase ayant également une activité transférase. Ces deux 

enzymes sont compétitives pour le même substrat et diversement activées par 

l'ion M ~ + +  qui favorise l'une ou l'autre de ces enzymes en fonction de sa 

concentration, Il est intéressant de noter que la biosynthèse de cellulose 

est stimulée par l'élévation du pH et par le glucose et la cellobiose. 

D'autre part, BREST et NORTHCOTE ont constaté que la synthèse des B glucannes 

est catalysée par des enzymes liés aux membranes utilisant 1'UDP glucose pour 

les 6 1,3 et 8 1,4 glucannes et le GDP glucose pour les B 1,4 glucannes exclusi- 
vement. L'activité 6 1,4 glucosylsynthétase est associée au plasmalemme et 2 

d'autres ultrastructures cellulaires (dictyosomes, mitochondries, reticulum 

endoplasmique) ; par contre, la synthèse de callose, semble localisée à la 

surface cellulaire. 

La synthèse de cellulose est contrôlée par 1'AIA. L'intervention de cette 

hormone devrait également être envisagée car elle intervient dans les échan- 

ges membranaires : en particulier, ltAIA modifie la pression osmotique, con- 

trôle la perméabilité membranaire et la biosynthèse des éléments de la paroi. 

A son tour, 1'AIA est soumise à une régulation suivant la teneur en protons 

du milieu ; les protons peuvent provenir de l'acide ascorbique oxydase qui 

agit sur la forme enediol de l'acide ascorbique en le transformant en acide 

dihydroascorbique avec libération d'hydrogène, avec comme conséquence l'aug- 

mentation der groupements SH par rupture des ponts disulfures des glycopro- 

téines localisées dans la paroi. 

Il existe donc une corrélation entre A I A  et biosynthèse de celliilose 011 de 

callose. La réaction d'incompatibilité induit seable-t-il un déséquilibre dans 

le métabolisme glucidique provoquant une dgviation vers la biosynthèse de 

callose. Ces relations demanderaient 6galement 3, être précisées. 

2-dam La p m 6 i a b i l i Z é  : Les variations de la composition en acides gras 

(pourcentage de saturation et lorigcitur de chaenc) et des 3LC (sci;i-,-2r,tage de 

saturation, longueur de chaîne, nombre de groupes OH) sont en relation avec 

la structure membranaire et donc de ses ~ropriétés physiologiques telles que 

la perméabilité ; de nombreux auteurs comme HASLAM et coll,, 1973 ; DAVIS et 

coll., 1974 ; WOJCJAK, 1974 ont démontré la relation qui existe entre la 



composition en acides gras des lipides membranaires, la perméabilité aux 

ions et les activités enzymatiques ; en général, la perméabilité aux ions 

notamment augmente avec le degré de saturation des AG (VAN DEENEN, 1972 ; 

DAVIS et SILBERT, 1974). 

De plus, pour ce qui concerne les seuls GSL, il apparaît que la présence des 

groupements hydroxylibres et celle d'uneliaison amide permet aux céramides 

d'intervenir à la fois comme donneur de liaison hydrogène et comme accepteur ; 

cette propriété distingue de façon caractéristique les sphingolipides des 

glycérolipides (qui ne peuvent fonctionner que comme accepteur). 

En général, la présence de groupes hydroxj et amide dans un composé augmente 

sa polarité et son interaction avec l'eau ; si ces groupes participent à la 

formation de liaisons hydrogènes à l'intérieur de la matrice lipidique, ils 

augmentent considérablement la stabilité et l'imperméabilité de la membrane ; 

ces aspects fonctionnels des groupes hydroxy donneurs sont mises en évidence 

par le fait que le nombre de résidus hydroxy au niveau des céramides est si- 

gnificativement plus élevé dans les GSL des membranes qui sont exposées à 

des stress physiques ; les attractions latérales entre chaînes hydrocarbonées 

à l'intérieur de la membrane sont généralement liées à des forces Ce VAN Der 

WAALS et donc assez faibles lorsque les lipides se trouvent sous forme de 

cristaux liquides ; la formation d'une liaison hydrogène latérale à l'inté- 

rieur de la matrice lipophile contribue fortement à l'interaction lipide - 
lipide et augmente ainsi considérablement la stabilité et l'inperméabiliti de 

la membrane (PASCHER, 1976). 

L'addition de groupes hydroxy qui fonctionnent à la fois comme donneurs et ac- 

cepteurs peut induire la formation de deux liaisons ; si ces liaisons sont 

dirigées vers des molécules d'eau, l'introduction de chaque OH augmente le 

contact lipide-eau. Or, les résultats des analyses effectuées sur les cons- 

tituants des GSL neutres et acides mettent en relief une modification de leur 

structure après autopollinisation, allant dans le sens d'une augmentation du 

pourceaage de saturation et de la longueur de chaîne; il paraît légitime de 

penser que la baisse de fluidité membranaire qui en résulte modifie la 

perméabilit6,ce qui va aboutir à l'impossibilité pour le tube pollinique d'as- 

suror sa nu+rition à partir des éléments puisés dans les tissus stylaires ; 

on peut également relier ces faits à l'atténuation du phénomène de rejet 

avec l'augmentation de température : la hausse de la température extérieure 

peut augmenter la fluidité membranaire, élever la et permettre 

ainsi la nutrition du tube pollinique (DE GIER, 1980). 



Par contre, les techniques utilisées ne permettent pas de distinguer les 

BLC dihydroxylées des trihydroxylées et donc de suivre l'évolution des bases, 

à ce niveau, au cours de la pollinisation. 

3-dam da & e c o n d h a n c e  c & d a h e  : Nous avons déjà signalé que les glyco- 

sphingolipides pouvaient intervenir comme éléments dans la reconnaissance 

cellulaire. 

BURNET (1971) a défini les bases moléculaires de la reconnaissance cellulai- 

re par "la liaison spécifique, réversible ou irréversible entre des consti- 

tuants chimiques localisés à la surface cellulaire". La reconnaissance mutuel- 

le peut intervenir stériquement entre des molécules complémentaires de façon 

analogue au complexe enzyme-substrat ou antigène-anticorps. Chez les animaux 

et les microorganismes, le mécanisme de reconnaissance cellulaire fait in- 

tervenir des polysaccharides de surface ; c'est le cas dans l'interaction 

lectines-lymphocytes (REICHART et ccill. , 1973), dans 1' interaction virus- 
érythrocytes (LAVER et WEBSTER, 1966) , 1 ' agglutination des cellules sexuelles 
(YEN et BALLOU, 1 9 7 4 ) ~  les récepteurs des toxines bactériennes (LUDERITZ et 

COU., 1966). 

Chez les végétaux, le plasmalemme est recouvert par la paroi pectocellulosi- 

que : cependant, SMITH (1976) a pu fabriquer, à partir d'extraits tissulaires, 

des antisérums ayant des déterminants antigéniques présentant une variation 

taxonomique. De même, l'apparition séquen~ielle d'antigènes spécifiques ex- 

bryonnaires dans les caryopses üe Maïs en cours de développement implique ces 

déterminants dans le développement tissulaire (KFAVKIX et coll., 1977). 

La spécificité de la réaction de reconnaissance est déterminée par la séquence 

osidique terminale des glycoprotéines et des glycolipides de surface (BATKINS, 

1966). Ce Îait a ité mis en évidence par l'utilisation de divers types de lec- 

tines ou, par exemple, l'associztion entre des ligands à résidus fucosyl et 

mannosyl et des récepteurs spécifiques de ces hydrates de carbone à la surface 

des ganètes préalables à la fécondation chez Fucus serratus (BOLIV'ELL et coll., 

1979). 

L'implication des glycolipides dans le processcs de reconnaissance préalable 

à la réaction incompatible a été démontrée en 1976 par KNOX et coll. : des 

extraits de surface stignatique soumis à électrophorèse sur gel de polyacry- 

lamide révèlent la présence de 2 types de composants de nature glycoprotéique 

et glycolipides. 



De plus, il existe d'autres arguments permettant d'effectuer une relation entre 

les lipides stigmatiques ou polliniques et l'incompatibilité. Ainsi, WILLING 

et PRYOR ( 1976) ont mis en évidence que des solvants organiques, en particu- 

lier l'hexane, peuvent, lorsqu'ils sont appliqués sur le stigmate avant la 

pollinisation, lever l'obstacle à la fécondation dans des cas de croisements 

interspécifiques chez PopuZus. 

De même, ROGGEN (1974 et 1975) a mis en relief le rôle des lipoprotéines dans 

la phase de reconnaissance ; cet auteur fait l'hypothèse que l'hexane, en 

dissolvant les lipoprotéines de surface, élimine les processus cognitifs préa- 

lables à la fécondation. 

DICKINSON et LEWIS (1973) ont apporté une série de preuves morphologiques met- 

tant en évidence, au niveau stigmatique, des structures de nature lipidique : 

le microscope à balayage indique, en effet, chez Raphanus, la présence de pe- 

tites dépressions stigmatiques, de 6 microns de diamètre, bourrées de lipides. 

Pour ce qui concerne le pollen, ROSERTS et coll. (1979) ont impliqué les lipo- 

protéines complexes qu'on trouve dans les cavités de l'exine chez Brassica 

(connue sous le nom de tryphine) dans le processus d'identification. Cette 

pellicule qui entoure le pollen peut être éliminée par des solvants covalents. 

De plus, les composants de la try-phine, visibles au microscope électronique 

à balayage sont totalement extraits par le chloroforme (ROGGEN, 1974) . 
Cependant, l'organisation des GSL à l'intérieur des membranes est mal concue ; 

il semble qu'ils soient localisés dans des cryptes intramembranaires, 

L'analyse des résultats des teneurs et conpositions des GSL des tissus sty- 

laires et du pollen montre qu'il n'existe pas de constituant (en particulier 

osidique) caractéristique d'un clsne ou d'un allsle ; les éléments de spé- 

cificité, s'ils existen~, sont donc -naisernbLablemrnt liés aux séquences osi- 

diques des GSL complexes d'autres compos6s, par exemple glycoprotéiqilcs. Cette 

affirmation doit être nuancée car l'étude des GSL plus complexes ?t en par- 

ticulier des gangliosides, en cours de r6aiisation, pourraît apporter d'au- 

tres éléments, 

Il reste à intégrer ces résultats dans les différentes théories proposées 

pour expiiquer le rnScanisnie ~ï~oléci~laire Ue 1 'AIS. 



1 - MODELES P01JR LA RECONNAISSANCE E T  LA REGULATION DE LA REPONSE INCOMF'ATIBLE 
DES SYSTEMES A I G  

Les modèles proposés sont nombreux, Pour être satisfaisants, ils 

doivent permettre d'expliciter les faits suivants : 

1 )  la réaction est contrôlée par un locus génétique tripartite avec un seg- 
ment de spécificité et 2 segments d'activité (pour le pollen et pour le style) 
et dépend de la présence de 2 segments de spécificité identiques dans le pollen 
et dans le style ; 

2) l'intervention de très nombreuses séries alléliques au locus S ; 

3) la détermination tardive du phénotype incompatible du style ; 

4) la présence d'antigènes spécifiques du gène S dans le pollen ; 

5) la perte du caractère d'incompatibilité dans le pollen diploïde ; 
6) la sensibilité de la réaction d'incompatibilité à la chaleur et aux ir- 
radiations ; 

7 )  l'absence d'interactions entre les tubes polliniques compatibles et in- 
compatibles en cas de pollinisation nixte ; 

8) une activité génique variable après auto et xénopollinisation. 

Les différents modèles proposés consistent en un processus ?i 

2 étapes avec une étape initiale de reconnaissance suivie d'une phase de ré- 

ponse qui est le rejet de l'autotube quand les allèles du pollen et riil style 

sont identiques. 

Trois catégories de modèles peuvent être distinguées : ceux 

qui assimilent, la réponse à une réaction de type immunitaire, ceux qui pré- 

sentent une analogie avec les systèmes induction-répression trouvis chez les 

microorganismes et ceux basés sur un système enzymatique àéficient. 

a) Analogie avec Les réponses immunitaires. 

1-EAST ( 7 9 2 6 - 1 9 2 9 )  postule que le produit des allèles S du pollen agit comme 

un antigène, qui est reconnu, au cours de la croissance, par un anticorps du 

style (produit par un allèle identique ) . 



2-LEWIS ( 7 9 6 0 )  propose une première hypothèse concernant la structure du gène 

S, à partir de considérations biochimiques et génétiques : l'allèle S coderait 

deux protéines différentes : une pour le pollen, l'autre pour le style : ces 

protéines du pollen et du style auraient une configuration complémentaire 

analogue aux complexes antigène-anticorps ou enzyme-substrat (figure 7 ~ ) .  

b) Analogie avec les systèmes induction-répression des 
microorganismes. 

]-dans la deuxième hypothèse (figure TB) , LEWIS postule que le locus S est 

un complexe qui code pour : 

- une protéine spécifique commune au pollen et aa style (S) ; 
- un activateur pour la production d'une protéine dans le 

tube pollinique (Ap) ; 

- un activateur pour la production d'une protéine dans le 
style (AS), 

Le gène S produit un polypeptide dont la spécificité déterminée par la struc- 

ture primaire est différente pour chaque allèle. Chaque polypeptide allélique 

est une molécule identique dans le pollen et dans le style. 

Le polypeptide polymérise en dimère dans le pollen et dans le style. 

La première étape de la réaction AI est la formation d'un tétramère par com- 

binaison de 2 dimères identiques provenant du pollen et du style. Cette com- 

binaison se fait à l'aide d'une molécule allostérique. 

La deuxième étape est une régulation génique par le tétramère qui peut indcire 

la synthèse d'uc inhibiteur ou réprimer la synthèse d'une auxine nécessaire 

à la croissance du tube pollinique. 

Cette hypothèse d'un dimère, produit primaire d'un gène, s'unissant 2 un 

dimère identique en impliquant une molécule allostiriqur, est basée sur la 

structure des i~munoglobulines G. 

2-m~dZ& dtASCHER (7966) : Il correspond à une adaptation du modèle de JACOE- 

MONOD (1961) (figure 71) -  

T,es al-lsles d'incompatibilité S jouent le rôle de gènes régulateurs : il y a 

donc 2 gènes régulateurs dans le style diploïde et un gène régulateur dans 

le tube pollinique. 

Ces régulateurs gouvernent un système d'opérons dans le tube 2ollinique qui 

contrôlent le métabolisme de ce dernier. ABCHER distingue 2 opérons qui assu- 

rent : 



VL 
' ID  
c 
7 



- un système de croissance lente (ou LVS = low velocity 
growth system) qui concerne le métabolisme des réserves polliniques et des 
composés du style : il en résulte la croissance limitée caractéristique des 
tubes polliniques incompatibles ; 

- un système de croissance rapide (HVS = high velocity growth 
system) qui implique l'utilisation de voies métaboliques différentes : il con- 
duit à la croissance rapide de tubes polliniques compatibles. 

Quand les produits des allèles régulateurs du tube pollinique et du style 

sont semblables, il y a incompatibilité ; ainsi, un grain de pollen en début 

de germination utilise ses propres réserves et des substances nutritives du 

style par l'intermédiaire de son système de croissance lente (LVS). 

 près ~énétration du tube pollinique dans le tissu stylaire, les produits des 

régulateurs stylaires (allèles S) diffusent dans le tube pollinique, où ils 

rencontrent les produits de l'allèle régidateur du pollen ; si les produits 

sont identiques, les 2 molécules forment un dimère répresseur qui s'attache 

à l'opérateur du système à croissance rapide (KVS) .  L'opéron ainsi réprimé 

ne fonctionne pas quand le tube pollinique a besoin des substrats stylaires 

pour sa croissance. Le métabolisme du tube pollinique va en faiblissant 

jusqu'à ce que ses propres réserves soient épuisées, d'où la croissance rapi- 

dement bloquée du tube incompatible. 

Si, par contre, le produit du régulateur pollinique est différent des subs- 

tances des régulateurs stylaires, aucun régulateur fonctionnel ne peut être 

formé ; le système HVS peut fonctionner. 6n plus des cistrons structuraux 

dans l'opéron -WS, il peut y avoir, un régulateur contrôlant l'opérateur du 

système LVS. L'activité de ce régulateur se fait Far activation de l'opéron 

HVS et empêche le f~nct~ionnement du systime LVS. 

En résuné, la reconnaissance et la spécificité de la réaction dépendent de 

l'analogie qui, lorsqu'elle existe pour un des allèles régulateurs style et 

pour celui du pollen, aboutit à la formation d'un répresseur fonctionnel qui 

inhibe le système 2VS ; les allèles S du poilen et du style ont la même fonc- 

tion : produire une demi-molécule de répresseur ; la dimérisation ne peut se 

produire qu'entre un monomère pollinique et un monomère stylaire. Cette théo- 

rie explique l'irréversibilité de l'inhibition de croissance des tubes pol- 

liniques icconpatibles. 

3-hgpothène d e  LlNSKENS ( 7 9 6 5 )  : LINSKENS résume ainsi les diverses théories. 

Un gène de structure S, produit un ARN, qui conduit à la synthèse d'une pro- 

téine spécifique du $ne S I  ; ce processus a lieu de façon identique dans le 

style et le tube pollinique. 



Dans un croisement incompatible S S il y a formation d'un dimère. Ce dimère 
1 1, 

peut agir comme inducteur d'un gène opérateur normalement réprimé. La molé- 

cule inductrice annule la répression de ce gène opérateur et permet la pro- 

duction d'un système inhibiteur. 

En résumé, dans les pollinisations incompatibles, la régulation de l'activité 

du gène S conduit à la production d'un dimère qui induit la formation d'un 

système inhibiteur ; dans les croisements compatibles, un monomère est pro- 

duit dérépressant le système promoteur de la croissance. 

Toutes les théories énoncées précédernent (analogie aux systèmes immunitaires 

ou aux systèmes induction-répression) possèdent un élément commun : la syn- 

thèse d'une substance spécifique dans le tube pollinique et le style et c'est 

l'interaction entre ces produits spécifiques du gène S qui provoque ou non 

la reconnaissance AI. On ne possède cependant aucun élément sur ces substances. 

Sont-elles identiques ou possèdent-elles des structures stériques complémen- 

A haires ? .  Après la phase de reconnaissance vient la phase de réponse. Comment 

l'inhibition a-t-elle lieu ? C'est la question à laquelle ces théories répon- 

dent différemment : induction des systèmes inhibiteurs (LEWIS, 1965 ) , répres- 
sion des systèmes de croissance (LEWIS, 1965 ; ASCHER, 1966 ; PANDEY, 1975) 

ou dérépression de3 systèmes inhibiteurs (LINSKENS, 1965). 

c) Théories enzymatiques. 

7-STRAUB ( 7 9 4 7 )  a proposé une hypothèse d'après laquelle le gène S infiuit dans 

le pollen la synthèse d'une substance spécifique en quantité définie, néces- 

saire à la croissance du tube pollinique. En  rése en ce d'un allèle S identiquz 
dans le tissu conducteur, un système spécifique est formé qui inactive la 

substance du tube pollinique et le prive d'un métabolite indispensa'ole. 

2-KROES ( 7 9 7 3 )  base son hypothèse sur le fait que les pollens d'allèles S dif- 

f érent s sont distincts entre eux non par une substance i' ils synthétiçerai,:nt 
* 

mais par celle dont ils menqueraient : 

- la présence dans le grain de pollen d'un allèle S spécifique 
correspond à l'absence d'un enzyme spécifique ; 

- la présence dans le style d'un allèle S spécifique correspond 
à la formation d'un complexe spécifique dans lequel un élément nécessaire à 
la croissance du tube pollinique (monosaccharide ou un élément inorganique tel 
que le bore) est lié à une protéine, Comme le style est diploïde et peut con- 
tenir deux allèles S différents, l'élément peut être lié & 2 molécules protéi- 
ques différentes. 



Exemple : le pollen Sx ne possède pas l'enzyme Ex 

un style S e y  synthétise un complexe protéique PxN Py où N 
l'élément nécessaire a la croissance du tube. 

Le pollen a besoin des enzymes Ex et Ey pour libérer N de son complexe ; 

dans un style S S ni le pollen Sx, ni le pollen S ne peuvent y arriver. 
x Y' Y 

Ainsi, chaque tube pollinique est capable de synthétiser tous les enzymes né- 

cessaires à la destruction du complexe stylaire, exception faite d'un seul 

enzyme correspondant à l'allèle S qu'il porte. 

En faveur de cette hypothèse : 

1 )  la 'similitude entre la croissance dc tube pollinique dans 
le style et celle d'un mycélium : le tube pollinique, comme l'hyphe, a besoin 
d'enzymes pour incorporer des substamces du milieu de culture ; 

2) le fait que la croissance du tube pollinique incompatible 
n'est pas nulle ; elle dépend de la quantité de réserves du pollen et de son 
aptitude à prélever des substances dans le style ; 

3) la thennosensibilité de la réaction et le rôle des eutinases 
dans le système AIS. 

II - COMPARAISON DES DIFFERENTS MODELES 

Les théories que nous venons de résumer apportent des éléments 

de réponse à un mécanisme dont les modalités d'expression apparaissent très 

diversifiées ; les travaux expérimentaux n'ont pu, jusqu'à présent, identifier 

de façon décisive les mol~cules intervenant dans le phénor~ène. Cependant, 

l'nmothèse dlASCHER qui prend en compte la quasi totalité des évènements qzi 

se succèdent pendant la phase progamique semble très plausible, Sien que les 

produits de l'activité des opérons n'aient jamais pu, jusqu'à présent, être 

identifies. 

Notre travail ne se situe pas du même point 2e vue ; 11 se 

cadre essentiellement dans l'analyse des structures spécifiques qui interviec- 

nent dans la reconnaissance, et du signal membranaire dgclenchant la récrien- 

tation métabolique ; c'est pourquoi, nous nous proposons dans nos perspecti- 

ves de recherche d'itayer un modèle faisant intervenir la fixation, sur des 

sites spécifiques du tube pollinique, de substances d'activation ayant une 

influence directe ou indirecte sur la perméabilité membranaire. 

En effet, il est désormais établi que les réactions immunolo- 

giques ont un effet sur la perméabilité des membranes aux cations. Les anti- 

gènes et les récepteurs de surface sont considérés comme faisant partie des 



constituants membranaires impliqués dans les systèmes de transport des Ca- 

tions (LAUF, 1965). 

Dans les cellules vivantes, la perméabilité aux cations est 

fonction de la structure membranaire et est interdépendante du méta5olisme 

cellulaire ce qui peut être schématisé de la façon suivante : 

métabol i srlie ce1 1 iil aire 

5 
perméabi 1 i té aux ions - structure membranaire 

lectines 

protéines d'activation 

Les lectines, ainsi que les activateurs ou inhibiteurs de na- 

ture protéique peuvent agir sur la perméabilité cellulaire soit directe~3nt 

(voie b ) ,  soit indirectement (voie 2-3) ; la perméabilité de la membrane aux 
cations peut être modifiée par de telles molécules de plusieurs façons : ac- 

tivation ou inactivation des sites de transport, changement de paramètres ciné- 

tiques, effet sur le processus de transport actif et/ou passif. Il est pos- 

sible de plus que les réactions 1 affectent le métabolisme cellulaire via des 

changements de perméabilité membranaire (voie 5) et qu'il existe des mécanis- 

mes amplificateurs (voie 5-7-3). De plus, les modifications du métabolisme 

cellulaire, connus pour influencer la perméabilité aux cztions et la structure 

membranaire (voies 6 et 7) peuvent être analysées dans leurs effets sur la 

distribvtiorl et la conformation steriqiie des ant-igèneç de surface membranaire 

(voie 8) et leur interaction avec des aspects immunologiques ; une amplifi- 

cation peut également intervenir (voies 7-3-5 et 7-8). 

Lorsque l'on connaît le rôle du calcium dans le processus 

d'élongation du tube sollinique, on conçoit qu'il est possible que les 



modifications de perméabilité aux cations soient déterminants dans la réaction 

d'incompatibilité. 

De plus, le mode d'action des protéines d'origine gamétophy- 

tique ou sporophytique peut être calqué sur celui des anticorps ou des lec- 

tines : en effet, ceux-ci, bien que très différents par leur origine et par 

leur structure, se montrent capables de modifier le transport des cations 

dans les biomembranes. La base structurale commune réside cependant dans les 

sites de combinaison doubles ou multiples de ces mol&cules qui sont les sites 

de reconnaissance spécifiques et de liaisons avec les récepteurs membranaires. 

Il est possible de penser que le processus qui intervient dans 

la phase progamique est analogue à celui que l'on peut observer au cours du 

processus de fécondation chez les Algues. En effet, BOLWELL ( 1979) a montré que 

la fécondation chez Fucus serratus est conditionnée par l'association entre des 

ligands à résidus fucosyl ou mannosyl à la surface de l'ovule et des récep- 

teurs spécifiques de ces hydrates de carbone à la surface du gamète. 

Dans d'autres cas, il a également été défini que la liaison 

initiale et la reconnaissance de gamètes est déterminée par l'association de 

molécules complémentaires spécifiques avec des éléments de reconnaissance lo- 

calisés sur les surfaces des gamètes ; cette association fait intervenir des 

hydrates de carbone. Ainsi, plusieurs chercheurs ont mis en évidence le rôle 

des résidus polysaccharidiques spécifiques dans la reconnaissance entre gm-2- 

tes en utilisant des lectines notamment chez les Mammifères (LIS et SImOIL', 

1973 ; CALLOW, 1976) et les Oursins (HOW et -METZ, 1973 ; mTA, 1975). 

C'est donc vers l'identification, la localisation et le blo- 

cage des récepteurs de surface que vont s'orienter nos recherches. Dans ce but, 

nous poursuivrons l'étude analytique des GSL complexes du type des gangliosi- 

des, qui peuvent être le support moléculaire de la fonction de reconnaissance ; 

d'autre part, la fixation de lectines spécifiques et la dégradation enzyma- 

tique des oligosaccharides de surface sur le pollen ou sur le stigmate avant 

pollinisation permettront de préciser si les mécanismes de reconnaissances sont 

aralog~les aux systèmes déjà identifiés. 

Une autre direction de recherche envisagée concerne l'étude des 

substances qui se sont révélées être les messagers de l'information : AMP ou 

GMP cyclique ; de la même façon, le rôle de l'ion calcium accompagné ou non de 

llionophore A 23187 devra être précisé. 
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