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INTRCDUCTTION

Une des caractéristiques esséntielles de la reproduction sexuée
repose sur l'aptitude que possédent les organismes & reconnaltre et & sélec-—
tionner les gamétes qui vont effectuer la fécondation. Ce pouvoir de reconnais-—
sance et de rejet est indispensable pour remplir deux fonctions fondamentales
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maintenir la stabilité de l'espéce et permettre un degré de variabilité géné-

tique suffisant & 1'intérieur d'une espece.

Parmi les mécanismes qui se sont dégagés au cours de 1'évolu-—
tion, l'autoincompatibilité de fécondation réalise, dans de nombreuses familles
d'Angiospermes (ainsi que de Cryptogames comme 1l'ont défini ESSER et KUENEN
en 1967), cette seconde fonction. En effet, ce processus autorise un régime

de reproduction qui aboutit & renforcer 1'hétérozygotie.

L'autoincompatibilité de fécondation (AI) est assurée par une
fonction ou un ensemble de fonctions génétiques qui dépend d'alléles d'incom-—
patibilité ; 1'évolution favorise constamment 1'introduction de nouveaux
alléles ; si une mutation aboutit & un nouvel alléle fonctionnel, il est rete-
nu dans la population et sa fréquence augmente ; si 1'alléle est récessif,
non fonctionnel, le végétal devient alors, en général, totalement autocompa-—

tible.



Pendant la premiére moitié du 20éme sidcle, de nombreuses don-
nées ont &t accumulées sur le contrle génétique des mécanismes de 1l'incompa-
tibilité et ses variations d'expression en fonction de 1'environnement {cha-
pitre I, paragraphes E et F). Les trois dernidres décades ont vu fleurir, au fur
et 4 mesure des acquisitions de la génétique, toute une série de moddles biochi-
migque (chapitre III, paragraphe B) visant & expliciter, au niveau du génome,
le d8roulement des événements physiologiques et métaboliques qui se succédent
lorsqu'un grain de pollen arrive au contact d'un stigmate d'une plante de la

méme espece.

Notre travail représente une contribution & 1'étude de la
biochimie de l'autoincompatibilité de fécondation chez Oenothera missouriensis,
espéce retenue pour les raisons suivantes :

- le contrdle génétique de l'incompatibilité est bien &tabli ; des cldnes por-
teurs d'alléles 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 phénoméne d'autoincompatibilitd : la rfaction est déclenchde par un
signal de reconnaissance d&terminant une vague de perturbations métaboliques
qui va aboutir & 1'arrét de croissance du tube pollinique : il s'agit donc de

déterminer les processus biochimiques & l'origine du blocage.

Plus précisément, les questions auxquelles nous avons essayé
de répondre sont les suivantes :
- la réaction d'incompatibilité est-elle lide 3 une modification du métabolis-—
me €nergétique ? en cas de réponse positive, & quel niveau ?

- existe-t-il des métabolites spécifiques en relation avec les alléles d'in-
compatibilité 7 '

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

- les changements de propriétés membranaires (en particulier de perméabilité)
~seraient en relation avec liautorécondation (HAVEZ, 1967). Ces mcdificaticns
s'expriment-elles dans la structure des phospholipides et des glycosphingo-
lipides ¢

L'étude de ces différentes questions a &té abordde. Elle nous
a amené & utiliser un arsenal varié de techniques d'analyses (détaillées dans

1'appendice technique).



‘Aprés une revue des données actuelles concernant 1l'incompati-
bilité et Seé'mbdalités d'éxpréssibn génétiques et thSidiogiQﬁes, nous consa-
crons une partie de ce travail i 1'état des connaissances du mécanisme d'in-
compatibilité chez Oenothera missouriensis avant d'exposer les résultats ex—
périmentaux obtenus et leur intégration dans les mod€les biochimiques rendant

compte du phénoméne.



CiapiTRE [ @ LE PHENOMENE D'AUTOINCOMPATIBILITE
DE  FECONDATION

A. DEFINITIONS

L'autoincompatibilité de fécondation (AI) chez les Angicspermes,
phénoméne biologique découvert dds 1764 par KULREUTER, a &té définie par EAST
et PARK en 1917, comme "1'impossibilité pour le pollen de féconder l'ovule",
par'l'incapacité pour des gamétes miles et femelles & réaliser la fécondation
aprés pollinisation ou croisement, alors que chacun d'entre eux est capable
de l'accomplir aprés union avec d'autres gamétes issus de plantes de la méme
espéce, suivant un croisement ou une pollinisation se réalisant dans les mémes

conditions" (MATHER, 1943), par "l'obstacle 3 la fécondation" (LEWIS, 19L%a).

Plus récemment, BREWBAKER (1957), LUNDQVIST (196L4) et HESLOP-
HARRISON (1975) ont d&fini l'autoincompatibilité comme 1'incapacité partielle
ou totale, pour une plante hermaphrodite, de donner des zygotes ou des graines
viables aprés autopollinisation, bien que leurs gamétes soient physiologiquement
fonctionnels. La fécondation n'est possible, dans certaines conditions gqui seront
précisées ultérieurement, qu'entre des gamétes issus de plantes différentes,

en "xéncpollinisation.

SCOTT (1865), DARWIN (1876), EAST (1940) ont appelé ce proces-—

n . . ] N . - . -
sus autostérilité’; 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 particu-
lier la stérilité provenant d'anomalies chromosomiques, de la production de
gamétes non fonctionnels ou de déficiences postérieures a4 la fécondation (CRANE

et BROWN, 1937 ; CRANE et LAWRENCE, 1952 ; WILLIAMS, 196L4).

La 18talité zygotique n'est pas comprise dans 1'AI. En effet,
a4 la seule exception de Borago officinalis ol CROWE (1971) a mis en évidence
un systéme de rejet postérieur 3 la fécondation, il apparait que tous les

systémes autoincompatibles connus interviennent & un stade prézygotique.

L'AT est trés répandue chez les Angiospermes puisqu'on la re-
trouve dans plus de 3 000 espéces, appartenant & 350 genres, distribués dans

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

B: HISTORIQUE

Depuis la découverte du phénoméne par KOLREUTER en 1764 chez
Verbascum phoeniceum, la liste des travaux sur l'origine, la nature, la dis-
tribution et les caractéristiques de 1'autoincompatibilité est longue et une
revue exhaustive s'avére trds difficile. Il faut cependant noter gue Charles
DARWIN a &tudié 1'AI de fa¢on approfondie comme le prouvent les nombreux arti-
cles publiés & ce sujet en 1876, 1877 et 1880 notamment. C'est &galement
DARWIN qui a mis en évidence 1'hétérostylie et qui a posé le probléme des ef-

fets de l'environnement sur 1'incompatibilité.

Il faut aussi citer les travaux de CORRENS (1913), EAST et
PARK (1917) et STOUT (1917). Par ailleurs, EAST et MANGELSDORF (1925) ont &té

les premiers & analyser le Géterminisme génétique de ce phénoméne.

Du point de vue &volutif, 1'autoincompatibilité est 1'un des
mécanismes qui, avec d'autres, tels que la dichogamie, la dioécie et les di-
verses particularités de la structure florale, permet d'assurer un degré élevé
d'hétérozygotie dans une population. ; le fait de privildgier le croisement
par des gamétophytes provenant de la méme espdce, mais d'individus différents,

est un &lément important dans la détermination de la capacité de réponse 2 la
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sélection et donc dans la potentialité évolutive d'une espdce (MATHER, 1943).
WHITEHOUSE (1950) a émis 1'idée selon laquelle l'adoption de 1'AI par les
Angiospermes, & un stade primitif, comme mécanisme favorisant 1'hétérozygotie

a joué un rdle décisif dans l'expansion de ce phylum. WHITEHOUSE a en effet
établi que TO % des genres contiennent exclusivement des espéces dioiques ; une
telle proportion n'a pu apparaitre que si 1'AI, le mfcanisme le plus suscepti-
ble de favoriser la xénopollinisation, est intervenue. I1 faut &galement remar-—
quer que ce type de croisement est en relation é&troite avec 1l'évolution d'in-

sectes pollinisateurs spécialisés (GRANT, 19L49).

Tous les systémes AI sont basés sur le fait que l'identité entre
le génotype du pollen et celui du pistil, pour le (ou les) géne(s) qui contrd-
le{nt) la réaction d'incompatibilité, conduit & 1'impossibilité de produire un
zygote ; ceci implique une participation du pollen et des &léments du pistil
avant la fécondation. La réaction différe de la stérilité méle ou femelle et
de la 18talité récessive embryonnaire ; elle aboutit au rejet de ce qui est
reconnu semblable & soi : c'est l'auto-rejet qul peut se manifester selon di-
verses modalit@s. La classification des systémes autoincompatibles est facili-
tée par le fait qu'il existe une correspondance remargquable entre 1'AI et cer—

taines caractéristiques cyto-morphologiques, reflétant des différences d'ordre

génétique.

C. CARACTERISTIQUES CYTOMORPHOLOGIQUES

I1 existe plusieurs types de réactions incompatibles présentant

des particularités en relation, notamment, avec le stade de déterminaticn.

I - LES STADES DE DETERMINATION DE L'AX

a) Dens le pistil.

La d&ftermination du phénotype incompatible, dans le pistil,
coIncide avec l'ouverture de la fleur ; avant et aprés ce stade, les pistils
de plantes incompatibles peuvent quelquefois accepter un auto-pollen et pro-

duire une semence "illégitime".



b) Dans les étamines.

Le stade au cours duquel le gamétophyte m3le regoit l'informa-—
tion nécessaire & la détermination du phénotype incompatible varie ; on dis-—
tingue
- 1l'autoincompatibilité sporophytique (AIS) pour laquelle le phénotype auto-—
incompatible du pollen est déterminé par le génotype de la plante

- 1l'autoincompatibilité gamétophytique (AIG) ol c'est le génotype de chaque
microspore qui est déterminant.

Dans le premier cas (AIS), la détermination est préméiotique

ou tout au plus méiotique. HESLOP-HARRISON (1968) a, en effet, observé, chez
LilZum, le transfert de substances, &laborées par les cellules du tapis, dans
les microspores au cours de leur maturation ; ces matériaux passant du tapis
dans les cavités de l'exine doivent &tre responsables 3 la réaction de réponse
autoincompatible, localis@e dans ce cas sur les papilles stigmatiques (HESLOP-
HARRISON et coll., 1974) ; d'autre part, DICKINSON et LEWIS (1975) ont démon-
tré que des extraits issus du tapis induisent une réaction de type incompati-

ble au niveau du stigmate en l'absence de tout grain de pollen.

PANDEY (1970) prenant en considération la complexité des rela-
tions entre les systémes génétiques de contrdle de 1'AIS, la morphologie flo-—
rale, la cytologie du pollen et le site de 1'inhibition pollinigue, situe la

détermination du phénotype incompatible & un stade préméiotique.

Dans le cas de 1'AIG, cette détermination interviendrait immé&-
diatement aprds la méiose, avant la formation des microspores (LEWIS, 1949a ;
PANDEY, 1960-1970). Ces auteurs ont, en effet, mis en &vidence que des radia—
tions mutageénes appliquées aprés la méiose ne provoquent plus de mutations

phénotypiquement notables des génes d4'AI.

BREWBAKER (1957, 1959) estime que le stade de détermination se
situe 4 la deuxiéme mitose pollinique et intervient dans les microspores pour
les espéces & pollen binucléé et dans le tube pollinique pour les espéces dont
le pollen est trinucléé. Son hypothése est essentiellement basée sur les
€troites relations qui existent entre la deuxidme mitose (dans le pollen ou le
tuwbe poliinique) et le site de la réaction d'AI {style ou stigmate) ; sclon
cet auteur, la croissance des tubes polliniques dépendrait de la concentration
d'un facteur de croissance du pollen (pollen growth factor : PGF) dont le taux

est maximum au moment de la deuxiéme mitose et qui ne peut plus &tre produit,

utilisé ou transféré au pollen en cas de pollinisation incompatible. Autrement
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dit, l'action des genes d'incompatibilité colncide avec les besoins en

BGF.

Ces besoins se font sentir 3 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).

IT - RELATION DE L'AT AVEC UN POLYMORPHISME FLORAL

Alors que tous les systémes AIG sont homcomorphiques, il existe
des espéces pour lesquelles 1'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 appelés hétéromor-
phiques (FISHER et MATHER, 1943) et sont strictement 1iés 3 1'autoincompati-
bilité sporophytique (PANDEY, 1970).

L'existence de fleurs différentes chez des plantes appartenant
4 une meme population avait d€jd retenu l'attention de DARWIN (18772 qui appe-
la "hétérostyles” les espéces comportant des plantes qui diffdrent par la va-
riabilité des longueurs de styles et des filets d'anthéres ; de telles es—
péces peuvent &tre distyliques avec deux types d'architecture florale (longi-
style ou brévistyle) ou tristyliques avec 3 groupes caractdrisés par des fleurs
a styles courts, moyens et longs, chague fleur portant des anthéres 3 2 ni-

veaux différents ne correspondant pas 4 celui du stigmate (figure 1).

Dans le cas de la distylie,les croisements entre plantes & mor-—
phologie florale identique n'aboutissent pas alors que les pollinisations entre
plantes possédant un phénotype différent (longistyle - brévistyle ou brévi-
style - longistyle) sont efficients { pour les espéces tristyliqges, le croi-
sement n'est possible qu'entre des pistils et du pollen situés 3 un méme niveau

dans la fleur. >

Chez les esplces 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
Fagopyrum esclulentum), physiologiques (pression osmotique plus &levée dans
les cellules stigmatiques des longistyles chez Linum grandiflorum) ou de la

conjugaison de ces deux caractéristiques (HEITZ, 1972).



FIGURE I : REPRESENTATION SCHEMATIQUE DE LA DISTYLIE
ET DE LA TRISTYLIE
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III - LOCALISATION DE LA REACTION DE REJET

La réaction de rejet peut avoir lieu dans différentes parties
du pistil et 4 des temps variables de la phase progamique. LINSKENS (1972) a
distingué 3 sites d'inhibition : au niveau du stigmate, du style ou de 1l'o-

vaire (figure 2).

a) Inhibition stigmatique.

La germination du pollen incompatible peut &tre totalement
bloguée au niveau du stigmate ; les rares tubes polliniques formés sont courts
et recroquevillés ; ils ne pénétrent pas dans les papilles stigmatiques ; 1l'ar-
rét de la croissance du tube pollinigque coincide avec la formation & son ex-

trémité d'un dépdt de callose.

BREWBAKER (1957-1959) a &tabli une relation remarquable entre
la cytologie des grains de pollen et le site de l'expression du géne ; il a,
en effet, montré que les 17 genres connus présentant 1'incompatibilitd stigma-
tique produisent du pollen trinucléé alors que 33 des 36 genres présentant une
inhibition stylaire ou au niveau de l'ovaire, ont du pollen binucléé. BREWBAKER
a d'autre part mis en &vidence que le pollen trinucléé se différencie par un
pouvoir germinatif faible im vitro ; cet auteur a &mis 1'hyptohdse selon la-
quelle le pollen trinucléé est bloqué sur le stigmate car il ne peut continuer
8 germer sans qu'un stimulus, probablement inhibé par la réaction d'autoin-

compatibilité, soit donné par le pistil.

Une autre relation importante a ét€ mise en évidence : le blo-
cage stigmatique apparalit pour les seuls systémes AIS, 3 l'exception des Gra-
minées (LUNDQVIST, 1965, 1968) ; comme les espdces de cette famille possddent un
pollen trinuclég, ce fait confirme la théorie de PANDEY (1970) selon laguelle

la cytologie du pollen et le site d'expression sont 1iés.

b) Inhibition stylaire.

Le tube pollinique, issu de la germination du pollen incompa-
tible, traverse le stigmate et pénétre dans le style, mais la vitesse de
croissance diminue progressivement et il y a finalement arrét ; le blocage
peut se réaliser & l'entrée du style (Oenothera) ou dans le style (Petunia).
A 1l'examen microscopique, le tube pollinique incompatible présente des parois
épaissies et des bouchons de callose obstruent sa partie apicale (LINSKENS et

KROH, 1967).
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Le tube pollinique compatible présente une vitesse de croissan-—
ce pouvant atteindre 1 cm/h chez Oenothera missouriensis (DELAY et LINDER,
1969) ; il passe entre les cellules du tissu conducteur en dissolvant le ma-

tériel intercellulaire (pectine principalement) & 1l'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 systémes gamétophytiques et pour les
plantes présentant un pollen binucléé (4 1l'exception de quelques genres comme

Beta, Helianthes et Fagopyrum).

Clest le cas d'Oenothera missouriensis (LINDER, 1952) ; il a
été également &tudié chez Veronica (FILZER, 1926) et Nicotiana (EAST et
MANGELSDORF, 1925).

¢) Inhibition dans 1l'ovaire.

Les tubes polliniques atteignent le sac embryonnaire mais la
libération des gamétes n'est pas suivie de syngamie. Dans la plupart des cas,
ce type d'inhibition, par blocage au niveau de l'ovaire, caractérise les fleurs
4 styles creux (BREWBAKER, 1957) et se rencontre chez les genres Narcissus,
Hemerocallis, Lilium, Gasteria, Anona (BATEMAN, 1954 ; ARASU, 1968). La déter-—
mination de ce type d'autoincempatibilité serait & la fois gamétophytique et

sporophytique (COPE, 1962).

IV - RELATIONS ENTRE LE TYPE D'INCOMPATIBILITE ET LE NOMBRE DE LOCI ET
D'ALLELES

Les systémes autoincompatibles peuvent &tre classés,sur la base
de leurs caractéristiques génétiques, en deux groupes distincts
1) un groupe présentant des séries polyalléliques 2 un, deux ou plusieurs loci
au sein duguel figurent les espéces AIG et les espéces AIS homomorphiques ;

2) un groupe & deux all&les par locus et & un ou plusieurs loci, dans les sys-—
témes AIS hétéromorphiques.

V -~ SCHEMA RECAPITULATIF DES CARACTERES CYTO-MORPHOLOGIQUES ASSOCIES AUX
DEUX TYPES D'INCOMPATIBILITE

De NETTANCOURT (1972) a proposé le schéma récapitulatif suivant

(figure 3) des principales caractéristiques des systlmes AI.



FIGURE 3

CLASSIFICATION DES SYSTEMES D'AUTO-INCOMPATIBILITE
SELON DE NETTANCOURT (1972)
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Ce schéma, repose sur l'existence d'un ou deux loeci, la locali-
sation de la réaction de rejet, la cytologie du pollen, le stade de détermina-
tion, la relation avec des caractéres morphologiques, la présence ou l'absence
de séries polyalléligues. Il souligne l'importance de la cytologie du pollen
car l'association entre pollen trinucléé, inhibition stigmatique et contrdle

sporophytique est presque toujours la régle.

Une corrélation trés importante que n'indique pas la figure 3
concerne 1l'état du stigmate ; HESLOP-HARRISON (1975a) a montré clairement que
tous les systémes sporophytiques sont en relation avec un stigmate non secré-
teur. Au contraire, une surface stigmatique secrétrice est 1l'indication d'un

systéme gamétophytique.

D. DISTRIBUTION DES SYSTEMES Al CHEZ LES ANGIOSPERMES

Le tableau b4 répertorie les familles d'Angiospermes présentant

1'AI, solt homomorphique, soit hé&téromorphique.

I1 faut noter que le phénoméne se retrouve dans la plupart des
familles d'arbres et que le mécanisme du rejet tend 3 8tre le méme 3 l'intérieur
des espéces composant une famille. Ainsi, les Légumineuses et les Solanacées
sont caractérisées par 1'AIG monofactorielle, les Graminées par 1'AIG bifacto-
rielle. Les Cruciféres et les Composées présentent le plus souvent le systéme
ATS homomorphique, tandis que les Linacées, les Lythracfes et les Oxalidacées

sont hétéromorphiques.

Ceci n'est cependant pas une régle absolue et le tableau L mon-
tre qu'il existe au moins 6 familles (Boraginacées, Saxifragacées, Rubiacées,
Oléacées, Apocynacées, Polygonacées) possédant 3 la fois les systémes homo-

morphiques et hétéromorphigues.

REMARQUE : l'autoincompatibilité chez les plantes cultivées.

L'AI se retrouve &galement chez les espéces cultivées (tableau 5).



TaBLeau 4

REPARTITION DES TYPES D'AUTOINCOMPATIBILITE, HOMO ET

HETEROMORPHIQUES CHEZ LES ANGIOSPERMES (D’APRES EAST, 1340 :

BREWBAKER, 1959 T vulLLEUMIER. 1965).

“Ordre

Liliales

Commelinales

Graminales
Zingiberales
Orchidales
Nymphaeales
Theales
Malvales

Ericales
Primulales

Cistales
Capparidales

Cucurbitales

Rosales

Leguminosales

Geraniales

Scrophulariales

Gentianales

Lamialas

Polemoniales

Campanulales

Asterales
Rubiales

Myrtales

Unbellales
Ranales

Papaveraless

Caryophyllales
Polygonales
Hamamelidales
Grticaies

Fagales
Betulales

Famille

Iridaceae
dmaryllidaceae
Liliaceae

Commelinaceae
Bromeliaceae

Gramineae
Zingiberaceae
Orchidaceae
NWymphaeaceae
Theaceae

Sterculiaceae
Bombaceae
Malvaceae

Ericaceae
Primulaceae

Pagstfloraceae
Cisteaceae
Resedaceae
Cruciferae
Begoniaceae

Saxifragaceae
Rosaceae

Legumincsae

Tropacolaceae
Gerantiaceae
Orxalidaceae
Linaceae
Solanaceae
Nolanaceae

Serophulariaceae

Bignoniaceae

Lentidulariaceae

deanthaceae
Plantaginaceae

Oleaceae
Loganiaceae
Gentinaceae
Apocynaceae
Aselepadiaceae

Yerbenaceae
Labiatae

Po lemoniaceae
Convolvulaceae
Boraginaceae

Campanulaceae
Goodeniaceae

Compositae

Rubiaceae
Coprifoliaceae
Lythraceae
Myrtaceae
Onagraceae

Cornaceae

- Rownculaceae

Papaveraceae
Fumariaceae

Plumbaginaceae
Polygoraceae
Hamamelidaceae

Ulmaceae
Moraceae

Fagaceae

Betulacezae

Type d'autoincompatibilité

Homomorphique

+ ++ + + +

+ + + +

+ + + +

+

+

+

L

+ +

+ +

++ o+t 4+ 4+

+

+ +

Hét&romorphique
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I1 faut remarquer que certaines d'entre elles comme le Tréfle,
1'Alfa, le Chou frisé, le Tournesol sont & différents degrés soit complétement,

soit partiellement autocompatibles.

Le systéme d'auto-rejet est souvent limité aux espéces diploides,
car la polyploidie détermine généralement une levée de 1'AI ou la transmission
de barriéres d la reproduction complexes et irréguliféres. Du fait de la poly-
ploidie fréquente des plantes cultivées,l'autoincompatibilité est moins ré-
pandue que chez les espéces sauvages et elle est souvent remplacée par une

pseudocompatibilité.

Les 2 types d'autoincompatibilités, gamétophytique et sporo-
phytique, correspondent & des modes de rejet dont l'origine, le déterminisme,
le mécanisme et les manifestations sont différentes. Oenothera missouriensts,
notre matériel d'étude, présentant L'AIG, nous limiterons 1'étude du déter-

minisme génétique 4 ce seul type.

E. GENETIQUE DES SYSTEMES AUTOINCOMPATIBLES GAMETO-
PHYTIQUES

Le schéma récapitulatif de De NETTANCOURT (figure 3) met en
gvidence que les systémes AIG font tous partie du groupe a4 un ou deux loci

pouvant présenter des séries polyalléliques.

Des relations entre les alléles d'un méme locus peuvent
exister ; ce sont des relations d'indépendance, de dominance ou d'inte-
raction mutuelle. Des relations entre différents loci peuvent se présenter
lorsque 1'AI est sous la dépendance de plusieurs loci ; ce sont des relations
d'indépendance, d'interaction complémentaire ou d'épistasie. Le locus généti-
que impliqué dans 1l'autoincompatibilité monofactorielle est appelé S (comme
stérilité) et 1'alléle récessif, dans les systdmes dialléliques, s. Dans les
séries polyallé&liques et sans tenir compte des relations de dominance, chaque

alléle est désigné par la lettre S suivie d'tn numéro (81, S, Sas etc...).

25
Lorsque la réaction est sous la dépendance de plus d'un locus, 1l'un est appe-
18 S, 1l'autre Z (Graminées), R chez Physalis (PANDEY, 1962), M chez

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

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



TABLEAU 5 : SYSTEMES D'AUTOINCOMPATIBILITE CHEZ QUELQUES GENRES
DE PLANTES CULTIVEES,

GENRE SYSTEME D'AUTOINCOMPATIBILITE
Beta Homomorphique, plurifactoriel (au moins 4 loeci)
et probablement gamétophytique

Brassica Homomorphique, unifactoriel, sporophytique

Coffea Homomorphique, gamétophytique

Dactylis Homomorphique, bi-factoriel, gamétophytique

Fagopyrum Hétéromorphique, unifactoriel, sporophytigue

Festuca Homomorphique, bi-factoriel, gamétophytique

Helianthus Homomorphique, probablement sporophytigue

Hordeum Homomorphique, bi-factoriel, gametophytique

Linum Hétéromorphique, unifactoriel, sporophytique

Lotus 4 Homomorphique, unifactoriel, gamétophytique

Lycoperstcum Homomorphique, unifactoriel, gamétophytique

Medicago Homomorphigue, unifactoriel, gamétophytigue

Nicotiana Homomorphique, unifactoriel, gamétophytique

Phalaris Homomorphigue, bi-factoriel, gamétophytique

Prunus Homomorphique, unifactoriel, gamétophytique

Pyrethrwn Homomorphique, sporophytique

Pyrus Homomorphique, gamétophytique

Raphanus Homomorphique, unifactoriel, sperophytigque

Secale Homomorphigue, bi-factoriel, gamétophytique

Solanum Homomorphique, bi-factoriel, gamétophytique
ou Homomorphique, unifactoriel, gamétophytique

Theobroma B Homomorphigue, sporcphysique

Trifolium Homomorphigue, unifactoriel, gamétophytique

pas——
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(8223, S6Zh"')' Le nombre d'alléles dans les séries multialléli-
ques peut etre &levé (jusqu'd plusieurs centaines dans une population de

Trifolium repens) (BATEMAN, 1947).

Nous envisagerons successivement les différents cas en fonction
du nombre de loci impliqués et de la complexité des relations entre alléles

dtun méme gd
un meme gene.

I - CONTROLE MONOFACTORIEL A ALLELES MULTIPLES

Depuis les travaux de EAST et MANGELSDORF (1925) sur Nicotiana
sanderae et de FILZER (1926) sur Veronica syriaca, on sait que la réaction
d'inhibition peut dépendre d'un seul géne S : le grain de pollen germe et peut
féconder 3 condition de ne porter aucun alléle S présent dans le tissu diplolI-
de femelle. Ainsi, les plantes porteuses des alléles 8152 ne peuvent &tre
fertilis@es par un pollen ayant les mémes alldles soit S. soit S, ; par

1
contre elle peuvent 1'€tre par tout autre pollen porteur des alldles S

35
SM’ ete...
Il existe donc 3 types de pollinisation (figure 4) :

-~ une pollinisation incompatible caractéristique de 1'autopollinisation,
se rencontrant également entre des plantes porteuses d'alldles S identiques ;

- une pollinisation semi-compatible entre des plantes possédant un seul alle-
le S en commun ;

- une pollinisation compatible entre des individus ne possédant aucun alléle
commun (figure 6) ;

Si une plante S1S

2

est croisée avec une plante de génotype S3Sh’

le schéma de fécondation sera :

Dans la descendance, apparaissent U génotypes différents par
les alléles S.
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Si la plante pollinisatrice S ne différe de la plante récep-

5
, 173
trice 8182 que par le seul alléle 83, le schéma de la fécondation est le

sulvant :

o NC| %1 >3
S1 incomp. 5153
52 incomp. 5233

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

1 la descen-

dance ne comporte que 2 génotypes.

teur de 1'alléle S. ne peut traverser le style de la plante 8152,

Le nombre d'alléles S dans une méme population peut &tre trés
grand ; chez Oenothera organensis, EMERSON (1939) en identifie L5 pour 500
plantes ; RILEY (1934) détecte 6 alldles S pour 4 individus chez NVemesia stru—
mosa ; chez Trifolium, ATWOOD (194k) et WILLIAMS (1947) estiment qu'au moins
80 % des alléles S sont différents.

Stweture du Locus S dans Le systéme monofactoriel gamétophytique : LEWIS
(1949b,1960) attribue au géne S du systime AIG une structure tripartite, les

3 €léments étant 1iés entre eux (figure T7B).

Le premier élément, considéré comme la partie du locus S, individualise 1'al-
1&éle qui le porte, et, contenant 1l'information génétique spéeifique, empéche

la croissance du tube pollinigque dans le cas ol un des &1&ments de spdcificitéd
identique est présent dans le style diploide. Les deuxidme et troisidme seg-
ments ont &té dé&finis par LEWIS comme responsable de l'activité du pollen et

du style ; ils sont comparables aux génes régulateurs du moddle de JACOB et
MONOD (1961). Dans les microspores le segment responsable de l'activitd stylai-
re est inhibé& et l'action sur le segment de spécificité est déclenchde par le
segment responsable de 1l'activité du pollen. Dans le style ou dans le stigmate,
le segment responsable de l'activité du pollen est inhib& et 1l'action sur le
segment de spécificité est déclenchée par le segment responssble de 1l'activité

stylaire.

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

pendante des 2 segments d'activité, ainsi que sur la présence de relations



" FIGURE 7 : STRUCTURE ET FONCTION DU GENE S SELON LEWIS
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entre les segments d'activité mutés et le segment de spécificité, militent en
faveur de ce moddle. Les 3 él&ments du locus sont 1iés entre eux de fagon trds
Etroite car LEWIS n's jamais obtenu de recombinants entre les segments d'ac-

tivité et de spécificité ayant subi des d€1&tions ou inactivés de fagon perma-

nente par des traitements mutagénes.

IT ~ CONTROLE BIFACTORIEL A ALIEIES MULTIPLES

Ce type 4'AIG & 2 loci,découvert par LUNDQVIST (1956, 1961,
1962, 1965, 1968) chez les Graminfes, semble &tre la rdgle générale dans cet-—
te famille. Les 2 loci impliqués,S et Zssont indépendants et chacun d'entre

eux posséde des alléles multiples.

L'identité entre le pollen et le pistil pour un seul des 2
loci ne détermine pas l'incompatibilité : il y a rejet dans le seul cas ol les
2 loci sont identiques dans le pollen haploide et le tissu femelle diploide

(figure 8).

Lés‘lbci S et Z, bien qu'ayant probablement une origine commune,
(LUNDQVIST, 1964) sont transmis de facon indépendante et ne présentent aucune
liaison entre eux. Le nombre d'alléles S et Z dans une population peut &tre
élevé.vLUNDQVIST a trouvé 11 alldles S et 12 alléles 7 dans une population de

Festuca pratensis issue de 5 stations.

La structure des loci S et Z chez les Graminées est mal connue ;
cependant, comme l'interaction de complémentarité entre les génes S et Z peut
Stre réalisée pour un nombre considérable d'alldles différents, il est proba-
ble que les relations entre les 2 loci sont simples c'est & dire qu'il ne doit
pas exister une grande complexité structurale et dans l'organisation des génes
S et Z ; compte-tenu de leur origine commune, LUNDQVIST (1962) postule que les
2 loci sont probablement identiques, analogues & la structure classique du

géne S.

III - CONTROLE BIFACTORIEL AVEC RELATIOQNS EPISTATIQUES

Découvert par PANDEY (1957) sur Physalis ixocarpa, il est ca-

ractérisé par 2 séries indépendantes d'alldles d'autoincompatibilité.



TABLEAU 8

AUX Locl S ET Z (D'APRES DE NETTANCOURT, 1977).

RELATIONS DE COMPATIBILITE DANS LES GRAMINEES ENTRE DES INDIVIDUS HETEROZYGOTES

Aucune paire S-7 en commun
(100% de compatibilité)

y

Une paire S-Z en commun
(75% de compatibilité)

(Al
= 2
o]
A
S.S, - 7% - - - - -
155 Nd 2 X mwm: NwN: mdmm NQNN x dmw N._N: m_mm Nde X mdmm Nde
T/ | V7
stigmate pollen stigmate polien stigmate pollen
S VA ——238_.7% S.7Z A 4
1% % 3”3 S5y x 2 124 5y x5y 5124
S, x 2 —— 5.7 S, x %2 S PVA
1 2 L 2 1 4 -
3 1 L 5, % 7, man
mm X Nd ,llilnm:Nw S, x Nd mwNA S, x 7, mMNi
5, x 2, ——5,2, 5, X 7, 547), 8, x 7, ——S5,%,
| G | S Y
gamétes gametes gamétes
mde m._Nd w_Nd
5.7, 5,%, 5122
S N mmhd mmNd.
mm 2 5025 _ 502
— — —
zygotes zygotes zygotes
. - I — . a
5 mw 2123384557212)558)72,2555,5)-2,2), 81847212)35,857242,38,5572,7, 54847242335,8,72,23
ut o wnmdcwlNMN:wm mrleNwwmdmrlNMN: m S lN er 1 wl o dwm S lNMNr m._md Mqum o NMNw
mmmwiNde, w ~21%,38,5),7%, 243 5,852, mmm ~2.,2),38,857%,2,35,557%.7), 8,517%1%435,5, Nde
mMMW|NMqu INNN:wMMmrlNM Wummm:INMNr mmm VA N:u.um ,\wl MNA.' mmwlNMNt mmm‘_ NNqu m M 3

Deux paires S-7 en commun
(50% de compatibilité)
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I1 n'y a pas d'interaction compétitive dans le pollen, mais
1'épistasie entre alldles des 2 loci du pollen et du style peut rendre le pol-
len incompatible méme lorsqu'un seul de ses allSles est présent dans

le style.

D'autres cas d'incompatibilité bifactorielle ont &té& &lucidés
par PANDEY (1962) et ABDALLA et HERMSEN (1971) chez les Solanacées ; PANDEY
démontre que 1'Al est sous la dépendance de 2 loci non 1iés : le locus S
(ayant des alléles multiples normaux) et le locus R (avec 2 alld@les mutants
RF et Ric). Les alldles S sont épistatiques sur les alldles mutants R lors-

qu'ils sont en situation hétérozygote. Dans 1'état homozygote R_ et Ric sont

épistatiques sur S. Il y a dominance entre les alldles S et le ias est encore
plus complexe car le systéme d'AI est en partie gamétophytique et en partie
sporophytique. A 1l'intérieur du locus S, une unité (celle responsable de 1l'ac—
tivité dans la terminologie de LEWIS) est sous contrdle sporophytique et est
l'objet de relations interalléliques et intergéniques, tandis que la seconde,
(le segment de spécificité de LEWIS) intervient de fagon gamétophytique et,

au moins dans le pollen, est indépendante de toute interaction. De la méme
fagon, ABDALLA et HERMSEN (1971) ont trouvé chez Solanum phureja et S. steno-—
tomum un mécanisme gamétophytique bifactoriel avec 2 loci (S et R), le locus

S étant épistatique sur le locus R ; mais les relations de dominance ne sont
pas apparentes entre les alldles S et R. Un alléle R (Rgi) possdde ls proprié-
t&, lorsqu'il se trouve en situation homozygote dans le pistil, d'emp@écher
toute fécondation ; ce mécanisme peut &tre assimilé 3 une stérilité femelle
récessive. ABDALLA et HERMSEN ont vérifid leur hypothése en analysant le résul-
tat du croisement : S1SERaRgi b4 S3ShRaRgi' Ils trouvent effectivement'S grou—
pes intra-incompatibles intercompatibles avec la fréquence L4/3/3/3/3 avec

stérilité femelle dans le groupe de fréquence L (RgiRci)'

IV - AIG TRIFACTCRIELLE ET TETRAFACTORIELLE

Les travaux de LUNDQVIST et coll. (1973) ont mis en &vidence

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

Chez Raonunculus acris, plus de 16 groupes interincompatibles
ségrégent en 3 familles différentes, ce qui implique qu'au minimum 3 loci S
comportant des interactions complémentaires interviennent pour cette espéce ;
chez Beta vulgarts, LUNDQVIST a pu démontrer, par des croisements appropriéss

1'implication de U4 loci S complémentaires.
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Les réponses négatives 4 l'autofécondation sont inscrites dans
le patrimoine génique de fagon plus ou moins complexe. Cependant, les réactions
peuvent &tre modulées soit par des paramdtres physiologiques,soit par 1l'envi-

ronnement génétique.

F. MODIFICATION DE LA REPONSE INCOMPATIBLE

Ces modifications peuvent &tre temporaires, non transmissibleé,
lorsqu'elles résultent d'effets physiologiques sur diverses structures parti-
cipant, directement ou non, a la réaction d'incompatibilité ; d'autres change-—
ments sont génétiques et se manifestent par une grande diversité d'effets, al-
lant de la suppression de l'autoincompatibilité & une augmentation des séries
alléliques; ou & l'apparition de nouvelles relations entre le pollen et le

pistil.

I - METHODES PHYSIOLOGIQUES

De nombreux facteurs peuvent altérer la réaction de blocage
ces facteurs peuvent intervenir sur les microspores ou sur le pistil ou encore
sur le complexe pollen-pistil au cours de la phase de reconnaissance ou de

rejet. Ces effets peuvent correspondre & :

- une inhibition de l'action du gene S ;
- uwne activation des produits du géne S ;

- la transmission d'un stimulus de croissance au tube pollinigue incompa-
tible ;

- une diminutlon du temps n&cessalre 3 la crolssance trés lente de tubes in-
compatibles pour leur permettire d'atteindre 1'ovaire avant l'abeission flo-
rale ou la mobilisation de l'ovule par le tube pollinique compatible.

" "a) Effets de 1'dze.

Le phénotype incompatible du pollen et du pistil s'exprimant
4 la maturité florale, plusieurs chercheurs ont tenté de surmonter la barrid-
re 4 la fécondation en utilisant des organes floraux immatures (bourgeons

floraux), des fleurs &gdes ou du pollen &gé au niveau desquels le mécanisme
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responsable du phénoméne est moins efficace. Pour la méme raison, des pollini-

sations en fin de période de floraison ont été tentées.

I-polinisation au stade du bouton fLoral : "Bud-pollination" : Dans les sty-
les immatures, le mécanisme d'inhibition de la croissance des tubes pollini-
ques n'est pas total ; le degré d'inhibition augmente avec la maturation. La
méthode de pollinisation au stade du bouton floral a &té employée avec succes,
sur des systémes gamétophytiques et sporophytiques (YASUDA, 193k ATTIA; 1950 3
LEWIS, 1951 ; PANDEY, 1959 ; ASCHER et PELOQUIN, 1966 ; BREDEMEIJER, 1976) chez

Brassica, Petunia, Nicotiana.

SHIVANNA et RANGASWAMY (1969) ont mis en évidence que le pourcentage de réus-
site est amélioré si le stigmate récepteur est enduit d'exsudat stigmatique

provenant d'une fleur mature : celui-ci renforce l'adh&sivité du pollen sur le
jeune stigmate. Il existe une corrélation entre l'dge du bourgeon floral et le

degré d'inhibition du tube pollinique (LINSKENS, 196k4).

Dans le cas de 1'AIS, une autre méthode consiste a4 prélever des jeunes micros-
pores qui n'ont pas encore regu de substance d'incompatibilité provenant du
tapis, et de les transférer soit sur un milieu de culture artificiel scit sur

des anthdres possédant des génotypes S aifférents (De NETTANCOURT, 1977).

2-pollinisation de §leuns dgées : KAKIZAKI (1930), ASCHER et PELOQUIN (1966)
travaillant respectivement sur Brassica et LilZwn ont montré que des pistils
dgés autopollinisés donnent un certain nombre de graines "illégitimes" : 1'3ge
induirait donc, chez ces espéces, une perte progressive de la capacité de pro-

duire ou de stocker des "substances" d'incompatibilité actives.

3-ingluence de £'age du pollen : SHIVANNA et RANGASWAMY (1969) ont démontré que
1'3ge du pollen ne modifie pas la réaction d'inhibition (chez Petunta axilla—

ris).

4-autopollinisation en §in de saison : Pour de nombreuses plantes autoincom-—
patibles, le degré d'inhibition varie avec le cycle biologigue. Ainsi la bar-
ridre 4 la fécondation peut €tre levée en fin de saison (EAST, 1934, sur Nico-
tiana alaia <t K. sanderae , TASUDA, 133k, sur Fetunia violacea ; PANDEY, 1060,
sur Abutilon hybridum). LINSKENS (1972) a 8tabli une relation entre l'intensi-
té de la réaction d'incompatibilité et la saison de pollinisaticn chez Petunia

hybrida (figure 9).



Ficure 9

EVOLUTION DE LA REACTION D'INCOMPATIBILITE CHEZ PETUNIA HYBRIDA
EN FONCTION DES SAISONS (LINSKENS, 1972)
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du tube pollinique aprnds 24 heures de xénepollinisation et d'auto-
pollinisation.
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Ces résultats traduisent une diminution de la capacité 3 produi-
" re les &léments nécessaires 3 la reconnaissance ou 3 la réaction de rejet par

la plante autopollinisée.

b) Choecs thermigues.

De nombreux auteurs ont démontré que des choecs thermiques
(pour des températures variant de 32 & 60°C), permettaient de lever 1'AI. Cet-
te méthode s'applique essentiellement aux es?éces AIG monofactorielles : chez
Malus et Pyrus (LEWIS, 1942 ; MODLIBOWSKA, 1945) ; Oenothera (LEWIS, 1942 ;
HECHT, 1964 et LINSKENS et KROH, 1967) ; Prunus (LEWIS, 1942) ; Trifolium
(LEFFEL, 1963 ; TOWNSEND, 1965, 1968, 1971 ; KENDAL et TAYLOR, 1969) ; Primu—
la (LEWIS, 1942) ; IZlZwum (ASCHER et PELOQUIN, 1966) ; Lycopersicum (HOFFMANN,
1966 ; De NETTANCOURT et coll., 1971 ; HOGENBOOM, 1972) et Secale (WRICKE,
1974). '

La technique consiste 3 immerger le style dans 1l'eau chaude ou
& cultiver, pendant certains stades de végétation, les plantes dans des pidces

portées & une température relativement &levée.

I1 apparait 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 génotype de la plante et de
la thermosensibilité spécifique de chaque géne. LEWIS (1942) a mis en é&vidence
la sensibilité & la température du locus S chez Oenothera organensis : la
température aurait une influence sur la synthése d'une substance responsable
de l'installation de 1'AT ce qui impligue probablement une inactivation enzy-

matique.

¢) Utilisation d'hormones et d'inhibiteurs.

L'application d'inhibiteurs de l'abecission florale tels gque 1l'a—
cide naphtyl—-acétique (ANA) ou l'acide indolyl acdtique (AIA), sur le calice
de la fleur permet aux tubes incompatibles & croissance plus lente, d'atteindre
1l'ovaire. Ainsi, HENNY et ASCHER (1973), aprés des injectiocns d'auxines dans
tyles de TZl7wm, sigpalent que les tubes polliniques. incompatibles ne sont
pas affectés mais que 1l'injection d'AIA 3 1000 ppm inhibe la croissance des

tubes polliniques compatibles.

D'autres substances, inhibitrices de la synthése d'ARN ou de
protéines ont &té utilisées : ainsi, SARFATTI et coll. (1974) ont démontré

que l'actinomycine D inhibe partiellement 1'AI chez Lycopersicum peruvianum.
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ASCHER (1971), démontre chez LZlZwn, la nécessitd de la synthése
d'ARN pour 1'établissement du phénotype incompatible dans le style en injec-
tant de la 6-méthyl purine (inhibiteur dJde la synth&se A'ARN) avant la polli-

nisation.

ASCHER (1974) a également mis en &vidence le rdle de la puro-
mycine (inhibiteur protéique) qui, appliquée dans le style de LilZwm longiflo-
rum au stade du bourgeon, permet la croissance du tube pollinique incompatible.
La substance d'incompatibilité stylaire, chez LZlZum longiflorum, pourrait
8tre de 1'ARN 3 durée de vie courte ; le traitement 3 la puromycine, appliqué

avant l'anthése bloquerait la synthdse d'ARN polymérase.

Pour mettre en évidence 1'implication de systeémes enzymatiques
dans le mécanisme AI, HODGDON et HECHT (1975) ont testé l'effet inhibiteur du
PCMB (parachloromercuribenzoate) sur la croissance du tube pollinigue aprés
pollinisations incompatibles chez Oenothera organensis. Le PCMB provogue ef-
fectivement une inactivation des systémes d'AI mals affecte &également, lors—
gu'il est associ€ 3 un agent mouillant, la régularité de la germination du
pollen. HODGDON et HECHT en déduisent qu'un enzyme a radical thiol joue certai-

nement un role dans le mécanisme d'autoincompatibilité.

d) Action de l'anhydride carbonigue.
NAKANISHI et coll. (1969), NAKANISHI et HINATA (1973) ont Gémon-

tré que la réaction d'autoincompatibilité pouvait &tre &liminée chez Brassica

en traltant les fleurs avec COQ.

e) Effet des radiations ionisantes.

Les radiations ionisantes peuvent rompre la barriére & l'auto-

fécondation lorsqu'elles sont utilis@es dans les conditions ci-apres

I-exposition chronique a4 doses 4aibles : Des faibles doses de rayons gamma
appliquées de fagon continue au cours de la floraison autorisent 1'autofécon-—
dation (chez Lycopersicun peruvianum (De NETTANCOURT et ECOCHART, 1968) et
chez Nicotiana alata (VAN GASTEL et De NETTANCOURT, 1974)).

Ce résultaL est dU 4 deux actions concomittantes:d I'inhibitien de 1'abeis-
sion florale qui intervient normalement quelques jours aprds la pollinisation
incompatible et 4 1l'augmentation de la capacité du tube pollinique incompa-

tible 3 surmonter les barridres d'AT.
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Le caractére de compatibilité obtenu ne s'observe jamais & la génération sui-
vante. DEVREUX et coll. (1975) l'ont également mis en évidence chez Oenothera

aprés exposition aux radiations ionisantes au cours de la microsporogendse.

2-ivadiation des styles par des fortes doses : LINSKENS et coll. (1960) ont
démontré que l'irradiation & haute dose des styles de Petunia peut atténuer

la réaction de rejet : une dose de rayons X de 2 000 rads appliquée sur le
style immédiatement aprés autopollinisation induit la formation de 50 % de
graines ; lorsque la pollinisation est réalisée 24 heures aprés l'irradiation,
l'effet obtenu est treés faible ; il n'y a aucune fécondation lorsque la polli-
nisation a lieu 20 heures avant l'irradiation. La dose efficace, trop faible
pour €tre 4 l'origine de la destruction d'une substance d'incompatibilité

(VASILEV, 1962) suggére l'activation temporaire d'un géne dans le style.

Des résultats analogues ont &té observés chez Liliwum longilflorum par HOPPER et

PELOQUIN (1968), mais avec des doses plus &levées (de 6 000 a 24 000 rads). Ces
auteurs ont souligné le fait que les fécondations obtenues s'apparentent 3 cel—
les observées par inactivation thermique et donc que 1l'effet des radiations est

assimilable & une inactivation enzymatique.

3-stimulation par du pollen compatible ZuZ : Un effet stimulateur peut &tre
induit en mélangeant du pollen compatible tué par irradiation & du pollen in-
compatible normal (De NETTANCOURT et GRANT, 1963 ; MIRI et BUBAR, 1966 ;
OPEKE et JACOB, 1969 ; KNOX et coll. (1972).

Cet effet s'exerce & deux niveaux : d'une part, il évite la fécondation par
le pollen compatible et donc la mobilisation des ovules avant que les tubes
b a
polliniques incompatibles n'atteignent 1l'ovaire ; d'autre part, le pollen com-—
patible "désactivé" transfiére des substances sur les grains de pollen incompa-
tibles. La nature de cette stimulation reste inconnue : en effet, la paroi du
H -
pollen stimulateur fournirait, au moins chez les espéces sporophytiques, les
protéines nécessaires 3 la mobllisation des substances inceompatibles par le
pollen incompatible, ou transfére sur le pollen incompatible, des substances
de croissance qui ne sont normalement pas formées ou qul sont neutralisées.

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

teémes sporophytiques.

f) Stimulation &lectrique.

ROGGEN et coll. (1972) ont montré que 1l'application d'un po-

tentiel électrique,chez Brassica oleraceae,permet de lever partiellement la
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barriére d'AI (utilisation d'une d.d.p. de 100 volts entre le pollen et le

stigmate).

Cet effet s'explique de 3 facgons

1) la d.d.p. appliquée induit une forte adhérence des grains de pollen incom-—
patibles sur le stigmate ;

2) il se produit une modification de la structure du stigmate ;

3) la perméabilité des membranes cellulaires est modifiée.

Par ailleurs, LINSKENS et SPANJERS (1973) ont mis en &vidence
que la phase d'information en relation dans le style avec la pollinisation et
l'activation de l'ovule, sont de nature &lectrique ; il est donc légitime de
penser que la stimulation &lectrique inteérvient davantage sur l'activation ovu-

laire que sur l'adhésivité du pollen incompatible et sa germination.

g) Expériences de greffe.

L'incompatibilité peut €tre &liminée ou affaiblie par des
greffes : les travaux de DENWARD (1963) sur Trifolium pratense ont mis en évi-

dence que des greffes peuvent lever la barriére d'incompatibilité.

KIVILAAN et CHANG (1963) ont montré que la longueur du tube
pollinique dans le style incompatible est plus importante lorsque l'on procé-

de & une greffe hétérologue (chez Oenothera organensis).

Une greffe réalisée au niveau du pistil chez Oenothera permet
aux tubes polliniques compatibles du greffon (stigmate et région stigmatique
du style) de traverser la zone de jonction et de poursuivre leur croissance

dans la partie incompatible (HECHT, 1960, 196L4).

h) Mutilations et injections.

L'ablation du stigmate permet d'obtenir un certain taux d'auto-
fécondation ; ROGGEN et VAN DIJK (1972) ont éliminé la réaction AI en
mutilant le stigmate de Brassica oleraceae ; dans ce cas, le stigmate, ou au
moins la pellicule stigmatique, porte les fonctions de site de reconnaissan-
ce de 1'AT et de site d'activation pour la pénétration du xénotube pollini-

que.

D'autres expériences ont consisté 3 remplir le canal stylaire,
lorsqu'il existe,avec de l'exsudat stigmatique provenant de fleurs porteuses
des mémes alldles d'incompatibilité (ASCHER et DREWLOW, 1971 sur Lilium longi-
florum. Aprés pollinisations compatible et incompatible, les auteurs notent

que l'exsudat stigmatique, lorsqu'il est injecté 24 heures avant la pollinisation,
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favorise la croissance des tubes polliniques mais ne modifie pas la réaction
d'incompatibilit® car 1'inhibition de croissance a quand méme lieu aprés

autopollinisation.

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

d'eau oxygénée, d'acide borique ont &galement &té effectufes mais les résul-

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

i) Fécordation in vitro.

I1 est possible d'obtenir la fécondation Zn vitro en mettant
directement en contact les ovules et les grains de pollen (KANTA et coll.,
1962 ; MAHESHWARI et KANTA, 1964 ; RANGASWAMY et SHIVANNA, 1967, 1971, 1972) ;
la syngamie a lieu indépendamment du caractére de compatibilité des organes
floraux. Cette technigue peut d'ailleurs €tre utilisée pour réaliser des

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

II - METHODES GENETIQUES

Trois types de modifications génétiques peuvent avoir une
influence sur 1'AT
a) la polyploidisation ;

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

a) La polyploidisation.

Les dicotylédones tétraploides, possédant le systéme AIG, présen-
tent le phénotype autocompatible (LEWIS, 1943, 1947, 1949a ; ATWOOD et
BREWBAKER, 1953 ; BREWBAKER, 1954, 1958 ; SAMPSON, 1960 ; ANNERSTEDT et
LUNDQVIST, 1967).

Cette propriété ne dépend pas du pistil qui garde son pouvoir
inhibiteur vis—-ad-vis des tubes pollinigues incompatibles mais provient d'une
incapacité du pollen diploide, issu d'une plante tétraploide, & présenter le

phénotype incompatible.

LEWIS (1947, 1949a), travaillent sur Oenothera organensis, a
démontré que la production du pollen compatible par les tétraploIdes est limi-
té€e aux plantes hétérozygotes pour le géne S (SaSa SbSb) ; seuls les grains

de pollen porteurs de 2 alléles différents(SaSb) scnt compatibles ; cependant,
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cette hétérozygotie pour le géne S n'est pas toujours la seule condition & la
compatibilité ; LEWIS (1947) a démontré qu'il pouvait y avoir des relations de

dominance entre alldles 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 alléles S mais aussi de l'environnement génétique de la plante tdtraploi-

de.

Par contre, chez les monocotylédones i systéme AIG, la ploidie
n'a pas d'effet sur la compatibilité ; ANNERSTEDT et LUNDQVIST (1967) ont
montré sur Tradescantia paludosa qu'aucune des combinaisons entre les 12 pai-

res d'alléles S d'un pollen diploide ne présente d'interaction compétitive.

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

Lorsqu'un croisement est effectué entre un tétraploide hétéro-

zygote autocompatible (S1S1 S.S,) avec un diploide autoincompatible (SBSM) on

272
obtient les triploIdes suivants, h&térozygotes au locus S :
(315253, 8,555y 8,5,83, 5,8,5), 855,85 ou 8,8,8)) 3

lorsqu'il n'y a pas de 1étalité 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 Nicotiana alata). De
plus, il n'y a pas de production de pollen compatible dans les lignées aneu-
ploides qui apparaissent trisomiques (818283) pour le géne d'autoincompatibi-

1ité (VAN GASTEL et CARLUCCIO, 197k).

c) Mutations au locus S.

1-Les mutations dans Les systemes AIS : KAKIZAKI (1930) a trouvé chez Brassica

oleracea (variété capitata) une plante autocompatible dont la ségrégation donne
50 % de compatible et 50 % d'incompatible. Des cas similaires ont &té signalés
par THOMPSON et TAYLOR (1971), et par THOMPSON (1972). D'aprds ces auteurs,

il n'y aurait pas une véritable mutation au locus S mais les phénotypes trouvés
correspondent au cas ol les 2 alldles S produisent trop peu de "substance

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

Z-mutations dans Le systeme AIG monofactorniel : On distingue 4 grandes caté-

gories de mutations
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1) celles qui associent la compatibilité du pollen & la présen-
ce d'un fragment centrique libre (BBEWBAKER et NATARAJAN, 1960 ; PANDEY, 1965,

1967Tb, 1969) ;

2) celles qui produisent un pollen compatible, sans relation
avec la présence d'un fragment centrique libre ; c'est le cas chez Oenothera,
Prunus, Trifolium ;

3) les mutations induisant la compatibilité du style ; elles
sont rares mais ont &té trouvées chez Oenothera et Nicotiana (LEWIS et CROWE,
1954 ; PANDEY, 1956 ; VAN GASTEL, 1972) ;

L) les mutations qui permettent 3 une méme plante de produire
du pollen compatible et d'accepter du pollen incompatible.

3-La modigication du contexte génétique : Il peut y avoir rupture de 1'AI

aprés mutation sur d'autres loci que ceux du géne S. La vigueur et la persis-
tance du caractére d'AI varient d'un cas 4 l'autre et peuvent &tre masquées

par des phénoménes de stérilité ou de croissance déficiente. Dans tous les

cas, ce phénoméne est attribué i des modifications de l'environnement génédtique
du géne S qui cesse de fonctionner dans le pollen ou le pistil ou qui diminue

fortement son activité.

TOWNSEND (1969) a trouvé chez Trifolium hybridum, 1'alldle A, d'un locus A qui,
lorsqu'il se trouve en position hétérozygote (A1A2) et dans certaines conditions

d'environnement génétique, supprime l'action des alldles S.

4-Les agents mutagénesd : Les agents mutagénes classiques (rayons X, neutrons
rapides, rayons UV, Ozone) peuvent modifier la réaction mais n'ont pas la

propriété d'induire de nouveaux alldles S.

De tels nouveaux all&les S peuvent cependant apparaltre spontanément avec une
fréquence élevée, au moins chez quelques espéces. Les alldles S obtenus ont
tellement de points communs qu'il semble qu'ils ne différent entre eux que par

des simples substitutions de nucléotides.
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G. ASPECTS PHYSIOLOGIQUES ET BIOCHIMIQUES DE LA
REACTION INCOMPATIBLE

I - LE GRAIN DE POLLEN ET LA REACTION D'AUTOINCOMPATIBILITE

Chez les Angiospermes, le grain de pollen (gamétophyte male)
est adapté au transport des gamdtes ; la protection mécanique est assurée par
une couche externe résistante, composée de sporopollénine. Cette couche, 1l'exi-
ne, joue également un role dans le mode de dispersion du pollen : & une polli-
nisation €olienne est associée une surface lisse et l'absence de matériau
adhésif ; une zoochorie est en relation avec une surface rugueuse et un revé-

tement visqueux.

La parol des grains de pollen participe également au
stockage, au transport et 2 1l'émission des substances impliquées dans les réac-—

tions de reconnaissance qui vont déterminer 1l'acceptation ou le rejet incom-

patible.

" a) Cytologie du pollen et incompatibilité.

Nous avons d8ja signalé les corrélations qui existent entre le
type d'autoincompatibilité (gamétophytique ou sporophytique) et les caracté-
ristiques caryologiques du grain de pollen (binucldé ou trinucléé). Le pollen
binucléé est 1ié au systéme gamétophytique ; il comporte un noyau végétatif
et un noyau reproducteur ; celui-ci se divise au cours de la croissance du

tube pollinique et donne deux gamdtes males.

Dans le cas du pollen trinucléé, la division du noyau reproduc-
teur a lieu avant que le pollen ne soit fixé& sur le stigmate ; il posséde donc

un noyau végétatif et 2 noyaux reproducteurs.

b) Structure de la paroi du pollen.

Dans le systéme AIS, 1l'inhibition de la germination du grain de
pollen est trés rapide : elle se fait d&s le contact de la paroi du pollen avec
la. surface stigmatique ; il est &vident, au moins dans les systémes AIS, que
cette paroi i un role important & jouer dans 1'installation de la réaction
incompatible. La structure de la paroi du pollen arrivé 3 maturité, chez les

Angiospermes, est présentée figure 10.



FIGURE 100 : STRUCTURE DE LA PAROI DU GRAIN DE POLLEN
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Entre l'exine et 1l'intine, il existerait une troisiéme couche
intermédiaire ou médine (SAAD, 1963) : celle-ci, hygroscopique et de texture
lamellaire ou globulairé, contribuerait 3 la protection des zones aperturales,
permettrait les modifications de taille du grain de pollen et serait & l'ori-

gine de 1l'élongation du tube pollinique.

1-2'exine ou sporoderme : L'exine est principalement constitue de sporo-
pollénine dont la composition chimique n'est pas entiérement €lucidée : de
nature lipidique, c'est un polymére oxydé de caroténoides et d'esters de éaro—
ténoides, particulidrement résistant aux dégradations acides ou enzymatiques

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

A maturité, l'exine présente un aspect stratifié : la partie interne ou nexine,
non sculptée et la sexine externe, sculptée (HESLOP-HARRISON, 1975a). Celle-ci
est composée de colonnes radiales provenant de la nexine. Les colonnes ou ba-—
cules sont disposées en général selon un arrangement commun aux mono et aux di-
cotylédones. S'il n'y a pas de toit (tectum), les cavités délimitées par les
bacules sont ouvertes vers l'extérieur. S'il y a un tectum, celui-ci est inva-
riablement interrompu par des perforations (micropores) permettant ainsi la

communication avec l'extérieur (figure 10).

La'stfucture'de l'exine est adaptée au transport de produits d'impdrtance fon-
damentale pour la réaction d'incompatibilité (HESLOP-HARRISON, 1975a) ; ainsi,
par exemple, l'assise nourricidre des microspores (tapis) synth&tise des
protéines qui seront transférées au niveau de l'exine ; de méme, des lipides
sont synthétisés dans le tapis, en grande quantité & la fin de la maturation
des microspores et fixés & la surface du pollen ; c'est également le cas pour
des substances carcténoides responsables de la couleur du pollen (HESLOP-
HARRISON, 1968) ; l'activité enzymatique de l'exine est trés faible (HESLOP-
HARRISON et coll., 1973).

2- R'intine : La couche interne est constituée par dépdts successifs pendant la
formation de l'exine ; il y a accumulation de matériel amorphe de nature cellu-

losique, qui va €tre incorporée dans les couches de l'intine.

Il faut également remarquer 1'incorporation de proteines (KNOX, 1vii ; KNOX et
HESLOP-HARRISON, 1970) et en particulier d'hydrolases acides ; cependant, les

enzymes ne représentent qu'une faible partie de ces protéines.

[

En conclusion, on peut constater qu'd maturité, le grain de pollen porte dans

sa paroi des fractions dérivant du gamétophyte haploide et du sporophyte
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diploide. La structure de la paroi est adaptée (cavités délimitées par des

bacules) au stockage de ces substances et 4 leur libération.

¢) Emission de protéines issues du pollen.

A la fin de sa maturation, le grain de pollen se dessd&che pour
ne plus contenir finalement que 15 % d'eau ; sa surface est le plus souvent
recouverte de substances de nature lipidique (HESLOP-HARRISON, 1968 ; HESLOP-
HARRISON et coll., 1973).

La réhydratation du pollen débute immédiatement aprés sa fixa-
tion sur la papille stigmatique ; vient ensuite une étape de reconnaissance
déterminante pour la germination et la croissance du tube pollinique ; 1'hy-
dratation des grains s'accompagne de la libération de fractions protéiques
(STANLEY et LINSKENS, 1965 ; MAKINEN et BREWBAKER, 1967) provenant de la paroi

du grain de pollen.

I-mise en 8uddence des emissions protéiques :

.diffusion en milieu_liguide : les techniques les plus simples

et les plus anciennes reposent sur la diffusion en milieu liquide ; le pollen
est immergé dans une solution tamponnde ; les exsudats font 1l'objet de dosage
protéique (STANLEY et LfNSKENS, 1965) ; ils peuvent également servir 3 la
préparation d'antisérums contre les protéines des grains de pollen de géno-

type connu (LEWIS, 1952 ; LEWIS et coll., 1967 ; MAKINEN et LEWIS, 1962).

.observation microscopique_: elle permet, aprés coloration

(KNOX et HESLOP-EARRISON, 1969) ou en immunofluorescence (KNOX et coll., 1972)

- . - ” -
en microscopie optique, ou en microscopie &lectronique, de mettre en &vidence

et de localiser précisément ces émissions.

.empreinte pollinique : les grains de pollen sont mis en con-

tact avec des films d'agarose humide ol ils s'hydratent comme sur un stigmate ;
les protéines du grain de pollen diffusent dans le film d'agarose ol elles
sont localisées par colorations spécifiques ou par immunofluorescence (KNOX,

1971).

_ .empreinte pollinique sur_ des_coupes de pollen : les coupes de

grains de pollen faites 3 basse température, sont mises en contact de films
d'agarose humides ol se fait 1'émission de protéines (KNOX et HESLOP-HARRISON,
1970). L'emploi de ces diverses techniques permet de caractériser précisément
les protéines émises par les grains de pollen au moment de l'humidification
et de distinguer entre deux types d'émissions : les exsudats 3 court et 3 long

terme.
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2-Les exsudats protiiques : STANLEY et LINSKENS (1965) ont constaté que la
diffusion des protéines se .fait en deux &étapes : une,rapide, qui d&bute des
l'hydratation du pollen et qui se poursuit 3 vitesse décroissante pendant 30

minutes et une deuxiéme aprés un temps d'une heure.

De méme, la technique des empreintes polliniques permet de différencier deux
types d'exsudats et ceci quelle que soit l'espéce &tudiée ou le type de pol-
len :

~ les exsudats & court terme correspondant aux protéines dif-

fusant rapidement (entre 1 & 30 secondes) : elles sont contenues dans les
cavités de l'exine et d'origine sporophytique ;

- les exsudats & long terme correspondant aux protéines dif-
fusant plus lentement : elles proviennent des sites de l'intine et ont une
origine gamétophytique.

d) Localisation et caractérisation des protéines &mises.

1-Les proiéines de L'exine : Elles sont contenues dans les cavités de la cou-

che externe sculptée (sexine, voir figure 10) ; la morphologie de cette couche
varie beaucoup mais, d'une maniére générale, la présence de bacules confére

4 cette couche un aspect réticulé. Il existe donc un volume plus ou moins

grand pouvant recevoir des matériaux du tissu nourricier de l'anthére pendant

la phase finale de maturation du pollen (HESLOP-HARRISON, 1968, 1973). Ces
protéines sont le support d'activités enzymatiques : KNOX (1971) a identifié des
amylases et des proté%ses ainsi que des déshydrogénases ; TSINGER et PETROVSKAYA-
BARANOVA (1961), LEWIS et coll. (1967) ont mis en évidence des oxydases ; d'autres

auteurs ont identifié des hydrolases ainsi que des allergénes acides et basiques.

KNOX et coll. (1975) ont isold 6 & 7 fractions protéiques provenant de 1l'exine
par électrofocalisation sur gel de polyacrylamide. Ces protéines ont un poids

moléculaire compris entre 10 000 et 45 000 daltons.

2-Les protéines de L'intine : Leur analyse est plus facile en raison de leur
diffusion lente. Leur localisation et leur caractérisation ont &té réalisées

grace 4 1l'emploi de techniques cytochimiques et d'immunofluorescence
(KNOX et HESLOP-HARRISON, 1971b ; KNOX et coll., 1972).

«localisation : les zones protéigues,observées en microscopie

électronique,au niveau des ouvertures de l'intine, correspondent aux activités
enzymatiques mises en évidence par ailleurs par des méthodes cytochimiques
au microscope optique. La localisation des enzymes en fonction des espéces et

du type de pollen est présentée dans le tableau 11.



TABLEAU 11 : LOCALISATION DES ENZYMES DANS LES SITES DE L'INTINE
ET DE L'EXINE DES GRAINS DE POLLEN

Enzymes Intine Exine Références

Deshydrogénases

NADH et deshydrogénase - + TSINGER et PETROVSKAYA-BARANOVA (1961)

suceinique KNOX (1971)
Oxydases

Cytochrome oxydase - + TSINGER et PETROVSKAYA-BARANOVA (1961)
Trans ferases

Phosphorylase ? MARTIN (1968)

Ribonucléase + - KNOX et HESLOP-HARRISON (1970)
Hydnolases

Phosphatase acide + - TSINGER et PETROVSKAYA-BARANOVA (1961)

KNOX et HESLOP-EARRISON (1969,1970)
Amylase * + KNOX et HESLOP-HARRISON (1970) ;

Cellulase (B-1,4-glucanase)
Estérase

Invertase {B-fructofurano-
sidase)

Polygalacturonase (pectinase)

Protéase

e ) e 430 e 0]

KNOX (1971)

STANLEY et LINSKENS (1965)

KNOX et HESLOP-HARRISON (1969,1970)
DICKINSON (1965)

STANLEY et THOMAS (1967T)

KNOX et HESLOP-HARRISON (1970) ;
KNOX (1971)
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Les protéines sont concentrées au niveau des orifices de germi-
nation ; lorsqu'il n'y a pas d'ouverture individualisée, 1'émission protéique
se fait 4 partir de toute la surface du grain de pollen.

Cette localisation des protéines de l'intine explique la len-
teur de leur émission : il y a nécessité d'une réhydratation totale de 1l'intine

avent que he commence la diffusion.

.caractérisation : elle a &té& réalisée en particulier par TSINGER

et PETROVSKAYA-BARANOVA (1961). KNOX et HESLOP-HARRISON (1969,1970) et KNOX (1971a)
ont démontré l'existence d'enzymes hydrolytiques en provenance de l'intine, chez
plus de 60 espéces. '

Les enzymes de l'intine peuvent &tre détectés a différents stades
de la maturation du grain de pollen et en particulier au cours de la période qui
suit 1'éclatement des tétrades méiotiques (KNOX et coll., 1975).

Le ruban de protéines est inséré dans les lamelles cellulosiques
au fur et & mesure que la paroi s'épaissit (KNOX et HESLOP-HARRISON, 1970). Les
enzymes sont donc synthé&tisés par la cellule haploide et leur origine est bien
gamétophytique.

La présence d'une protéine ayant une activité antigfnique identi-
que & celle des IgE est également démontrée dans 1'intine (HOWLETT et coll.,
1973 ; KNOX, 1971a). L'antigéne est présent sous des formes immunologiquement

similaires mais posséde des points isoélectriques différents.

3-comparaison des divenses fgractions : Les méthodes cytochimiques ont mis en
évidence des différences fonctionnelles caractdristiques des prétéines d'ori-

gine gamétophytique et sporophytique stockées dans l'intine et dans l'exine.

Les déshydrogénases et les oxydases sont localisées au niveau de l'exine ; les
phosphatases acides ou alcalines, les phosphorylases et ribonucléases sont,

par contre, situfes dans l'intine.

Cependant, un grand nombre d'hydrolases se retrouvent dans ces deux sites ; il

paralt évident que ces enzymes, dont les activités sont semblables, mais 1'ori-

gine différente , sont des isozymes.

BREWBAKER (1971) a &tudié les variations des isozymes estérasiques du pollen,

“Ges anthéres, des styles et Ges ovules d'unc mlme plante 3 certainc-icoenzymes - -

poitioyd R

sont communs aux 4 tissus, mais 2 sont spécifiques du pollen et 2 autres de
l'anthére. BREWBAKER suggére donc que les estérases provenant du tapis (exine)

et celle du pollen (intine) sont distinctes.

4-fonctions des protéines émises : Il est plausible qu'une des fonctions des

P . . .
protéines enzymatiques consiste a dégrader les constituants de la surface
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stigmatique, afin de permettre le passage du tube pollinique ; ces protéines

auraient également un rGle dans les processus de nutrition du pollen.

Les enzymes ne représentent qu'une faible fraction des substances &mises ;
KNOX et coll. (1972) impliquent les protéines enzymatiques dans la réaction de
reconnaissance mais cette hypothése n'est pas partagée par HESLOP-HARRISON
(1975b). v

IT - LA SURFACE STIGMATIQUE ET LA REACTION D'INCCMPATIBILITE

L'analyse du rdle de la surface stigmatique dans les systlmes
ATS et AIG a été effectuée en particulier par KONAR et LINSKENS (1966) et
DICKINSON et LAWSON (1975).

La classification des stigmates s'effectue en fonction de la
nature des sécrétions qui recouvrent les papilles ; ainsi, on distingue les

stigmates sécréteurs des stigmates non sécréteurs (BURCK, 1901).

a) Les stigmates séeréteurs.

Dans ce cas, les papilles stigmatiques sont recouvertes d'une
sécrétion abondante qui caractdrise les plantes AIG (Solanacées, Liliacées,
Rosacées et Onagracées) ; les sécrdtions stigmatiques sont continues & metu-
rité et forment un milieu favorable 3 la capture et 3 la germination du pollen.

L'exsudat stigmatique est de nature lipidique, en général.

Chez Petunia (KONAR et LINSKENS, 1966) la couche lipidique re-—

couvre toute la surface stigmatique et forme une "cuticule liguide".

Dans 1'exsudat, MARTIN (1973) a identifié des acides gras ({(nom-
bre d'atomes de carbone compris entre 11 et 20), des composés phénoligues
(KONAR et LINSKENS, 1966) des oses et des acides aminés libres ; les muco-
polysaccharides sont responsables de la viscosité de 1'exsudat (LEWIS, 19L9a)
La teneur en protéines est faible chez les espéces AIG (KROH, 196L) ainsi chez

LZlZum, le taux de protéines n'est que de 7 % (LABARCA et coll., 1970).

" Certaines activiués enzymatviques oat €ié-dé€tectlces dans 1'exsu—
dat, par des méthodes cytochimiques, en particulier des activités estérasiques
(DICKINSON et LEWIS, 1975).
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b) Les stigmates non sécréteurs.

- - Ils.sont caractéristiques des espéces AIS (Cruciféres et Compo-
sées en particulier). Les stigmates ne sont pas recouverts de séerétion liqui--
de ;cependant les papilles sont enduits d'une pellicule protéique hydratée,

dégradée par la pronase et non par les lipases (MATTSON et coll., 197h4).

Sous la pellicule protéique se trouve une cuticule de cutine 3
des discontinuités, entre la couche pectocellulosique de la paroi et 1'exté-
rieur, permettent les mouvements d'eau (MATTSON et coll., 1974 ; HESLOP-
HARRISON, 1975a).

Une activité estérasique apparalt au stade du bouton floral,

augmente avec le processus de maturation et persiste jusqu'a l'anthése.

Des protéines sont synthétisées (HESLOP-HARRISON, 1975a) au ni-
veau du cytoplasme cortical de la papille puis diffusent & travers la couche
pectocellulosique pour €tre déposées ensuite 3 la surface externe ; par son

origine, cette pellicule protéique est considérée comme une sécrétion "s&che".

Ces protéines, par &lectrophordse sur gel de polyacrylamide,
se subdivisent en 3 bandes distinctes dont 2 possédent de fortes activités

estérasiques.

III - ASPECTS CYTOLOGIQUES ET BIOCHIMIQUES DE LA REACTION D'AUTOINCOMPATIBILITE

a) Incompatibilité sporophytigue.
1-La détermination du phénotype du pollen : I1 est désormais dtabli que le ta-

pis, au moins chez les Composées et les Cruciféres, &labore des substances
et les transfére dans l'exine ; ces substances ont un rdle dans la détermi-
nation du phénotype incompatible du pollen. Les résultats expérimentaux
ont démontré :

~le transfert de substances issues du tapis dans l'exine ;

- -la présence de protéines d'incompatibilité dans la paroi du pollen ;

-1l'origine de ces protéines.
-transfert de substances issues du tapis dans l'exine : les ob-
servations. de HESLOP-HARRISON (1967, .1968), de HESLOP-HARRISON et cq@ll. (1973), .
" de DICKINSON et LEWIS (1973) ont montré que le "pollenkitt" (revdtement coloré

des grains de pollen contenant des caroténoides) et les tryphines (revétements
hétérogénes de protéines et de lipides) sont issus du tapis (au moins chez
les Liliacées, Cruciféres, Malvacées et Composées) et s'accumulent dans les

cavités sculptées de l'exine.

3
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.les protéines d'incompatibilité dans l'exine : la présence de

“protéines dans la paroi des grains de pollen a &té signalée dans un grand nom—
bre de genres. La participation de ces protéines & la rfaction d'incompatibili-
té a été mise en &vidence sur Raphanus (DICKINSON et LEWIS, 1973). Dans ce cas
la tryphine qui entoure le grain de pollen participe i la réaction d'incompa-
tibilité sur le stigmate. Chez Iberis (HESLOP-HARRISON et coll., 197L), les
protéines de la paroi sont responsables de la réaction de rejet induite dans
les papilles stigmatiques, d€s les premiéres heures qui suivent la pollinisa-—

tion incompatible.

.1l'origine des substances_d'incompatibilité : DICKINSON et

LEWIS (1973) ainsi que HESLOP-HARRISON et coll. (197k4) ont démontré que les

extraits de tryphine que le tapis accumule autour des grains de pollen, peuvent
induire des symptdmes typiques de la réaction d'arrét. En effet, la tryphine,
extraite du pollen de Raphanus pénétre dans les couches externes du stigmate et,
lorsque il y a réaction d'incompatibilit#, stimulent la production, par les
papilles stigmatiques, de composés cellulosiques typiques (DICKINSON et LEWIS,
1973). Les travaux d'HESLOP-HARRISON et coll. (197L) sur Iberis ont de plus

. démontré que la réaction de rejet peut &tre induite de deux facons différen-

tes ; 1'extraction et lianalyse des constituants des parois ont démontré que

ces protéines ou glycoprotéines induisant la réaction d'incompatibilité ont des

poids moléculaires compris entre 10 000 et 25 000 daltons.

2-Res difperents sites de La réaction d'incompatibilit? : Les travaux de
LINSKENS et HEINEN (1962) ont démontré que les tubes polliniques des Cruciféres
peuvent synthétiser une cutinase leur permettant de traverser la barridre stig-
matique ; aussi considére-t-on cette cuticule comme la barriére d'incompatibi-
1ité de la plupart des systémes sporophytiques homomorphiques (KROH, 1964 ;
LINSKENS et KROH, 1967 ; KROH et MUNTING, 1967).

Un simple contact (entre 4 et 10 minutes) du grain de pollen avec le stigmate
suffit & réaliser l'activation de la cutinase et LINSKENS (1967) en conclut
que la réaction induisant cette activité intervient entre des structures spéci-

fiques de la paroi du pollen et les papilles stigmatiques.
ROGGEN (1972) pense que la phase de reconnaissance intervient, cnez Brassicu,
au niveau de la couche de cire qui'recouvre la cuticule et permet de reconnai-

tre le pollen compatible de celui qui ne l'est pas. Seuls, les grains de pol-

len compatibles collant & la cire germent et activent la cutinase.

ROGGEN distingue 3 &tapes dans la réaction :
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1) une étape initiale de reconnaissance qui intervient lorsque
les grains de pollen se fixent sur la cire des papilles ;

2) une réaction entre l'exine du pollen et la cuticule stigma-
tique par l'intermédiaire des zones dépourvues de cire ;

3) une activation de la cutinase et la pénétration du tube pol-
linique dans la paroi des papilles.
Les travaux de ROGGEN semblent &tre contradictoires avec ceux de MATTSON et
coll. (1974) et A'HESLOP-HARRISON et coll. (1975) qui démontrent que la pel-
licule qui surmonte la cuticule chez Silene vulgaris, Brassica oleraceae et
Raphanus sativus, ainsi que chez beaucoup d'autres Angiospermes, est essen-—

tiellement de nature protéique.

MATTSON et coll. (1974) ont montré que cette pellicule hydrophile peut initier
et maintenir un mouvement d'eau 3 travers cette cuticule ; ces auteurs consi-
dérent la liaison entre les protéines de l'exine et de la pellicule stigmatique

comme le site primaire de la réaction de reconnaissance.

I1 est donc probable que la réaction de reconnaissance intervient & différents
niveaux, car DICKINSON et LEWIS (1973) ont observé chez Raphanus qu'une partie
du pollen incompatible pénétre dans les papilles et donc n'est pas bloquée au

niveau de la cuticule stigmatique.

Concernant ce dernier point; DICKINSON et LEWIS n'excluent pas la possibilité
d'une absence de cutinase pour les tubes incompatibles mais concluent, sur la
base des observations de KANNO et HINATA (1969) chez Brassica, que le mécanisme
de la cutinase ne peut expliquer seul l'arrét des tubes polliniques incompati-

bles chez les Cruciféres.

Ils proposent pour Raphanus un systéme d'autoincompatibilité en 3 &tapes

1) un arrét de la germination gqui résulterait de 1'interaction
de substances de reconnaissance spécifiques libérées par le pollen & la surfa-
ce stigmatique. Environ 60 % des grains de pollen incompatibles chez Raphanus
sont &liminés par ce mécanisme qui n'est pas caractérisé par une modification
ultrastructurale visible dans le cytoplasme du grain de pollen &liminé ;

2) 1l'incapacité 3 pénétrer la papille stigmatique correspond
certainement & l'absence du cutinase, pour un nombre relativement faible de
tubes polliniques incompatibles bloqués i ce niveau. Suivant DICKINSON et
LEWIS (1975) des parties de la surface stigmatique sont, pour des raisons phy-
siques ou chimiques, plus accessibles que d'autres. Il est en effet possible

que les répenses différentec observées pcur des grains -incempatibles. rdsultent . ..

partiellement d'une h&térogénéité stigmatique ;

3) le blocage total de la croissance intervient aprds le dépdt
de couches de callose dans les papilles stigmatiques quelques heures aprés la
pollinisation. La synthése de ces composés callosiques impligue l'interaction
entre le cytoplasme stigmatique et les substances produites 'par les tubes in-
compatibles ; cependant, le cytoplasme du tube pollinique ne présente pas de
modification visible et on peut se demander, avec DICKINSON et LEWIS (1975),
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si la croissance des tubes incompatibles qui traversent la cuticule est bloguée
-par l'inactivation des processus nécessaires 4 1'élongation ou par l'absence

de substances nutritives en provenance du stigmate.

Enfin, HESLOP-HARRISON (1975b), a montré que l'inhibition stigmatique spéeifi-
gque du pollen trinucléé et des systdmes sporophytiques est life aux plantes

présentant peu ou pas d'exsudat stigmatique.

3-Les produits elaboris par Le géne S dans Les systimes sporophytiques homo-
morphiques : Compte non tenu du nombre d'étapes impliquées dans la réaction
d'incompatibilité chez les Cruciféres, on peut admettre que

1) toute la chaine de réaction aboutissant au rejet est initide
par une &tape de reconnaissance qui intervient entre des substances d'incompa-

tiblité identiques, localisées respectivement dans 1l'exine du pollen et la
pellicule stigmatique ;

2) ces substances sont vraisemblablement de nature protéique et
constituent les produits des alldles S ou le résultat de l'interaction entre
les produits des différents alléles S.

De telles conclusions prennent en compte la présence de protéines dans les
parois des pollens et les pellicules stigmatiques, la capacité des protéines
localis@es dans l'exine & provoquer la réponse incompastible et la dirfusion ra-

pide d'antigénes et d'enzymes issus des grains de pollen humidifiés.

KING et coll. (196L), LEWIS et coll. (1967), KNOX et coll. (1970), KNOX (1973)
ont montré que les protéines diffusant du pollen présentent des activités enzy-
matiques tels que estérase, amylase, ribonucléase, protéase, phosphatase acide
et d'antigénes gqui sont 1libérés d8s les premildres secondes ou minutes suivant

1l'hydratation du pollen.

Ces protéines sont, pour la plupart, issues de l'intine et non de 1'exine ;
HESLOP-HARRISON (1971), KNOX (1973), DICKINSON et LEWIS (1975) considlrent que
le site effectif de la réaction de reconnaissance, dans les systdmes sporophy-

tiques, se localise dans la paroi du pollen.

Le role des protéines codées par chaque alléle S a été fourni par NASRALLAH

et WALLACE (1967) et par NASRALLAH et coll. (1969, 1973) : aprds injection 2
des lapins d'homogénats stigmatiques de Brassica oleraceae, ces auteurs récu—
pezent ;es aﬂt¢c€Idha/ube€prudaﬂt aux aﬁtLuOfPS speclplq es- d2- chague elldle - -
S Con51derant que 1t antlgene est en falt la protéine S, ils ont démontré par
8lectrophordse et tests de double diffusion que chaque alldle S produit sa

protéine spécifique et garde cette propriété au cours des générations succes-—

sives. Ils suggérent que les protéines spécifiques de chagque alléle S différent
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les unes des autres par substitution d'acides aminés. Il reste & déterminer

““siles protéines extraites correspondent bien au produit d'activité des génes S.

A partir de ces données,'HESLOP—HARRISON et coll. (1975) ont pu proposer le
modele suivant pour l'autoincompatibilité sporophytique homomorphique (voir
‘tableau 12).

b) Incompatibilité gamétophytique.
1-La determination du phenotype du pollen : L'hypothdse selon laguelle le ta-—

pis détermine le phénotype incompatible des grains de pollen ne s'applique pas
aux systémes gamétophytiques chez lesquels les protéines S sont situées dans
1l'intine (KNOX et HESLOP-HARRISON, 1971b ; KNOX, 1973 ; HESLOP-HARRISON et coll.,
197L4) et correspondent certainement au produit d'élaboration de 1l'alldle S

transmis 4 la microspore haploide.

Sur la base de résultats indiquant que l'irradiation des anthdres 3 un stade
post-méiotique ne conduit pas 4 des mutations décelables du géne S chez
Oenothera organensis et Prunus avium, LEWIS (1949a) en conclut que le géne S
Asynthétise la substance responsable de l'incompatibilité au moment de la té&-
‘fféde. Cette interprétation est discutable car on peut également attribuer
1l'absence de réponse aux radiations au cours des stades postméiotiques au fait
que les mutations S induites dans les microspores mononucléées aprés le sta-
de G1 ne sont pas transmises simultanément 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 & la génération sui-
vante (noyau végétatif). Des expériences ultérieures viennent confirmer cette

deuxiéme hypothdése (LEWIS, 1951).

2-La reaction autoincompatible des sysiimes gamétophytiques
.inhibition stigmatique : les aspects morphologiques de 1'inhi-

bition stigmatique du systéme AIG sont mal connus ; KNOX et HESLOP-HARRISON

(19T71b) ont montré chez Phalaris tuberosa que les grains de pollen compatibles
et incompatibles libérent trés rapidement des protéines localisées dans 1'in-
tine et que les grains incompatibles germent parfois au cours des premiéres
. Quarante minutes qui suivent 1'autopollinisation. Les tubes polliniques ne tra-
versent cependant pés lé stigmate.

Chez Oenothera organensis, espéce qui présente un blocage loca-
lisé juste au-dessous du stigmate, DICKINSON et LAWSON (1975) ont réalisé 1'&-
tude ultrastructurale des 2 types de tubes et n'ont pas observé de différence

morphologique notable ; ces auteurs suggérent que l'inhibition de croissance



TABLEAU 12 : MODELE EXPLICATIF DE L'AUTOINCOMPATIBILITE SPOROPHYTIQUE
HOMOMORPHIQUE (D'APREs HESLOP-HARRISON eT coLL.., 1975),

Parent sporophytique diploide
des gamétophytes mdles

!

Synthése de protéines de
"reconnaissance" dans le tapis

|

Transfert sur 1'exine au cours
de la maturation du pollen

N

POLLINISATION

Parent sporophytique diploTde
des gamétophytes femelles

l

Synthése de protéines de "reconnais-
sance" dans les papilles stigmatiques

l

Transfert sur la surface stigmatique

e

Interaction des facteurs de reconnaissanca
de 1'exine et de la surface stigmatique

Activation du gamétophyte madle et de la
papille stigmatique conduisant & :

S/

ACCEPTATION

Croissance du tube pollinique,
traversée de la cuticule au
travers des papilles

N\

REJET .

Réponse inhibitrice dans le tube
pollinique et la papille stigma-
tique comprenant la synthése de
callose
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résulte d'une insuffisance trophique dle 3 la formation de bouchons de callose
" qui ‘empéchent la migration des réserves contenues dans le grain de pollen

jusqu'ad la partie apicale du tube.

.inhibition stylaire : les tubes polliniques peuvent effectuer,

d l'intérieur du style, des distances s'échelonnant entre quelques microns
jusqu'd la longueur totale du style, en fonction des espéces et de différents
facteurs externes ou internes.

Le niveau de 1l'inhibition peut &tre &valué, au microscope op-
tique, avec des colorants spécifiques (fuschine acide, bleu coton)ou des
fluorochromes comme le bleu d'aniline qui présente une fluorescence dans
1'ultra-violet. La technique la plus utilisée est la méthode de LINSKENS et
ESSER (1957) et MARTIN (1958) qui met en &vidence les dépdts de callose dans
les tubes polliniques.

Au microscope électronique, les travaux de VAN DER PLUIJM et
LINSKENS (1966) ont montré que 1'AI chez Petunia hybrida détermine un épais-
sissement de la paroi du tube pollinique et la dégénérescence du cytoplasme.

De NETTANCOURT et coll. (1973) ont démontré sur Lycopersicum
peruvianum que :

1) les "éspacesfiﬁterceilulaires" du tissu conducteur stylaire sont homogenes
et trés opaques aux électrons dans le cas des styles vierges ;

2) dans le cas incompatible, la paroi du tube pollinique présente une structure
bipartite avec une couche externe composée de fibrilles peu serrées et une
couche interne homogéne, riche en callose et moins dense aux &lectrons ;

3) quelques heures aprés la germination, lorsque les tubes polliniques ont par-
couru le tiers du style, l'ergastoplasme présente un aspect spiralé de membra-
nes concentriques paralléles similaires au REC (reticulum endoplasmique con-
centrique) défini par SHIH et RAPPAPORT (1971). Les parois des tubes incompa-
tibles s'amincissent et de nombreuses particules de 0,2 my de diamdtre, souvent
polyé&driques s'accumulent dans le cytoplasme du tube ; ces particules, limitées
extérieurement par une cogue, ont un aspect granuleux et sont trés différentes
des inclusions cytoplasmigues des tubes compatibles ;

L) lorsque le cytoplasme de 1'apex du tube pollinique est envahi par ces par-
ticules, la paroi interne du tube, de nature callosique, disparalt et la paroi
externe s'épaissit trds fort donnant 3 1l'extrémité du tube un aspect gonflé ;

5) le tube incompatible éclate et libl&re des particules dans les espaces inter—
cellulaires du tissu conducteur stylaire ; celui-ci est totalement envahi d'une
substance possédant une fluidité suffisante pour permettre la dispersion du
contenu des tubes. Sous U.V., aprés coloration au bleu d'analine, l'extrémité

. éclatée du tube apparalt comme une &norme vésicule pratiquement dépourvue de
callose.

Ces résultats montrent donc que la réaction d'incompatibilité
n'est pas ici, une simple inhibition de croissance mais qu'elle aboutit & la
~destruction totale de l'apex du tube qui, apres gonflement de la paroi externe

et disparition de 1la paroi interne, &clate et libére des particules identiques
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a4 celles que le tube pollinigue compatible libére au cours du processus de
. syngamie. : .la réaction AI peuﬁjs'interp:éter»comme‘une anticipation du phéno-
méne programmé pour avoir lieu lorsque le tube pollinique a atteint l'o?ule.
La présence de REC dans les tubes incompatibles correspond
peut €tre & une inhibition de la synthése protéique et implique ume interrup-
tion de 1l'activité métabolique précédant 1'éclatement.
La callose s'accumule excessivement dans le cytoplasme du tube.
Ce dépot isole le cytoplasme de l'apex du tube du tissu stigmatique ou stylai-

re environnant et détermine l'inhibition.

3-blochimie de £'AIG : 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'antigénes spécifiques des alldles S dans le
pollen ; ainsi, MAKINEN et LEWIS (1962) et LEWIS et coll. (1967) ont démontré
qu'd chaque alléle S d'un grain de pollen correspond un antigéne bien défini.
Chez Oenothera organensis, par immunodiffusion, ils observent une réaction de
précipitation entre l'antisérum issu de l'injection d'un extrait de pollen
d'alléle S défini et le pollen du méme alléle S : les protéines libérées par
le pollen dans le milieu gélosé et directement lides 3 la présence de 1l'al-
18le S sont localisées dans l'intine. Le fait que ces protéines soient respon-
sables de la réaction de reconnaissahce 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 (OSTAPZNKO,
1961 ; PODDUBNAYA-ARNOLDI et coll., 1961),des phosphatases acides, des estéra-
ses et des leucine aminopeptidases (MAKINEN et BREWBAKER, 1967). Ces divers
enzymes ne peuvent étre considérés comme agissant en tant que substances de

reconnalssance.

De plus, il faut faire la distinction entre les espdces pour lesquelles 1'inhi-
bition est stigmatique ou juste post-stigmatique (Oenothera, Gramindes) et les
espéces ol l'inhibition a lieu dans le style et pour lesquelles les substances
d'inégmpatibilité sont synthétisées par le tube pollinique en voie de croissan-—

ce et non préstockées dans le pollen (HESLOP-HARRISON, 1975a).

.action du geéne S dans le style : 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 1'établissement de la réaction d'inhibition 3 11 est nécessaire de
savoir si la réaction d'incompatibilité implique 1'intervention de génes dans

le pistil, et si une telle action génique concerne la production, apres
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autopollinisation, de substances de reconnaissance par le pistil ou,avant
: autopolllnlsatlon, dans- 1s - deflnltlon du phénotype incompatible du pistil.

PICARD et DEMARLY (1952) et BREWBAKER et MAJUMDER (1961) ont
vérifié cette hypothédse. En particulier par incorporation dans un milieu de
culture artificiel d'extraits de styles vierges de Petunia hybrida, ces der-
niers auteurs ont montré gue les extraits ont la propriété de reconnaltre et
d'inhiber, in vitro, la croissance de tubes polliniques porteurs d'un des
2 alldles S des styles. Des résultats identiques ont &té trouvés chez Lotus
conniculatus par MIRI et BUBAR (1966) et sur Nicotiana alata par TOMKOVA
(1959) ; ainsi la présence dans les styles vierges d'une substance capable
d'identifier le géhotype S des grains de pollen cultivés in vitro et 4'inhi-
ber leur croissance en cas de croisements incompatibles est démontrée.

Comme les styles immatures ne présentent pas la réaction d'ar-
rét, on peut déduire que l'action du géne S intervient dans le pistil avant
l'ouverture de la fleur. PANDEY (1967a) a isolé et identifié chez Nicotiana
alata des isoenzymes péroxydasiques spécifiques aes alléles S correspondants
aux palypeptides synthétisés par le cistron de structure du complexe génigue S.
Ces resultats n 'ont cependant pas été retrouvés chez d'autres especes.

D'autres travaux ont mis en évidence des différences d'acti-
vité géniqug aprés xéno ou autopollinisation (TUPY, 1961 ; LINSKENS, 1965b)
‘qui se caractérisent par des modifications des teneurs en protéines et en aci-
des aminés libres ; de la méme facon, VAN DER DONK (1975) a &tabli que :

1) la synthdse A'ARN et de protéines débute plus tardivement aprés l'interac-—
tion pollen-style dans le cas de pollinisation compatible ;

2) seuls, un petit nombre de pics d'ARN est 3 1l'origine des différences entre
styles auto et x&nopollinisés 5 cet ARN exprime 1l'activité messager ;

3) le temps qui s'écoule entre la transcription et la réaction du style est
d'environ 3 heures, or la reconnaissance du pollen a lieu beaucoup plus tdt
d8s le contact avec le style.

Sur la base de ces résultats, VAN DER DONK (1975) a imaginé une
expérience qui permet de déterminer l'influence des protéines et de 1'ARN des
styles vierges ﬁollinisés et du pollen sur la croissance des tubes pollinigues
in vitro : les résultats prouvent que 1'ARN et les protéines des styles polli-
nisés peuvent inhiber la croissance des tubes polliniques (lorsqu'il y a iden-

‘ Elte des alleles) ou la st 1mu¢er \Lorsquﬂ ;eb al¢e¢es sont Wifférents dans le -
style et le pollen). ‘

' Or, il est clair, depuis les résultats obtenus sur Oenothera par
LEWIS et coll. (1967) et par HESLOP-HARRISON (1975a) sur les Gramindes que les
grains de pollen des espéces AIG & blocage stigmatique libérent des protéines

d'incompatibilité qui diffusent immédiatement aprés la pollinisation sur la
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surface stigmatique ; pour les espéces AIG d blocage stylaire, la formation de
substances d'incompatibilité est moins connue bien qu'il soit &tabli que les

tubes polliniques qui effectuent leur croissance sur milieu artificiel synthé-
tisent 1'ARN nécessaire a4 1l'élongation du tube pollinique ; le rdle de cet

ARN dans 1l'dlaboration éventuelle d'une substance d'incompatibilité n'est pas

- démontré.

. Par ailleurs, il est intéressant de savoir s'il existe une re-
lation entre les enzymes qui pourraient intervenir pour bloquer la croissance
des tubes incompatibles (mécanisme d'opposition) ou dont l'absence ne permet-—
trait pas la croissance du tube (mécanisme de complémentation) ; ainsi, les
enzymes péroxydasiques réglent l'activité protéique, participent 3 la dégra-
dation de 1'ATA et catalysent un grand nombre de réactions nécessaires 3 la
régulation de la croissance du tube pollinique dans le style.

PANDEY (1967) a mis en évidence, par électrophorése sur gel
d'amidon et révélation spécifique, des bandes isozymiques correspondant & cha-
cun des alléles S présents dans les extraits stylaires ; il postule que ces
isozymes péroxydasiques déterminent la spécificité du géne S et que la base
de 1'allélisme du locus S réside dans des combinaisons particulidres d'iscen-
zymes spécifiques. Cependant, ces résultats ne sont pas généraux (NASRALLAH
et coll., 1969 ; DESBOROUGH et PELOQUIN, 1968). SCHLOSSER (1961) a déterminé
que la cytochrome oxydase, l'amylase et la phosphatase acide ont une activité
plus élevée dans les tubes incompatibles de Petunia qu'au niveau des tubes
polliniques compatibles. Bien que de tels résultats ne permettent pas d'établir
aucune relation causale entre ces 3 enzymes et la manifestation de l'autoincom-
patibilité, ils mettent en évidence que l'inhibition de croissance des tubes
incompatibles résulte d'un mécanisme plus complexe que la seule absence d'une
(ou de) substance(s) de croissance.

D'autres enzymes présentent une augmentation d'activité aprds
pollinisation compatible (ROGGEN, 1967). Si 1l'hypothdse de complémentarité
est correcte, les tubes compatibles doivent contenir des enzymes quil ne sont
pas présents dans les tubes incompatibles ; LINSKENS et coll. (1969) ont ca-
ractérisé 4 glycannes~hydrolases dans les extraits stylaires et pollinigues
(x-galactosidases, N-acétyl-B glucosaminidases, o -mannosidases et B-galacto~
sidases). )

| - ‘i}ééfiQitébsﬁééifique des trois premiers enzymes a €té trouvée
beaucoup plus importante chez les styles xénopollinisés et reste & un niveau

trés bas au niveau des styles autopollinisés et des grains de pollen.
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De tels résultats impliquent la recherche de 1l'association entre
"les réactions de reconnaissance et le role joué par les glycannes-hydrolases
lors de la croissance de la partie apicale du tube au travers des cellules

du tissu conducteur stylaire.
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ChapiTRE II : DETERMINISME DE L'AUTOINCOMPATIBILITE
CHEZ OENOTHERA MISSOURIENSIS ET
RESULTATS DES TRAVAUX PERSONNELS

Oenothera missouriensis Sims (Megapterium missouriense Spach)
(Photo 1) est une Onagracée inferovariée du groupe des scutiformes caractérisée
par des capsules ailées, 4 fleurs de type 4 : L sépales tachetés ou non selon
la plante, U4 pétales jaunes, 8 &tamines, 1 pistil avec ovaire infére, plurio-

vulé, a 4 loges, surmonté du tube du calice qui enveloppe un style de 10 & 12 cm,

terminé par L4 grands lobes stigmatiques.

Photo 1 : Oenothera missouriensis Sims.
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C'est une plante herbacée, vivace, & port couché, originaire
du Missouri, du Kamsas, du Texas et du Mexique, répandue en Europe uniquement

dans les jardins, & titre ornemental.

Oenothera missouriensts est diploide avec 2n = 14 chromosomes
formant & la méiose 7 bivalents dont la disjonction est régulidre. Par les
dimensions de ses fleurs (15-18 cm) et la longue durée de floraison (Mai 3
Octobre), c'est un matériel favorable aux opérations de pollinisation contrd-

1ée.

A. DETERMINISME GENETIQUE DE L’AUTOINCOMPATIBILITE

Les mécanismes génétiques de la réaction d‘'autoincompatibilité
chez Oenothera missouriensis ont été &tablis par LINDER (1952, 195L4) qui a
observé le faible nombre de capsules forméeé malgré l'abondante floraison d'une
dizaine d'exemplaires d'Ognothera missouriensis cultivés dans le Jardin Bota-
nique de Strasbourg. R. LINDER a ensuite montré que cette faible fertilité ne
dépendait ni de l'inaptitude physiologique du pollen (capable de germer in
vitro), ni de particularités structurales, morphologiques et biologiques dé-

favorables.

Ce travail de Thése de mon maltre R. LINDER n'ayant pas &té dif-
fusé, i1l nous semble important de rappeler ici 1l'essentiel de ses résultats ;
1l'expérimentation effectuée sur un nombre considérable de plantes provenant
de 15 clones différents a nettement mis en évidence la stérilité aprds auto-
pollinisation (avec parfois une pseudocompatibilité faible chez les sujets

trés jeunes) et aprés certains croisements.

Le mécanisme factoriel de 1'autoincompatibilité a pu étre élu-
cidé par l'analyse des résultats obtenus apres pollinisations contrdlées de

- - 1]
piantes 4'

crigine diverse, cc zul permet de siparer, dars chegque lob, des grou-
pes de compatibilitd (intercompatibles entre eux mais intraincompatibles). Les
ségrégations observées montrent que l'incompatibilité est conditionnée par

une série d'alléles S (6 alldles différents dans la population initiale du

Jardin Botanique de Strasbourg,dénommés S1 a S6).
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LINDER, par de multiples croisements, a créé un homozygote
8181, appelé 81, qui servira de traceur de l'allé&le S1 chez Oenothera missou—
riensts : en effet, l'absence de nouaison aprés croisement par S1 indique que
la plante pollinisée contient 1'alléle S,.

T - LA TETRAPLOIDIE EXPERIMENTALE

L'application répétée de colchicine sur les plantules permet
d'obtenir des individus té&traploides. On sait que dans certains cas la poly-
ploidie 18ve l'incompatibilité de fécondation (LEWIS, 1943, 1947, 1949a ;
ATWOOD et BREWBAKER, 1953 ; BREWBAKER, 1954, 1958 ; SAMPSON, 1960 ; ANNERSTEDT
et LUNDQVIST, 1967). Les résultats montrent que ce fait n'est pas vérifié pour

Oenothera missouriensis, les polyplolides restant autostériles.

Avec les tétraploides se pose un probléme intéressant : une
plante 8182 tétraploidisée devient 51815232 et donne du pollen 8181, 8182 et

8282 qui est blogqué dans le style S$.5.8 82 ; un pollen 8.5, est compatible

17172
possédant 1l'alléle S

3

mais pour un pollen S1S commun, LINDER a pu définir la

3 1
possibilité de fécondation par la méthode dite du taux de compatibilité.

IT - LA METHODE DU TAUX DE COMPATIBILITE

C'est le pourcentage de résultats positifs sur l'ensemble des
opérations de croisement faites dans une population. Le taux de compatibilitd
Tc est une grandeur intéressante 3 &tablir d'abord pour les populations di-
ploIdes ol les relations sont connues, ce qui pourra justifier 1l'emploi ulté-
rieur du Tc dans les populations tétraploides. I1 faut voir si le Tc expérimen—
tal, qui porte sur les nombres observés, correspond au Tc prévisible, calculé
d'aprés la composition des groupes, et au Tc optimum, &tabli pour des groupes

d'égale composition.

Pour une populaticn issue du croisement demi compatible, par
conséquent ne comprenant que 2 groupes de compatibilité A et B, le Tc prévisi-
ble est donné par l'expression :

2 AB
(A + B)2

Si A =B, Tc est optimum et &gal 3 1/2 ou 50 %.
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Un croisement totalement compatible donne nalissance a4 un lot

comportant 4 groupes de compatibilité A, B, C, D. Le Tc prévisible est :

2 [A(B+C+D)+B(C+D)+¢CD]

(A+B+C+D)2

SiA=B=C=D, Tc est optimum = 3/k4 ou 75 %.

Les résultats des opérations effectufes dans 16 populations
issues de crolisements demi compatibles et dans 10 populations issues de croi-
sements totalement compatibles, montrent que le Tc expérimental et le Te
prévisible se groupent aisément autour du Tc optimum 50 % ou 75 % avec des
écarts plus ou moins faibles selon le nombre de plantes de la population et

le nombre d'copérations effectufes. L'emploi du Tc se justifie donec.

Dans les populations tétraploides, les opérations d'intercompa-
tibilité &tablissent le Tc expérimental qui, comparé aux possibilités du Tc
optimum, permet de dire si la différence entre style et pollen doit porter sur

un ou sur 2 alléles pour qu'il y ait compatibilité.

Pour &tablir les possibilités du Tc optimum, il faut séparer la
demi compatibilité de la compatibilité totale et dans chacun de ces cas envi-

sager les 2 éventualités

- différence pour les 2 alldles ;
- différence pour un seul alléle.

a) Demi compatibilité.

Les 2 plantes parentes ont un alléle commun. Ex :

81518232 X 82828383

1-si la différence entre style et pollen doit porter sur 2 alldles pour qu'il
y alt compatibilité, seul fonctionne le pollen 5283 dans ce croisement ; dans
la population qul en est issue, les relations d'intercompatibilit€ entre plantes

comportent un Tc optimum de 5,5 %

2-'s'il suffit qu'un alléle soit différent, le pollen fonctionnel est S 3 et

S
3
8283. Dans la descendance de ce croisement, les relations de compatibilité se

traduisent par un Tc optimum de 17,1 %.
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b) Compatibilité totale.

Les 2 plantes parentes différent par tous leurs alléles. Ex :

1717272
Le pollen entier du pére est compatible.

S5.5.8,S, x 83838)48h

1)2 alléles différents étant nécessaires, les croisements entre plantes de la

population donnent un Te optimum de 15,7 % ;

2)s'il suffit que la différence porte sur un alléle, le Tc optimum devient

48,1 7.

Le Tc expérimental a &té obtenu respectivement dans 3 popu-
lations pour chacun des cas
~ demi compatible.....veeeiennnnnnn e e 15,8 %, 20,4 %, 15 %
- compatibilité totale.......... e 41,3 %

Ces valeurs se groupent nettement autour des wvaleurs du Tec
optimum : 17,1 % et 48,1 % qui caractérisent la méme alternative : différence

portant sur un seul alléle.

Dans Oenothera missouriensis tétraploide, les résultats montrent
qu'il faut et qu'il suffit que la différence porte sur un alléle S entre style

et pollen pour que ce dernier soit compatible.

Le déterminisme génétique de l'autoincompatibilité pour cette
espéce &tant rappelé, nous rapportons les résultats d'une brave 2tude mor-
phologique en microscopie &lectronique avant d'envisager l'analyse physiologique

et biochimique du phénoméne.

B, ETUDE ULTRASTRUCTURALE

La technique de microscopie électronigue a balayage permet de

tien visualisor la germinstion-d'un grain de pollen sur nn .stigmate compatible .
(planche I, figures 1 et 2) ; le tube pollinique est émis & partir d'un pore

germinatif ; le grain de pollen est entouré de filaments de viscine.
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La planche I figures 3 et 4) présente une coupe transversale
kd'un tube pollinique envcouré de croissance dans un style compatible : le cy-
toplasme du tube pollinique est trés dense ; la callose est localisée sur les
parois, dans le cas incompatible, la callose se dépose essentiellement &

1'extrémité du tube pollinique.

PLANCHE I : Oenothera missouriensis : Morphologie du pollen et ultrastructure
du style aprés pollinisation.

Abréviations : Amy : amyloplaste ; Ap : aperture ; C : partie callosique de
la paroi du tube pollinique ; Cy. : liséré cytoplasmique d'une cellule con-
ductrice ; Pc : paroi cellulosique de la cellule conductrice ; Pm : partie
microfibrillaire de la paroi du tube pollinique ; Tc : tissu conducteur ;

Tp : tube pollinique ; V : vacuole ; Vi : filament de viscine ; Vp : vésicule
pollinigue.

Fig. 1 - 2 : Pollien d'Oenothera missouriensis de plante de génotype S1S sur

1
stigmate de plante de gé€notype 5,8, (pollinisation compatible) en microscopie
électronique 3 balayage (aprés fixation au glutaraldéhyde & L4 %, 2 1l'azote

liquide et lyophilisation). Fig. 1 : Morphologie du pollen (x 1 900). Le grain

subhémisphérique porte au plan équatorial trois apertures (Ap) en forme de ddme
dont la volite est occupée par le pore germinatif. De la surface du sporoderme

partent des filaments de viscine (Vi). - Fig. 2 : Tube pollinigue sortant du

pore germinatif (x 1 800) : le tube pollinique s'insére entre les papilles stig-

matigues (3 1'état plasmolysé sur la préparation).

Fig. 3 - L : Coupe transversale dans le style aprés pollinisation compatible

style 8181, tube pollinigue 82 ou §) {provenant de plante sth)' Fig. 3 : Tube
(

pollinigue dans le tissu conducteur (x U4 200). Le tube pollinique (Tp) est

placd dans la paroi cellulosique (Pc) de cellules mitoyennes du tissu conduc-—
teur (Te). La paroi du tube est composée de 2 couches : la couche externe mi-
crofibrillaire (Pm) et la couche interne, trds transparente, callosique (C).

Fig. 4 : Détail du tube pollinigue de la figure précédente (x 21 300). Le tube

pollinique s'insére dans la paroi cellulosique (Pc) des cellules conductrices
dont on voit la vacuole (V), bordée d'un liséré cytoplasmique (Cy). Le proto-
plasme du tube est chargé de vésicules polliniques (Vp) d'origine golgienne,
de taille trés varide, et d'amyloplastes (Amy). La paroi du tube est composée
de deux couches l'une microfibrillaire (Pm) et l'autre callosique (C) traver-—
sée d)éléments provenant du plasmalemme. La paroi cellulosigue de la cellule
conductrice droite est traversée par une couche microfibrillaire (Pm) qui
pourrait correspondre i la paroi d'un tube pollinique adjacent en coupe tan-

gentielle.
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C. PHENOMENES PHYSIOLOGIQUES ACCOMPAGNANT LA REACTION
DE REJET ! MODIFICATION DU METABOLISME ENERGETIQUE

La réaction d'incompatibilité est un processus actif, impliguant
a4 la fois la participation du pollen et du style ; nous avons analysé les va-
riations du métabolisme énergétique des styles non pollinis&s ou ayant subi la
pollinisation compatible ou incompatible par l'enregistrement des &changes
gazeux respiratoires. Des mesures de ce type ont déja été effectuées sur d'au-
tres matériels (HSIANG, 1951 ; LINSKENS, 1953, 1955, 1965b ; TUPY, 1962 ;
STANLEY, 1964), permettant une appréhension globale de la situation métabolique
du pistil.

I - MATERIEL ET METHODES

Les plantes utilisées sont celles qui ont servi & la détermina-—
tion du mécanisme de transmission hérZditaire de l'incompatibilité chez Oeno-

thera missourienst’s Sims (LINDER, 195k4).

Elles se composent de deux génotypes répandus dans les jar-
dins européens :
- le génotype'8182
- le génotype 5.8, - plente Bg

plante Bb ;

et du phénotype homozygote obtenu expérimentalement (LINDER, 195k4) : 8,8, Ces

génotypes proviennent du Jardin Botanique ol ils sont cultivé&s en pleine terre.

En Juin-Juillet, &poque de la pleine floraison, les boutons
floraux sont récoltés, le soir, avant leur épanouissement ; aprds dissection, on

isole les anthéres et les styles vierges (photo 2).

Photo 2.
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L'obtention des styles autopollinisés et x8nopollinisés est
réalisée de la facon suivante : la corolle des fleurs non pollinisées est dé-
licatement ouverte et les anthéres prélevées. La pollinisation s'effectue

ensuite par dépot d'un peu de pollen mature & la surface du stigmate (photo 3).

Photo 3.

Les fleurs sont pollinisées

- soit en combinaison incompatible :
.pistils 8181, 8152, 5,8), avec le pollen issu des mémes c¢ldnes

- s0it en combinalson compatible

.pistiis 8181 x pollen 8.5 (S1 x Bg)

.pistils SESM x pollen §.8 (Bg x 81)

1
- s0it en combinaison demi compatible

S, x pollen sgsh (Bb x Bg).

.pistils S1

L'analyse de la consommation d'oxygéne est obtenue par la métho-—
de manométrique de WARBURG (fiche technigue n® 1) : immédiatement aprés la pol-
linisation, chaque style est séparé de l'ovaire et introduit dans une fiole de
Warburg ; celle—ci est placée dans un bain-marie thermostaté (25 + 0,1°C) et
reliée 4 un manométre. La premiére mesure est effectuée d&s que 1'équilibre des
températures est réalisé et les autres mesures se succédent toutes les 30 minu-
tes. Dans une premiére série de mesures, les styles ont &té placés dans 2 ml
d'une solution de Ringer mais les résultats étant identiques & ceux obtenus en
l'absence de solution nutritive, toutes les autres expériences ont &té faites

"3 sec".



TABLEAU 13 : CONSOMMATION D'OXYGENE DES STYLES D'OENOTHERA MISSOURIENSIS
VIERGES, AUTOPOLLINISES ET XENOPOLLINISES (BRIS ET LORCH, 1970),

oo m =

Temps en
minutes

30

60

90
120
150
180
210
240
270
300
330
360
350
420
450
480
510
540
570
600
630
660
€90
720

20
29
41
53
66
81
97
111
127
143
158
175
182
208
225
238
255
268
285
300
313
328
342

105
125
148
169
188
207
230
250
270
295
313
332
358
375
395
418
440
460
483
487

0

ABSORBE (uT PAR GRAMME DE STYLE)

2
S1 x Bg Bb v Bb 8 Bb x Bg Bg v
16 20 25 25 15
31 37 50 45 30
48 54 75 68 45
63 70 a8 84 - 60
78 87 122 113 75
95 102 145 130 88
108 117 170 148 105
125 133 183 165 123
147 148 213 180 138
168 161 235 199 152
178 175 258 213 165
198 190 275 225 182
213 205 298 242 198
225 220 316 260 213
250 235 335 275 230
258 250 353 285 245
275 263 373 300 258
250 272 388 325 273
307 295 406 335 286
325 307 423 350 301
345 324 438 362 315
365 338 454 375 330
383 354 470 390 343
397 370 485 403 355

130
140
185
210
230
245
285
320
343
370
395
423
445
462
490
500
515
555
572
587
608

133
152
173
195
216
235
253
275
295
304
3ce
346
360
398
416
440
457
476
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Pour chaque génotype et chague type de pollinisation, 1'opé-
ratioﬁ est fépétée 8 fois ; les résultats rapportent les courbes moyennes ob-
tenues ; elles correspondent & la consommation d'oxygéne exprimée en microli-
tres, 4 0°C et 760 mm de mercure par gramme de poids frais en fonction du

temps.

II - RESULTATS (BRIS et LORCH, 1970)

Le tableau 13 et les diagrammes 14, 15 et 16 rapportant la
consommation d'oxygéne des styles en fonction de la pollinisation, permettent

de dé&duire les conclusions suilvantes

- pour tous les génotypes étudiés, 8,84, 8,55, 8,8), les styles présentent une
consommation 4'oxygéne dépendant de la pollinisation ; 1l'absorption d'oxygéne
des styles vierges est toujours inférieure 3 celle des styles pollinisés : elle
s'exprime, en fonction du temps, sous la forme d'une droite dont la pente est
;s 0,2

pour Bg et 0,50 pour Bb. Cette droite exprime une consommation d'oxygene ré-—

légérement différente selon les cldnes : respectivement 0,52 pour S

guliere ;

-~ la pollinisation compatible induit dans les 2 cas (3, x Bg et Bg x S1) une

augmentation des échanges respiratoires qui se manifes;e dés les premiéres
mesures. La courbe de consommation d'oxygeéne s'exprime &galement sous la forme
d'une droite dont la pente est plus élevée que dans le cas des styles vierges
0,58 pour S, x Bget 0,68 pour Bg x S1 ; les valeurs mesurées de conscmmation

sont donec toujours supérieures 4 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'oxygene. Cette consomma-
tion d'oxygéne s'atténue légérement aprds 5 heures de pollinisation pour les
plantes S1 et Bb, tandis gque dans le cas de la plante Bg, la courbe s'infléchit
réguliérement indiguant une utilisation intense d'oxygéne dés la pollinisation
qui diminue régulidrement, tout en restant supérieure aux valeurs mesurées dans

le cas de la pollinisation compatible ;

- = pour la polliinisation Gemi compatitvle (Bt x Bg), les-aesures -Connent des ré- -
sultats intermédiaires entre ceux présentés par les styles vierges et pollini-
sés de fagon incompatible. Il faut noter que la droite présente une diminution
de pente aprés 5 heures de pollinisation de manidre similaire 3 1'infléchisse~

ment observé dans le cas incompatible.



FIGURE 14 : CONSOMMATION D'OXYGENE DES STYLES 5157,
VIERGES, AUTOPOLLINISES ET XENOPOLLINISES
(BRIS ET LORCH, 1370).
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III - CONCLUSIONS

Malgré 1l'imprécision de la méthode utilisée, la comparaison,
toutes choses égales par ailleurs, des résultats enregistrés dans les varia-
tions de la consommation d'oxygéne en fonction du type de pbllinisation, ap-

porte une information inté&ressante.

En effet, il faut noter que la technigque employée est une
méthode globale qui
1) ne permet pas de distinguer les échanges gazeux des tissus stylaires impli-
qués dans la réaction d'incompatibilité de ceux des autres tissus ;

2) ne tient pas compte des difficultés de diffusion des gaz dans les tissus et
par conséquent de sa vitesse de diffusion ;

3) la pollinisation est réalisée in vitro, sur des styles amputés des ovaires
sous-jacents, dans des conditions artificielles.

Cependant, les résultats obtenus sont en accord avec ceux pré-
sentés par HSIANG (1951) qui a démontré que la pollinisation était suivie d'une
brusque augmentation de l'activité respiratoire chez Cymbidiuwm lowianum et
surtout avec ceux de LINSKENS (1955) qui a mis en &vidence sur Petunia hybrida,
une augmentation plus importante de la consommation d'oxygéne (de l'ordre de
20 %) pour les styles autopollinisés, par rapport aux styles xénopollinisés ;
or, Petunia hybrida posséde le méme type d'incompatibilité gamétophytique

qu'Oenothera missouriensis.

D'autre part, LINSKENS et SCHRAUWEN (1966) ont pu déceler la
formation d'un gradient de pression partielle d'oxygeéne dans le style vierge
de Petunia hybrida arrivé 3 maturité : dans la partie supérieure du style, la
pO2 est relativement élevée mais elle diminue brutalement au niveau de l'ovaire ;
aprés pollinisation, le passage de l'extrémité des tubes polliniques s'accom— -
pagne d'une diminution de la pression d'oxygéne qui se déplace le long du sty-
le en suivant la croissance des tubes. Finalement, il semble que la baisse
de la pression partielle d'oxygeéne au niveau de l'ovaire constitue 1l'un des
facteurs principaux de 1'éclatement du tube pollinique et de la libération des

gamétes.

Les résultats expérimentaux permettent donc de postuler que le
mécanisme de la réaction d'incompatibilité chez Oenothera missouriensis est
un processus actif qui, en réorientant le métabolisme,impliquera une dépense

d'énergie importante.



Ficure 15

CONSOMMATION D’OXYGENE DES STYLES 5157,
VIERGES., AUTOPOLLINISES ET XENOPOLLINISES
(BRIS ET LORCH, 1970),
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Cette exigence est un fait capital : si la croissance rapide
du tube pollinique & travers le tissu conducteur du style nécessite un apport
énergétique nécessaire 4 la biosynthése de la paroi et du cytoplasme du tube,
la réaction de blocage du tube incompatible exigera une consommafion d'oxygéne
encore plus élevée ; l'énergie libérée permettra de réaliser un ensemble de
biosynthéses cytoplasmiques différentes en particulier glucidique;,se traduisant

par exemple par 1l'élaboration d'un bouchon de callose.

D'autres changements biochimiques 1iés & l'autoincompatibilité
ont été envisagés chez Oenothera missouriensis, le bilan des acides aminés 1li-

bres des styles aprés pollinisations a constitué une premiére étape .

Cette étude, dont les principaux aspects sont rapportés ci-
dessous,a &té réalisée dans le cadre du groupe de travail sur 1'incompatibilité

de Lille dans lequel je me suis intégré.

D: BIOCHIMIE DE LA REACTION INCOMPATIBLE

I - BILAN DES ACIDES AMINES

La teneur en acides amin&s du pollen et du style apreés polli-
nisation, envisagée sous ses aspects qualitatifs et quantitatifs, peut &tre

une source d'information utile dans l'analyse du phénoméne d'incompatibilité.

Nous rapportons ci-aprés les &tudes 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 (COUSTAUT et LINDER, 1966 ; LINDER et LINSKENG,

1972). Ainsi, les caractéristiques de la phase d'inhibition sont-elles affinées.

a) Matériel et rmithodas.

Les pollinisations sont réalisées comme précédemment (page 49).
Aprés des temps de pollinisation variant de 0 & 48 heures, les styles sont
prélevés et gongelés a4 -20°C. L'extraction des acides aminés s'effectue sur
du matériel lyophilisé : 100 mg de styles ou de pollen sont traités 3 1'é&thanol

80° ; les pigments, solubles dans 1l'alcool, sont ensuite &éliminés par lavage au



FIGure 16 : CONSOMMATION D'OXYGENE DES STYLES S9Su.
VIERGES, AUTOPOLLINISES ET XENOPOLLINISES
(BRIS ET LORCH. 13970).
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chloroforme ; l'extrait est ensuite passé sur colonne échangeuse d'ions Tech-
nicon avec élution sélective des acides aminés par un tampon de force ionique

croissante (fiche technique n° 2).

b) Résultats expérimentaux.

Le tableau 17 reprend les résultats concernant les clOnes &tu-

diés (81, Bb, Bg) :

- 19 acides aminés sont identifiés : acide aspartique, thréonine, sérine,
acide glutamique, proline, glycocolle, alanine, acide G~aminobutyrique,
valine, isoleucine, leucine, tyrosine, phénylalanine, &thanolamine, acide
Y aminobutyrique, ornithine, lysine, histidine, arginine.

Ces 19 acides aminés sont omniprésents dans tous les génotypes
étudiés : il n'y a donc pas de variation, autre que quantitative, entre les

cldnes envisagés.

La teneur globale en acides aminés est beaucoup plus élevée
dans le pollen que dans le style : le rapport teneur du pollen/teneur du style
vierge varie entre 3,6 et 6,3 pour les différents génotypes. Pour certains
acides aminés trouvés préférentiellement dans le pollen, la différence peut
8tre encore plus marquée : la proline surtout présente une concentratiom 200
fois plus €levée dans le pollen que dans le style ; 1l'histidine et 1l'arginine,
4 1'état de traces dans le style sont bien représentées dans le pollen (jusqu'a
83 fois plus). Le taux d'alanine, élevé dans le style, peut 1'&tre 5 fois plus

dans le pollen.

Des différences quantitatives apparaissent dans des populations
de méme génotype d'incompatibilité provenant de cldnes différents : les alldles
S n'interviennent donc pas de fagon significative dans la teneur et dans la

répartition des acides aminés libres.

Par contre, la pollinisation, et en particulier le type de
pollinisation compatible ou incompatible, a une influence remarquable sur la
teneur globale en acides aminés libres du style : les styles en situation com-
patible ont une teneur généralement inférieure 4 celle des styles incompatibles
3 000 nanomoles/g dans ce dernier cas contre 1 200 3 2 600 nanomoles/g pour les
styles x€nopollinisés ; les styles vierges se situant 3 une moyenne de 900 &

1 300 nanomoles/g ont une teneur en acides aminés libres encore plus faible.

Les différences entre auto et xénopollinisation sont surtout
accusées pour certains aminoacides comme l'acide glutamique, la valine, l'ala-

nine et l'ensemble éthanolamine/acide Yy aminobutyrique.



TABLEAU 17 : SPECTRE DES ACIDES AMINES LIBRES DU POLLEN, DU STYLE VIERGE., DES STYLES AUTOPOLLINISES

ET XENOPOLLINISES APRES 20 HEURES DE POLLINISATION ( LES TENEURS SONT EXPRIMEES EN NANOMOLES
PAR GRAMME). (COUSTAUT ET LINDER, 1967), (’/;
X
POLLEN STYLES VIERGES STYLES AUTOPOLLINISES STYLES XENOPOLLINISES
Génotype 5,8, 8,5, 5,8, 5,5, 5,8, 8,8), 8,5, 8,5,. 5,5), 5,5, x 5,5, 8,8), x 8,5,
Plante s, Bb Bg s, Bb Bg 8, Bb Beg 8, x Ba Pe x 85,

Ac. aspartique 225 50k 167 60 48 sh 120 6h 103 127 -
Thréonine 90 100 60 163 93 12 218 h36 2ho 180 286
Sérine 430 h35 325 1h7 162 - 3h3 377 2ho 857 -
"Ac. glutamique 283 1184 10h 239 251 259 sho 22k 321 8 52
Proline 1 4369 h261 3011 22 18 29 h66 719 960 509 507
Glycocolle 6h 72 79 25 27 1 58 51 38 36 25
Alanine 66 359 311 173 160 66 493 265 319 225 201
Ac. aamino-

- ) -
butyrique € 143 11 € € 13 € 4 €
Valine 67 75 ho 30 27 30 13 102 97 67 62
Isoleucine ho 31 22 1k 12 12 68 ko I 38 21
Leucine 33 30 31 8 T T S| 27 26 18 1
Tyrosine T 6 13! 9 15 12 21 27 25 - 10
Phenylalanine 26 31 29 17 15 12 ho h 51 - 23
Ethanolamine 290 187 8hh 373 439 205 673 810 51 151 31
Ac. yamino- _ _ ~ _ ~ B B _
butyrique 1035 by 284
Ornithine 48 9 12 10 10 13 16 1 1k 27 21
Lysine 17 18 36 1h 20 18 28 31 s - 13
Histidine 289 335 67 9 L 5 h 35 26 51 19
Arginine 192 156 65 L 10 7 37 19 36 - 1h
Teneur globale 7571 8383 523h 1317 1318 882 336h 3294 3103 2578 1606

uut
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c) Analyse des résultats.

Certalins acides aminés sont relativement trés abondants

- la forte teneur en proline du pollen d'Oegnothera n'est pas spéeifique : ce
fait est €galement relevé dans le pollen d'autres espéces (TUPY, 1961 ;
LINSKENS et TUPY, 1966) ;

~ la teneur en sérine et/ou &thanolamine qui dérive de la sérine par décarboxy-
lation est relativement &levée. Remarquons gue ces deux composants sont, avec
l'acide glutamique, la thréonine et 1l'alanine, les éléments majeurs des amino-

acides libres du style.

La pollinisation induisant des modifications importantes dans
la teneur et la répartition des acides aminés, une étude sur 1l'évolution de la
‘répartition des acides aminés en fonction de temps de pollinisations définis

' ” Vd ” -
s'est avérée nécessaire.

II - EVOLUTION DES ACIDES AMINES AU COURS DE LA POLLINISATION

L'expérimentation (LINDER et LINSKENS, 1972) a été réalisée,

dans les mémes conditions que précédemment,sur deux génotypes S1S1

(plantes S1 et Bg) ; les bilans comparatifs sont effectués_sur les styles

et S2Sh

vierges (S1S1 vierge), autopollinisés (S1S1 X S1S1) et x€nopollinisés (S1S1 X
SZSh) aprés des temps de 0, 12, 18, 24, 33 et 48 heures de pollinisation ; les
acides aminés des styles vierges sont identifiés et dosés soit dds le préls-
vement de la fleur (0 h) soit 23, 33 et 48 heures aprds la cueillette des
fleurs qui sont castrées et conservées, in vitro, dans les mémes conditions que

les fleurs pollinisées.

Les acides aminés sont analysés dans les mémes conditions

que précédemment.

a) Résultats expérimentaux.

Ils sont consignés dans les 3 volets des diagrammes de la fi-
gure 18 et montrent respectivement 1'évolution des acides aminds des styles

vierges, autopollinisés et x8nopollinisés & différents intervalles de temps.

La comparaison entre les teneurs des différentes situations
stylaires n'est significative gu'd la condition de tenir compte de 1l'apport
des acides aminés du pollen, d'une part, et de la croissance des tubes polli-
niques, en xénopollinisation, d'autre part ; dans ce dernier cas, la traversée

du style s'effectue dans l'intervalle 24-36 heures.
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Les diagrammes obtenus présentent les caractéristiques suivan-
tes
- 19 acides aminés sont identifids ;
- parmi ces aminoacides, 10 sont présents 4 un taux trés bas : ce sont le
glycocolle, l'acide o 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 trés peu au cours du temps ; ces acides aminés mineurs
semblent donc métaboliéuement 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, 1l'éthanolamine, l'acide Yy aminobubtyrique et
l'acide aspartique ; les différences concernent surtout l'acide glutamique et

la proline ;

- des variations brusques apparaissent dans 1'évolution des acides aminés
"métaboliquement actifs" aprds 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 L42 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 3 48 heures et une augmentation faible pour l'acide aspar-—
tique, la sérine, la proline, l'alanine, la valine et l'acide Y aminobutyrique
entre O et 2L heures ; une augmentation accusée de la thréonine, de 1'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 augmentation de la thréonine,
la sérine et l'alanine entre 0 et 18 heures suivie d'une légére diminution
jusque 33 heures et un pic & L2 heures. Aprds ce temps,thréonine et sérine
forment un palier alors que la teneur en alanine chute fortement. La valine
a un comportement similaire & celui de l'alanine, mails beaucoup moins accusé.
L'acide aspartique présente des variations de moindre amplitude mais suit une
évolution du méme type.

L'acide vy aminobutyrique et l'éthanolamine suivent un schéma sensiblement ana-
logue : diminution de 0 & 12 heures puis augmentation entre 12 et 24 heures,

suivie d'une nouvelle chute jusque 33 heures et remontée 3 42 heures.
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L'acide glutamique voit son taux s'atténuer progressivement aprés 12 heures
puis se relever jusqu'd un pic élevé 3 42 heures.
La proline chute brutalement dans les 12 premiéres heures jusque 33 heures

aprés une stabilisation & 18 heures, puis le taux remonte jusque.hB heures.

Le fait marquant dans le style autopollinisé est la formaticn
d'un pic & 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
avee accumulation puis migration ou utilisation des acides aminés. C'est
vraisemblablement la conséquence du blocage définitif des tubes pollinigues

incompatibles.

Dans le style x&nopollinis&, thréonine, alanine, valine montent
pour atteindre un sommet & 24 heures puis redescendent vers un minimum 3
40 heures. L'acide aspartique varie peu et accuse faiblement le minimum 3
40 heures. Le couple éthanoclamine - acide Y aminobutyrique ainsi que l'acide
glutamique varient avec 2 minima & 12 heures et 36-40 heures et un maximum de
2L heures ; par contre, la proline diminue du début jusqu'd 36 heures puis re-
monte pour former un pic & 40 heures, 13 ol la plupart des autres acides aminés

montrent un minimum.

b) 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 ;
apres autopollinisation, ce sont encore les mémes acides aminés qui sont en

activité dans le métabolisme du style.

De plus, d'aprés ces résultats, on peut dire que le métabolis-
me propre du style vierge se manifeste trds faiblement pendant les premiéres
24 heures et n'interfdre donc pas avec la physiologie de croissance du tube

pollinique.
-

Aprds pollinisation, il se présente une phase initiale commune
aux 2 situations, compatible ou incompatible, pendant les 12 premiéres heures,
avec une chute pluc accentuée du teux de proline et A'acide glutamique en auto-

pollinisation.

Au stade 24 heures, ol s'achdve la traversée du style par les
tubes compatibles, correspond un point critique exprimé par un pic sur le

graphique. En autopollinisation, la variation i ce meme stade est amortie, mais
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le taux d'augmentation reprend aprés 33 heures et le pic se situe i L2 heures.
Lés variations les plus importantes s'observent pour l'acide glutamique ; ces

variations sont considérées comme lifes au métabolisme énergétique.

La proline, apportée massivement par le pollen est utilisée
de maniére continue et réguliére pendant la croissance des tubes incompatibles,
elle ne s'accumule qu'aprds le passage des tubes dans l'ovaire ; dans le sty-

le autopollinisé, elle est brutalement consommée dds le départ.

Une &tude réalisée dans les mémes conditions chez Petunia
hybrida (LINSKENS et TUPY, 1966), aboutit aux résultats suivants : les styles
vierges de Petunia hybrida subissent une dégradation protéique partielle,
sensible au cours des premiéres heures qui suivent le prélévement qui se tra-
duit par une augmentation de la teneur en acides aminés libres et en particu-—
lier en amides. Ce failt s'observe également aprés le prélévement de feuilles
ou d'autres organes (KROTKOV, 1939 ; WEINSTEIN et PORTER, 1962) : une des
raisons invoquées est le manque d'hydrates de carbone pourvoyeurs d'énergie

qui sont remplacés par les acides aminés issus de la protédolyse.

Dans les styles pollinisés, notamment en autopollinisation, la
quantité d'acides aminés formfe par la dégradation des protéines est plus &le-
vée que l'augmentation de la concentration des acides aminds. Cela signifie
que les acides aminés résultant de la protéolyse sont consommés pour fournir

de l'énergie.

Suivant 1'hypothése de STEWARD et BIDWELL (1961), il existerait
2 pools d'acides aminés différents ; un pool de stockage qui tire ses acides
aminés des protéines : c'est la source de carbone pour la respiration et 1la
production de 002 ; l'autre est un petit pool plus actif et qui fournit les

acides amin&s pour la synthése protéigue.

Les tubes poiliniques qui effectuent leur croissance dans
les styles ont une influence sur le spectre des acides aminés des styles. Les
tubes polliniques doivent ubtiliser le pool des acides aminés du tissu stylai-
re comme substrat pour la fourniture d'énergie. Cependant, chez Oenothera
missouriensts aucune perturbation spécifique du métabolisme des acides aminés

dans la réaction d'incompatibilité ne peut &tre décelée.

D'autre part, certains aminoacides sont indispensables pour la
croissance des tubes polliniques in vitro ; ex : le grain de Paris hexaphylla
ne germe pas sur le milieu saccharose agar. En ajoutant de l'acide aspartique

et glutamique, de 1'histidine ou de la cystine dans le milieu, le grain de
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pollen germe (SAWADA, 1958). Les résultats de cette étude ne permettent pas

d'attribuer un role spécifique 3 ces -aminoacides.

III - ANALYSE DES PROTEINES SOLUBLES

La connaissance de l'expression biochimique des alldles S s'a-
vére indispensable pour préciser les mécanismes moléculaires qui interviennent
dans 1'établissement et le maintien de la barriére 3 l'autofécondation ; afin
de déterminer s'il est possible d'isoler une ou plusieurs protéine(s) spéeci-
fique(s) d'un alléle S, nous avons précédé 3 l'extraction, la purification,
1l'identification et la comparaison des protéines du pollen ainsi que des

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 précédemment. Aprés 15 heures de

pollinisation, in vitro, les styles sont recueillis et congelés i -20°C.

Compte-tenu du matériel disponible 3 1l'époque de 1l'expérimen-
tation, 1'étude a porté sur des extraits de styles vierges (818{); autopolli~

nisés (8.8, x 8181) et xénopollinisés (S

1
I-extraction des proléines : Toutes les opérations d'extraction sont effectufes

rapidement pour éviter les dégradations.

Cependant, la préparaticn des extraits protéigques végétaux constitue une opéra-
tion délicate ; le broyage des tissus met les protéines en contact avec des
substances normalement isolées dans divers compartiments cellulaires, en par-—
ticulier les acides vacuolaires, les enzymes hydrolytiques et oxydatifs, l'acide
phytique et les tannins ; de plus, il peut y avoir adsorption des protéines
gsolubles sur les fragments de paroi cellulaire. D'autre part, les cémposés
phénoliques des plantes peuvent former des liaisons hydrogénes entre les phé-
nols et les amides N substitués, donc avec les protéines. De plus, ces compo—
sés phénoliques peuvent 8tre oxydés en quinones qui sont des composés haute-
ment réactifs ; l'oxydation des phénols peut intervenir spontanément ou &tre
catalysée par des phénoloxydases et péroxydases, enzymes largement distribués
parmi les végétaux ; les gquinones 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, aux pro-

téines (LOOMIS-BATTAILE, 1966).
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Chimiquement, les composés phénoliques végétaux sont trds hétérogénes, la

vplupart appartient 4 1'un des deux groupes suivants :

- les flavonoides (comprenant les tannins) ;

-~ les dérivés de l'acide caféique et de l'acide gallique
(?omgosés en C6-C3 et C6—C1) (comprenant les tannins hydrolysables et la
lignine).
Les flavonolides possédent généralement des groupes hydroxyphénoliques comme
sites réactifs ; les autres portent, en plus, des groupes carboxyliques libres
ou estérifiés ; dans les deux types de composés, quelques groupes hydroxy

sont substitués.

Des expériences de tannage avec du collagdne ou des polymdres synthétiques ont
établi l'importance de la liaison peptidique ou amide dans la formation de
complexes entre les tannins et les protéines. Les produits de condensation de
type urée-formald€hyde solubles dans l'eau et possédant la fonction CO-NH

comme seul site réactif, précipitent les tannins en solution.

GUSTAVSON (1956) a &tabli que la polyvinylpyrrolidone, soit soluble, soit

insoluble, forme des complexes stables insolubles avec les tannins.

CH2 -— CH2
} |
CH, C=0
N /7
N
|
—CH - CH—

Polyvinyl puwwolidone

Certains solvants organiques capables de fournir une liaison hydrogéne comme

les alcools ou l'acétone peuvent €galement "détanner".

Des expériences de tannage, il est clair que seul le groupe CO - NH est requis
pour la formation de complexes avec les tannins végétaux : les tannins forme-
raient des liaisons hydrogénes avec les liaisons amides, probablement 3 l'aide

de l'oxygeéne du peptide.
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Le pH a une influence sur le degré de liaison ; les tannins hydrolysables sont
trds fortement 1iés & pH 3-4 mais la liaison diminue au-dessus de pH 53 & pH
6, la quantité lie est d'environ 25 % de celle lide & pH 3 et seulement de 8

d 10 % pour un pH de 7,5.

Les effets de pH indiquent que les liaisons mettent en Jeu l'ionisation des

groupes hydroxyphénoliques pour les tannins condensés.

Dans le cas des tannins hydrolysables, les effets pH suggérent que les liaisons
hydrogéne fortes sont formées par un groupe carboxylique non ionisé des tannins
et que les liaisons H plus faibles par des groupes hydroxy-phénoliques non
ionisés ; les tannins hydrolysables sont, de facon prédominante, les dérivés

du pyrogallol (1,2,3 trihydroxybenzéne) et le catéchol (0-dihydroxybenzéne).

Des liaisons plus stables entre protéines et composés phénoliques peuvent exis-—
ter, elles résultent de l'oxydation des phénols en quinones et de la copolymé-

risation des quinones avec les protéines.

L'oxydation enzymatique des phénols et les réactions des quinones avec les
protéines ont été &tudiées par MASON (1955), GUSTAVSON (1956) et BOUCHILLOUX
(1963). Les phénoloxydases, libérées au cours des réactions d'extraction des

protéines, sont particulidrement actives.

L'adjonction d'agents réducteurs tels que l'ascorbate ou les thiols au cours

de l'extraction des enzymes ne prévient pas 1l'oxydation des phénols mais 81li-
mine rapidement les quinones form€es interdisant leur accumulation et réduisant
ainsi les possibilités de réaction avec les protéines. L'ascorbate r2duit les
quinones ainsi que les thiocls qui forment des liaisons thicdthers ; cependant,
les agents réducteurs peuvent &tre inefficaces voire nuisibles : il a &té
démontré qu'en présence d'oxygéne les agents réducteurs activent 1'orthohydro-—
xylation des monophénols par la phénoloxydase ; parmi les phénols qui sont
hydroxylés de cette fagon, citons les résidus tyrosyl qui donnent naissance &
des protéines modifiées induisant ainsi la possibilité d'un autotannage de le

prgpéine via des intermédiaires quinonoides.

Le pH est donc un facteur important ; un pH faible permet d'éviter 1l'ionisation

des phénols.

Les solvants organiques peuvent &tre également utilisés (ex : 1l'ac&tone).

Z-protocole - d'extraction : Pour tenir compte de toutes ces donndes et apris
de nombreuses tentatives infructueuses pour &liminer les pigments, le proto-

cole suivant a &té adopté
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Homogénéisation des styles et du pollen dans l'azote liquide (qui favorise

le broyage des cellules et permet 1l'inactivation des enzymes "néfastes") en
présence de tampon phosphate 0,01 M pH 4,5 contenant du métabisulfite de so-
dium (2 %), du mercaptoéthanol (1 %), de 1l'ascorbate de sodium {1 %) et de la
polyvinylpyrrolidone (5 %). Le broyat est homogénéisé au Potter et centrifugd
30 minutes & 10 000 g. Le culot est éliminé et le surnageant dialysé 5 jours
contre de l'eau distillée. La fraction adialysable est lyophilisée et conser-
vée 34 -20°C. Les extraits des différents tissus obtenus se présentent sous
forme d'une poudre brung@tre, légdre et hygroscopique. C'est i partir de celle-

ci que nous allons réaliser des différents essais d'électrophorese.

L'extraction préalable & l'acétone ou la précipitation des protéines par le
sulfate d'ammonium ou l'acide trichloracétique étant inopérante, nous avons

abandonné ces techniques au profit de celle décrite ci-dessus.

3-gtude électrhophorditique (4iche technique n° 3) :

.8lectrophorése sur_ supports gélifiés
o) électrophordse en gel d'agarose de pH 8,2 : les ré-
sultats obtenus par électrophorése en gel d'agarose de pH 8,2 sont peu satis-
faisants. Une fraction importante ne migre pas dans le gel d'agarose et reste
au niveau du dépot.

B) électrophorése en gel de polyacrylamide én disque :
de la méme fagon, les résultats obtenus ne sont pas encourageants. Quelle que
soit la concentration en polyacrylamide utilisée, les extraits restent au
niveau du dépot et on n'obtient par la coloration au bleu de Coomassie qu'une
seule bande qui migre avec le front du solvant. La présence de pigments en
quantité abondante, 1iés vraisemblablement sur les protéines extraites au cours
du fractionnement est un &cueil inévitable. L‘utilisation de différentes tech-
nigues permettant 1'é€limination des pigments (PVP) n'a pas donné de résultats
permettant une définition de protéines solubles par cette technique d'élec-—
trophorase.

.électrophorése Qregaratlve en film liguide : 1l'€lectrophorése

préparative en film liquide donne un fractionnement satisfaisant & partir des
extraits lyophilisés. Cette méthode offre en outre l'avantage de réaliser un
temps préparatif permettant un fractionnement ultérieur des composants séparés

(fiche technique n® L).

b) Résultats.
I-descerniption des gractionnements obtenus : Les 48 fractions séparées par
&lectrophorése préparative en film liquide sont soumises & une mesure d'absorp-—
tion dans 1'ultra-violet 278 mp (correspondant au maximum d'absorption des
protéines). La présence de glucides combinés est simultandment recherchée dans

chaque fraction par dosage 4 l'orcinol d'une partie aliquote (fiche technique
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n° 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 x&nopollinisés. La comparaison de ces 3 fractionnements nous
a amené 3 retenir un découpage de l'ensemble des diagrammes en 5 fractions es-

sentielles, numérotées de 1 & 5, de l'anode vers la cathode.

pollinisés, 1 & 9 pour les styles xénopollinisés) présente dans les 3 cas étu~
diés un pic d'absorption trés élevé 3 278 mu ainsi qu'aprds dosage & l'oreinol.
Cependant, la présence de pigments en quantité abondante interfdre dans 1l'ab-
sorption & 278 mu avec les protéines (la fraction F, est fortement colorée en
jaune brun). Le voisinage du compartiment des électrodes peut également inter-
férer dans les dosages 3 l'orcinol.

Cette fraction sera ultérieurement décomposée par d'autres

techniques.

: n'est pas individualisée dans tous les cas ;

-la_fraction F,

elle correspond pour le style vierge au versant cathodique du pic F1 ; une

seule bande d'absorption, relativement faible, est décelée 3 278 mu, superpo-
sée 4 une teneur assez faible des oses liés.
| Le style Xénopollinisé présente, par contre, un pic unique avec

un maximum d'absorption & 278 mpy €levé correspondant & un pic de dosage 3
l'orcinol : il s'agit vraisemblablement d'une glycoprotéine.

Le style autopollinisé est plus hétérogéne : il présente deux
maxima &4 278 mu et -une faible teneur en oses 1liés.

Cette fraction F, est intéressante par la variabilité qualita-
tive des teneurs en protéine des styles ayant subi les 2 types de pollinisa-

tions. Il nous a péru utile de poursuivre l'analyse de cette fraction.

.la_ fraction F. : n'apparalt pas clairement dans le cas du

P tlpstuc ity 3__

style vierge, elle a &t& prélevée pour comparaison avec les styles pollinisés

qui montrent une fraction F, individualisée, surtout en incompatibilit? ol

3
1l'absorption a4 278 my et aprés orcinol varient dans le méme sens.

.la fraction F)_: correspond au versant cathodique de F

3 pour

le style vierge. HElle est trés hétérogéne pour S, x Bg et inexistante dans les

1
extraits de styles incompatibles.

'l§_§§§9§i9§-g5_i existe dans tous les cas ; trés nettement in-
dividualisée pour S, Vv (278 mu et orcinol), elle apparalt multiple et riche en
glucides dans le cas compatible mais trés faible en autopollinisation. Cepen—

dant cette fraction se situe en regard du point d'injection de la solution et
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correspond essentiellement & des polyméres électriquement neutres. Cette frac-

tion polyosidique est donc.caractérisfiQue des styles x&nopollinisés.

La technique d'électrophdrése préparative s'avére donc précieuse pour la défi-
nition des protéines adialysables des styles puisque les diagrammes obtenus
mettent en &vidence des spectres trds différents entre les styles vierges, auto

et xénopollinisés.

I1 apparalt particuliérement impbrtant de comparer entre eux les styles polli-
nisés ; la fraction F2 présente deux maxima d'absorption & 278 my dans le style
autopollinisé alors qu'en situation compatible on n'observe qu'un seul pic

(118 d'ailleurs & un épaulement dans le dosage 3 1'orcinol traduisant 1'eppe-—

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.

2-2tude des fgractions sépanies en ELectrophonlse préparative : Afin de préciser
les variations observées dans les diagrammes obtenus par &lectrophorése en film
liquide, nous avons tent& de définir le comportement des composants majeurs par
&lectrophorése de zone ; cependant, les supports d'électrophordse utilisés
(acétate de cellulose et gel de polyacrylamide) n'ont pas permis une bonne

résolution.

Ceci nous a conduit & rechercher un autre protocole de fractionnement fondé
d la fois sur les différences de points isoélectrophorétiques des protéines et
sur leurs tailles moléculaires ; pour cela, les fractions F1 3 F5 sont dialy-
sées 5 jours contre l'eau distilléde puis & nouveau lyophilisées et purifiées

par passage sur colonne de biogel P1O‘

n® 6):

les différentes fractions lyophilisées contiennent encore une partie
importante de sels minéraux provenant des solutions tamponnées utilisées en
électrophorsdse,malgré la dialyse. Ces sels sont #liminés par chromatographie
sur colonne de Biogel P10 en suspension dans l'eau distillée.

Les hétéroprotéides qui nous intéressent sont &lués au volume
mort de la colonne, alors que les sels, retenus dans les pores du gel, ne

sortent de la colonne gque plus tardivement.
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.chromatographie sur_ colonne de Séphadex G100 : les diverses

fractions F1 sont concentrées i nouveau par lyophilisation et déposdes sur une
colonne de Séphadex G100 équilibrée avec un tampon phosphate 0,1 M pH 7,0.
L'éluat est recueilli par fractionsde 5 ml et analysé par absorption i 278 mu
et par dosage a4 l'orcinol.

Par cette technique, des protéines sont dissocides des pigments.

Les fractions obtenues sont & nouveau dialysées et lyophilisées.

J-nesultats du gractionnement (figure 19) :

.styles_vierges : la fraction FH apres dessalage sur biogel

P
10
est chromatographiée sur S&phadex G100 : deux pics distincts sont mis en évi-

dence par absorption 4 278 mU et aprés dosage & l'orcinol ; le premier, indi-
vidualise un type de glycoprotéine F1a ; le second pic, énorme, correspond
essentiellement aux pigments extraits, liés sans doute & des protéines ; cette
fraction F1b est éluée plus tardivement.

La fraction F,a est recueillie séparément, soumise & une dia-
lyse contre l'eau distillée et lyophilis&e. La poudre qui en résulte est en-
suite dissoute dans un petit volume de tampon (Tris 0,1 M, NaCl 0,2 M,pH 8,0)
puls chromatographiée sur colonne de Sépharose 4B (figure 20).

Le diagramme d'élution présente un pic d'absorption & 278 mu
appelé F1a1 ; la fraction isol&e par chromatographie sur Séphadex G100 n'est
donc pas dissociable sur le gel de Sépharose 4B ; il s'agirait donc d'une

glycoprotéine unique.

.styles autopollinisés : la méme séquence de préparation et de

chromatographie de la fraction F2 provenant des styles autopollinisés permet,
aprés passage sur Séphadex, la caractdrisation de 2 pics ; 1l'un F1a, présente
2 maxima d'absorption tant 3 278 mpy qu'aprdés dosage & l'orcinol ; il est
suivi par la fraction correspondant aux pigments F1b ; la séparation de 2
constituants de la fraction FTa n'étant pas suffisante, celle~ci est récupérée,
dialysée, lyophilisée et chromatographiée sur Sépharose 4B.

Le diagramme obtenu apreés &lution et collection par fractions

de 5 ml met en &vidence un seul pic d'absorption 3 278 nm ; la séparation des

2 composants de la fraction Fwa n'est pas réalisée sur Sépharose 4B.

.styles xénopollinisés : aprds passage sur Biogel et gel de

Séphadex G100, la fraction F, issue de 1'électrophorése préparative présente
également 2 pics ; 1'un F, apparalt hétérogéne 3 278 nm mais non & 1l'orcinol,

l'autre wa correspondant aux protéines lides aux pigments.



Figure 20 : SEPARATION DES FRACTIONS F1A ET Fy PAR
CHROMATOGRAPHIE DE GEL FILTRATION
(ABSORPTION A 278 NM),

CHROMATOGRAPHIE SUR SEPHAROSE CHROMATOGRAPHIE SUR BIOGEL
4B DE LA FRACTION F1A P10 pe LA FrRACTION Fy

Sl VIERGES

Sl XENOPOLLINISES
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La fraction F1a chromatographiée sur Sépharose LB permet 1'i-

dentification de 2 protéines : & coté du pic F1a trouvé dans-les 2 cas précé-

1

dents, une nouvelle fraction F1a' apparalt comme caractéristique du style

1
xénopollinisé.

La comparaison des diagrammes issus de la chromatographie de la fraction F1
(la plus importante, pondéralement, aprés électrophordse préparative) permet
donc de mettre en &vidence une différence dans la structure protéique des sty-
les suivant qu'ils ont subi ou non la pollinisation, compatible ou incompati-
ble. Il existe dans tous les styles une protéine caractéristique de haut poids
moléculaire que 1l'on retrouve dans tous les cas (F1a1) ; en cas de xénopolli-
nisation, une protéine nouvelle apparait. Celle-ci est absente aprés pollini-

sation incompatible.

L'hétérogénéité de la fraction F),, obtenue aprés &lectrophorése préparative
(styles x&nopollinisés), et la présence d'un pic au cours du dosage 3 l'orcinol
pour les styles vierges nous a condult & poursuivre l'analyse chromatographique
de ces fractions. Le passage des fractions Fu sur Biogel P1O (figure 20) met

en évidence des spectres protéiques différents dans les styles vierges, auto-
pollinisés et xénopolliniéés ; la trop faible teneur en protéine obtenue aprés
séparation de ces fractions et lyophilisation ne nous a pas permis de poursuivre

plus avant l'analyse.

Par ailleurs, l'électrophordse préparative en film liquide des protéines des
styles vierges, autopollinisés et x&nopollinisés, présente des différences
considérables dans la répartition des protéines stylaires. En particulier, le
style xénopollinisé montre un spectre protéique trds complexe par rapport au
style vierge, qui met en évidence le bouleversement considérable apporté par

la pollinisation. L'apport du tube pollinique est important mais avec la techni-
que utilisée, on ne peut distinguer les protéines stylaires et celles appar-

tenant en propre au tube pollinigue.

Ces gésultats sont & rapprocher de ceux obtenus dans les mémes conditions expé-

rimentales chez Petunia hybrida.

En effet, LANIEZ (1969) a mis en évidence une nette particularité de composition
des estraits de siyles autcpcllinisés par rappcert -aux styles xBnopcllinis?e
1'incompatibilité de fécondation se traduisant par la disparition de 2 protéi-

nes que l'on retrouve dans les styles vierges et x&nopollinisés.

Ces résultats ne sont pas conformes 3 ceux observés sur Oenothera missouriensis.
Cependant, il reste & le démontrer car la fraction protéique la plus importan-—

te extraite des styles d'Oenothera est liée 3 des pigments, vraisemblablement
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d8s l'extraction et n'est donc pas analysable. Les autres protéines, obte-

nues en quantité'troﬁ peu importante présentent des analogies. Seul le style
xénopollinis& 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 &tre plus fiable, 1l'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
&t€ faites dans ce sens (utilisation de polyvinylpyrrolidone, ascorbate de
sodium, mercaptoéthanol dans le tampon d'extraction, précipitation au sulfate

d'ammonium ou au TCA) mais sans succes.

Les extraits F1 a F5, soumis 4 l'électrophorése sur gel de polyacrylamide
n'ont pas fourni de séparations probantes : pour chacune des fractions et
chacun des cas, on n'observe en général qu'une seule bande (aprés coloration au

bleu de Coomassie) qui correspond au front de migration.

c) Conclusions des &tudes réalisfes sur les protéines des
styles.
Nos tentatives d'isolement et de caractérisation des protéines

“extraites des styles d'Oenothera missouriensis nous conduisent & des conclusions
prudentes sur les différences observées dans l'incompatibilité de fécondation.
Le plan de fractionnement utilisé, au contraire, s'avére susceptible de con-
duire a4 l'isolement et 34 l'identification de glycoprotéines végétales spécifi-

ques.

Les composants majeurs des préparations semblent se rattacher
a2 des substances de nature glycoprot@ique : la superposition des courbes
obtenues, par lecture & 278 my et par dosage des oses i l'orcinol, apré&s frac-
tionnements &lectrophorétique et chromatographiquesle laisse supposer ; de mé-
me la coloration par 1l'acide périodique — réactif de Schiff au niveau des zones

colorées par ailleurs 3 l'amidoschwartz, renforce cette hypothdse.

La spécificité de structure des protéines du style vierge ou
aprés xénopollinisation ne peut etre affirmfe dé&finitivement qu'aprés une ana-
lyse plus Tine des protéines isolées, en particulier par une étude de leurs

propriétés d'antigénicité spécifique.

La présence de glycoprotéines métaboliguement 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 chalnes de glycannes ont déja été caractérisés dans le régne
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végétal (chez Phaseolus vulgaris, BAHL et AGRAWAL, 1968 et chez Petunia hybri-
da, LINSKENS et coll., 1969). Une connaissance précise de ces enzymes et de
leur activités au cours des différents types de pollinisation serait donc sus-
ceptible de confirmer 1l'existence d'un métabolisme actif des glycoprotéines

du style aprds pollinisation.

IV - ACTIVITES DES GLYCANNES HYDROLASES DANS LES EXTRAITS DE STYLES ET DE POLLEN

L'importance des mécanismes enzymatiques dans la pénétration
et la croissance du tube pollinique a fait l'objet d'études précises dans le
cas de l'autoincompatibilité de type sporophytique : 1l'inhibition de croissan-
ce se localise alors & la surface des papilles stigmatiques. L'introduction
directe du pollen dans les tissus du style, sans contact stigmatique, aboutit
4 la nouaison méme apr@s autopollinisation ; KROH (1967) a démontré que le
tube pollinique compatible, pour pénétrer dans la paroi des papilles et/ou
cheminer entre les cellules du stigmate, a besoin d'au moins 3 syst3mes enzy-—
matiques lysant la cutine, la cellulose et la pectine ; le dépdt d'un grain de
pollen sur un stigmate compatible est suivi de l'activation de la cutinase de
la microspore ; sous lfeffet de cet enzyme, la cuticule devient perméable et
le grain peut germer en absorbant 1l'eau de la vacuole papillaire ; le tube
pollinique poursuit sa croissance dans les structures cellulosiques des parois
de la papille. Si, au contraire, le grain de pollen est au contact d'un stigmate

incompatible, la cutinase n'est pas activée et la germination n'a pas lieu.

Ces résultats démontrent 1'importance des mécanismes d'inhibi-
tion et d'activation enzymatigues dans la croissance du tube pollinique. Dans
le cas de l'autoincoﬁpatibilité gamétophytique, le ralentissement de la crois-
sance et le blocage apparaissent a l'intérieur du style : les tubes polliniques
incompatibles sont identifiables par quelques caractéristigues : extrémités
renflées, parois épaissies, augmentation des dépdts de callose, apparition fré-

quente de ramifications (LINSKENS et ESSER, 1957 ; SCHLOSSER, 1961, TUPY, 1961).

La détermination gamétophytique, commandée par 1l'alléle S du
tube pollinique fait également appel & la régulation de systémes enzymatiques
spécifiques : aprds la pollinisation, une interaction métabolique intense ap-
paralit entre le tube pollinique d'une part et les cellules du tissu conducteur
du style d'autre part (LINSKENS et TUPY, 1966). Des enzymes diffusent du tube

pollinique, une dégradation lente des protéines du style apparait. Le tissu
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conducteur fournit non seulement l'eau et les substrats ndcessaires & la
croissance du tube pollinique, mais aussi des enzymes nécessaires 4 l'activité
métabolique locale : il se produit dans les heures qui suivent une pollinisa-—
tion compatible, une augmentation nette d'activités enzymatiques spécifiques :
glutamo—déshydrogénases, aspartate carbamyl transférases, cétose 1 phosphate
aldolase, alanine aminotransférase et citrate synthétase. Inversement, une
baisse des phosphatases acides est enregistrée aprés pollinisation croisée

(ROGGEN, 1967).

Chez Petunia hybrida, l'utilisation de 1'électrophordse sur gel
de polyacrylamide ou la chromatographie sur colonne de DEAE-cellulose ont per-—
mis & ROGGEN de d&finir les isozymes de la glutamo—déshydrogénase et de dé-
montrer leur spécificité génétique en rapport avec les alldles S. De plus, au
cours d'expériences d'incorporation aux extraits enzymatiques du style (8182)

d'extraits de pollen issu d'un alléle différent (S,), il met en &vidence 1'ac-—

3

tivation de la glutamo-déshydrogénase par une substance adialysable présente

dans 1'extrait pollinique.

De fagon similaire aux travaux publiés chez Petunia hybrida
(LINSKENS et coll., 1970), l'étude bicochimique des styles d'Oenothera missou-
riensis nous a conduit & la caractérisation et 4 1'isolement de fractions ayant
le caractére de glycoprotéides ; nous avons donc recherché les activitds des
glycannes hydrolases, enzymes catalysant la dégradation récurrente des chaines

de glycannes intervenant dans la structure de ces hétéroprotéides.

Les travaux de LINSKENS (1961) ont en effet mis en évidence
l'apparition de substances de nature callosique dans la paroi du tube polli-
nigue en situation incompatible. Il semble que ces substances déposées sont au
contraire utilisées lors de la pollinisation compatible et peuvent alors servir

a4 1'édification du tube pollinique qui progresse vers 1l'ovule.

Les glycannes 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).
Apres avoir étudié leur pH optimum d'action, nous comparons les activités spé-

cifiques dans les différents extraits (BRIS, 197k).

a) Identification des glycannes hydrolases.

L'utilisation de substrats synthétiques (cf. fiche technique

n® 7) nous a permis d'identifier dans les extraits de style et de pollen une
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o galactosidase, une B galactosidase, une o mannosidase, une N acétyl gluco-

saminidase et une N acétyl B galactosaminidase.

b) Détermination du pH optimum d'action des glycannes hydrolases.

Pour chaque extrait nous avons déterminé l'activité spécifique
sur une série de 8 dosages réalisés dans les mémes 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 libére, & partir
du paranitrophényl-glycoside correspondant 4 l'activité recherchée, une nano-—

mole de paranitrophénol par minute, & la température de 25°C.

Les résultats nous aménent & retenir pour 1'dtude des glycan-

nes hydrolases les pH optima d'action suivants

- 0 galactosidase..iiiiieiiiiiiiiiiniennns 5,5
- B 88lact0sidase. ettt eernnaennn 4,5
=~ O MANNOSIABSEecrtvrrreneeensnnasennnnns L
- N-acétyl B glucosaminidase......ec.... L4

N-acétyl B galactosaminidase.......... 4

Quelques-unes des courbes d'activité en fonction du pH sont

rapportées figure 21.

c) Résultats (BRIS, 1974).
T-activites enzymatiques du poflen : Elles sont exprimées en unitds spéeifi-
ques : une unité correspond 2 la quantité de paranitrophénol, en nanomoles,
libérées & 25°C par milligramme de protéine (fiche technique n® 8). On obtient

les résultats suivants pour le pollen des 3 gfnotypes &tudiés

S1 Bb Bg

a galactosidase 46 29,7 38

g galactosidase 180 408,2 200

o mannosidase o 25 25,1 22
N-acétyl 8 glucosaminidase 430 228 310

N-acétyl B galactosaminidase 180 114 170



FIGURE 21 : PH OPTIMUM D'ACTION DES GLYCANNES-
HYDROLASES DES STYLES AUTOPOLLINISES (Bm).
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Z-activites enzymatiques du s%yle : Nous ne pouvons rapporter que les mesures

d'activité relatives aux styles de la plante Bb (8152), le seul clOne dont nous

disposions en quantité suffisante su moment de 1'expérimentation.

Les résultats exprimés en unités spécifiques sont les suivants :

Bb autopol. Bb x Bg Bbv

(5152 X 5152) (5152 X 5254) 3152
a galactosidase 60 144 53
B galactosidase 38 60 27
o mannosidase 8 16 16
N-acétyl B glucosaminidase 16 28 21
N-acétyl B galactosaminidase 15 22 10

d) Activité des glycannes hydrolases au cours de la germina-
tion du pollen Zn vitro.

I-mise au point d'un milieu de culture : Les conditions optimales de germina-
tion et de croissance du pollen d'CUenothera missouriensis im vitro ont été &ta-—
blies par modification du milieu de base : saccharose 8 %, acide borique 0,01 %,

extrait de levure 0,1 % (SAWADA, 1958).

Les paramdtres 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 aminds) ; de
plus, 2 types de milieux ont &té& testés : solides (gélatinds i 5 %) et li-

quides (en boites de Pétri, ou dans un appareil 3 germination).

Dans tous les cas, 1l faut tenir compte pour 1'&tablissement des pourcentages
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 &tabli un milieu de culture favorable puisqu'il assure la ger-
mination la plus importante et la meilleure croissance des tubes polliniques.

Sa composition est la suivante.

ST Lofer 1 1 F oo 11 <R 8 %
= H3BO3. ettt e e e .. 0,01%
- extrait de levure........... e 0,19%
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2-dosage des activités enzymatiques : Pollen et tubes polliniques récupérés
par centrifugation (10 minutes 3 700 g), sont broyés au mortier dans de l'azote
liquide puis homogénéisés au Potter dans un tampon (tampon phosphate 0,01 M

pH 5,0, métabisulfite de sodium 2 %, ascorbate de sodium 0,25 M, PVP Kollidon
K9O 1 %) ; aprés centrifugation 30 mn, 10 000 g, le cglot‘eSﬁ élimi@é et

le surnageant dialysé L jours contre l'eau distillée. Les dosages enzymatiques

sont effectués & l'aide des paranitrophényl-glycosides correspondants.
3-8volution des activites enzymatiques en fonction du temps de germination :

Les résultats suivants, exprimés en activités spécifiques en fonction du temps

ont été obtenus & partir des tubes polliniques provenant du pollen S1.

. o D 0 AR e D e D e AR G G T G D S G G e e T G eh R R R G G e R R A e A e G S R S S e P S G S S e W N AR N e W e

a galactosidase 62 84 104 148 147
B galactosidase 195 219 227 270 320
o mannosidase 40 46 130 111 125
N-acétyl B8 glucosaminidase 439 463 472 506 554

N-acétyl B galactosaminidase 186 244 254 280 305

Une élévation régulidre d'activité apparalt pour toutes les glycannes hydro-
lases envisagées (figure 22) ; parfois, une augmentation d'activitd importante
est sensible mails est localis@e dans le temps : entre 30 et 60 minutes pour

la N-acétyl B galactosaminidase et entre 1 et 2 heures pour 1l'c mannosidase.

Aprés L heures de germination, l'activité de 1'a mannocsidase est multiplide
par 5 et celle de 1l'a galactosidase par 3, celle des autres enzymes est

augmentée a4 un facteur de l'ordre de 1,5.

e) Conclusions sur les activités enzymatiques.

-
T-activetes glycannes hydrofases du pollen des differents génotypes : L'ana-
lyse comparative des activités enzymatiques &tudides met en évidence des dif-
férences de comportement : 1l'o galactosidase, 1l'a mannosidase et la N-acétyl
B galactosaminidase présentent des activités comparables quel que soit 1'al-
léle S porté (ST’ S, ou Sh)' Par contre, pour la B galactosidase, le pollen
issu du cldne Bb (8182) a une activité double de celle décelée dans le pollen
issu de S1 (8181) ou Bg (S2Sh) ; pour la N-acétyl B glucosaminidase, le cldne

S1 présente la particularité d'avoir une activité &levée.



FIGURE 22 : EVOLUTION DES ACTIVITES ENZYMATIQUES SPECIFIQUES
ENREGISTREES AU NIVEAU DU TUBE POLLINIQUE AU
COURS DE LA GERMINATION,
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Ces résultats ne sont pas interprétables 4 ce stade de 1'étude ; on ne peut
relier directement une activité glycanne hydrolase & la présence d'un alldle S

particulier.

2-comparaison pollen-style : Elle n'a pu etre réalisée, pour des raisons de

quantité de matériel dispconible, que sur le cldne Bb (S182).

Le style vierge présente généralement une activité glycanne hydrolase (expri-
mée en unités spécifiques) beaucoup plus faible que celle du pollen porteur

des mémes alléles S, exception faite de 1l'a galactosidase.

La pollinisation améne une modification, importante parfois, des activités
spécifiques de certaines glycannes hydrolases

- la pollinisation incompatible induit une diminution de
l'activité de 1'a mannosidase

- la xénopollinisation, dans ce cas demi-compatible, se tra-
duit par une augmentation considérable de l'activité o galactosidasique (3
fois celle du style vierge), de la B galactosidase et de la N-acétyl B 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 réguliére de toutes les activités glycan-
nes hydrolases ; or, la pollinisation a parfois pour conséquence une activité
enzymatique identique dans le style vierge et le style pollinisé (c'est le
cas pour l'o mannosidase) alors que l'activité mesurée dans les tubes polli-
nigues pour cet enzyme est trés fortement augmentée au cours de la germination.
On peut donc penser que les activités enzymatiques sont adaptées aux condi-
tions du métabolisme local nécessaire 3 la croissance ou & 1l'arrdt du tube

pollinique.

Cependant, les résultats des dosages enzymatiques obtenus, s'ils sont globale-
ment intéressants, présentent quelques incertitudes : l'activité spdeifique
de chaque enzyme &tudié ne peut &tre déterminde avec la précision souhaitable,
compte-tenu de la présence abondante de pigments 1ids aux protéines extraites ;
la localisation électrophorétique des activités enzymatiques qui aurait ver-
mis une meilleure appréhension des résultats est, pour les mémes raisons, ren-

intéressant A'isoler

()N
[

due impossikle. Te plus, 1l curailt &t 2 ou les protéi-
nes que les alléles S produisent théoriquement ; les résultats obtenus per-
mettent en effet de mettre en &vidence 1'apparition de pics 3 278 nm dans

les styles ayant subi les pollinisations compatible et incompatible. Il aurait
donc été utile de définir et de caractériser par les critdres habituels ces

différentes protéines. La liaison avec des pigments au cours des processus
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d'extraction ne permet malheureusement pas, avec les techniques utilisées et
malgré de nombreuses tentatives, d'aller plus avant dans l'analyse. Devant
l'impossibilité de résoudre ces problémes, nous avons du nous orienter vers
la définition et l'analyse d'une autre catégorie de constituants cellulaires :

les phospholipides et les glycosphingolipides.

V - LES PHOSPHOLIPIDES ET L'INCOMPATIBILITE DE FECONDATION

La croissance des tubes polliniques dans le tissu conducteur
du style déclenche des réactions physiologiques dont nous avons mis en évi-
dence gquelques aspects dans les paragraphes précédents. Ces réactions aboutissent
au rejet de 1l'autotube ou permettent la traversée du style dans le cas compa-
tible. Quelle que soit la réponse, ces phénoménes nécessitent des échanges
importants. Il apparalt, en effet, que la croissance du tube pollinique préa-
lable 3 la fécondation, nécessite une permfabilité des membranes et 1'adap-
tation de systémes enzymatiques exactement adaptés aux processus biochimiques
locaux (HAVEZ, 1967).

Or, les phospholipides sont des constituants essentiels des
systémes membranaires et toute altération ou simple différence dans la compo-
sition en phospholipides des membranes peut avoir un effet sur la perméabilité
et par la méme, sur la croissance du tube pollinique. De plus, la conformation
et l'activité enzymatique des protéines membranaires peuvent é&tre modifides
par les phospholipides. Il est donc important de définir les phospholipides
entrant dans la composition des styles et du pollen d'Osnothera missouriensis,
d'analyser leur structure et d'étudier leur évolution au cours du phénoméne

d'autoincompatibilité de fécondation.

Aprés la description des principaux phospholipides végétaux
et leur localisation, nous analyserons les différentes fonctions connues de
ces composants. Les résultats expérimentaux nous permettront ensuite de faire

des hypothéses sur le r0le des phospholipides dans la réaction de rejet.

a) Structure et répartition des phospholipides.

Les phospholipides (glyc&rophosphatides, phosphoinositides,

prhosphosphingosines) entrent dans la constitution des membranes de toute
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régne végétal.
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cette catégorie de lipides n'est donc pas particulidre au

Les deux premiers groupes cités ont pour formule générale :

1

?Hz - 0 = CO - Rl

CH
i

CH2

- 0 -

- 0 -

R, et R2 sont des restes aliphatiques.

co - R2

0 - X

Le tableau 23 suivant répertorie les principaux phospholipides

et leur localisation.

Tableau 23 : Localisation des principaux phospholinides.

X Nom Abréviation Localisation ou Références
fonction bibliographiques
H Acide phosphatidique AP intermédiaire
’ métabolique
{peu abondant)
+
-CHZ-CHZ-N-(CH3)3 Phosphatidylcholine PC constituant des De GIER et Van
ou lécithine ~ nembranes plasmi- DEENEN (1961)
ques
réticulum endoplas-
migue
-CHZ-CHZ-NHZ Phosphatidyléthanol-{ PE constituant des BOMSTEIN (1968)
amine ou céphaline membranes plasmi- DAWSON  (1969)
ques non chloro- ANEJA (1569)
plasmiques
membranes bactérien-
nes
-CHZ-CH-NH2 Phosphatidylsérine PS intermédiaire méta-| BENSON et MARUQ
Loon bolique (peu abon- | (1958) .
dant) BENSON et STRICKLAND
(1960)
-CHZ-CHOH-CHZOH Phosphatidylglycérol| PG chloroplaste BENSON et MARUD
(1958)
-CHZ-CHOH-CH2 Diphosphatidylgly- PGP membrane interne de| BENSON et STRICKLAND
0 cérol (cardiolipide) la mitochondrie (1960)
HO-P=0 CCOULON~MORELEC et
0 DOUCE 115968)
. CHo=CH-CH)
Rg-C0O-0 ~ 0-CO-R3
OH GH . .. .
OH Phosphatidylinositol] PI membrane plasmigue | LEPAGE et coll.
“OH .
0
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La répartition des différentes catégories de phospholipides
varie suivant les particules subcellulaires (tableau 2k) meis quelques lois

générales peuvent etre formulées (MAZLIAK, 1971).

1) les lécithines sont les phospholipides majeurs des membranes cytoplasmi-
ques non chloroplastiques des cellules végétales ;

2) dans la plupart des membranes non chloroplastiques, la phosphatidyl &thanol-
amine est un deuxiéme phospholipide trés important, en particulier dans les
membranes bactériennes ;

3) 1l'ensemble des phospholipides azotés représente plus de 70 % des phospho-
lipides totaux ; la phosphatidylsérine et l'acide phosphatidique sont souvent
présents & 1'état de traces, leur présence est sans doute 1liée 3 des activités
enzymatiques ou/et au fait qu'ils interviennent comme intermédiaires métaboli-
ques

4) le phosphatidylglycérol (PG) et le diphosphatidylglycérol (PGP) se concen-
trent dans les membranes ol s'effectuent des conversions énergétiques avec
transfert d'électrons : on trouve le PG dans le chloroplaste et la localisa-—

tion quasi spécifique du PGP se situe dans la membrane interne de la mitochondrie.
Tl existe une différence entre la composition de la membrane externe de la
mitochondrie, proche de celle des membranes microsomales et celle de la mem—
brane interne, pauvre en PG et riche en PGP ;

5) la composition en acides gras est trés variable selon les espéces. Cette
variabilité n'existe pas pour une méme cellule : il existe, pour une cellule
donnée, un équipement enzymatique tel qu'une certaine collection d'acides gras
peut €tre synthétisée. Cependant, les membranes péricytoplasmiques sont plus
~riches en acides gras saturés que les membranes intracytoplasmiques : la pré-
pondérance d'acides gras saturés contribue 3 stabiliser les molécules de phos-—
pholipides dans la bicouche lipidique et augmente 1'imperméabilité du plasma-—
lemme. .

Remarque : Le plasmalemme contient une- assez forte proportion de cholestérol ;
le rapport molaire cholestérol/phospholipides totaux est voisin de 1/1. Ce
taux 8levé de cholestérol a une influence positive sur la stabilisation des

membranes. Différentes théories ont été proposées i propos des propriétés

du complexe phospholipides — cholestérol.

b) Fonction des phospholipides membranaires.

Deux types de fonctions peuvent &tre distingués : les phospho-
lipides interviennent dans les systdmes de transfert d'électrons des chalnes

respiratoires ainsi que dans les phénoménes de perméabilité membranaire.

1-nelations avec Les chaines de transport d'électrhond : Les systémes enzyma~
tiques de la chalne respiratoire dépendent de la présence des phospholipides
membranaires ; cette dépendance est souvent citée comme 1'exemple typigque

d'interaction entre protéines et lipides.



TABLEAU 24 : DISTRIBUTION DES PHOSPHOLIPIDES DANS QUELQUES
TISSUS VEGETAUX (EXPRIMES EN MICROMOLES PAR
GRAMME DE POIDS FRAIS),

Tissu Iﬁ;g‘{;sjg Pl pc| pelpa| prjos |ps | ap Divers
poids frais)

FEUILLES

Mals (Zea mais) 1,7 251 14128 74 141 - -1 lyso PC

Tomate (Solanum lycopersicum) 2,2 51 2120 ) 5] - - 1

Betterave (Beta vulgaris) 4,7 36 12117 7 41 2 4 5
COTYLEDON

O arcoum sativum) 1,9 62| 16| -| 11| 2| 1| 3| phosphatidyl- |

‘ méthanol

RACINE

Betterave (Beta vulgaris) 3,5% 350 17| 6] 5] 2}12 |12 4 3
TUBERCULE

Pomme de terre (Solanwm '

tuberosun) 0,7 551 28| 2| 12 171 1 4
FRUIT

Pomme (Pyrus malus)

var. Cox's Orange Pippin 0,5 461 31 7 13 211 1 5
POLLEN

Pin (Pinus ponderosa) . - 601 18} 6] 13 211 - 6
SEMENCES ”

Ricin (Rictnus commmnts) 1,5 13 83] 7} tr 4 7

Soja (Glyeine max) ' 1,2 451 15] - | 25 41 1 8 | Phytoglycoli- 8

pides
PARTICULES SUBCELLULAIRES

CHLOROPLASTES

Mals (Zea mais) - 22 trj65] 104 tr )

Epinard (Spinacea oleracea) 5,3 47| 17|28 91| tr 10
MITOCHONDRIES

Tubercules de pomme de terre

(Solamwm tuderoswm) - 431 30} 3 7 8 5 11

Pomme (Pyrus malus) - 451 35} 7 51 tr 5 12

Chou fleur ™ (3rassica oZergcea - 431 321t 3 11 71 1 41,9 12
FRACTION MICROSOMIALE

Pomme de terre (Solanwn

euberosim) - 45| 33| 1016 ] 1] 1] 3 11

* micromoles/g de poids sec
% en pourcentage.

LEGENDE : PC : phosphatidylcholine - PE : phosphatidyléthanclamire -
PG : phosphatidylglycérol - PI : phosphatidylinisitel -
DPG : diphosphatidylqlycérol (cardiolipide) - PS : phosphatidylsérine -
AP : acide phosphatidique.

: ROUGHAN et BATT, 1969. - Phytochem., 8, 363.

: QUARLES et DAWSON, 1969. - Biochem. J., 112, 787.

: BEISS, 1969. - Laudwirtsch. Forsch., 2311, 198.

. GALLIARD, 1968. - Phytochem., 7, 1907.

: GALLIARD, 1968. - Phytochem., 7, 1915.

: Mc ILWAIN et BALLOU, 1966. - Biochemistry, 5, 4054.

: PAULOSE, VENKOB RAQ et ACHAYA, 1966. - Indian J. Chem., 4, 529.
: WAGNER et WOLFF, 1964. - Fette, Seifen, Anstrichmittel, 66, 425.
: DOUCE, GUILLOT-SALOMON, LANCE et SIGNOL, 1968. - Bull. Soc.Fr.Phys.V.,i4, 321
s WINTERMANS, 1960. - 8iochem. Biophys. Acta, 44, 49.

: BEN ABDELKADER et MAZLIAK, 1970. - Eur. J. Biochem., 15, 250.

: MAZLIAK et BEN ABDELKADER, 1970. - Rev. Gen. Botan., 77, S3.
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En partlculler, l'activité succinoxydasique ainsi que des partles du systéme
'multlenzyme, telles que la CoQ-réductase, la CoQHz—cytochrome ¢ réductase et la
cytochrome oxydase, sont presque totalement inactivées dans les mitochondries
chez lesquelles les phospholipides ont été €liminés. 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 MAZLIAK, 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 lipoprotéigues.

Dans les chaines de transport d'électrons, les phospholipides mitochondriaux
interviennent 3 3 niveaux différents
- ils Jjouent un rdle 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 &tat
dispersé de l'oxydase tels que les atomes de Cuivre et les groupement SH qui
détiennent l'activité catalytique aient une orientation convenable ;

- une ou deux molécules de DPG sont indispensables et doivent
nécessairement &tre lifes a la cytochrome oxydase.
De la méme fagon, les phosphollpldes sont necessalres dans les systémes de trans—
port d'électrons dans le réticulum endoplasmique (JONES et WAKIL, 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 & la désaturation du stdaroylcoenzyme A soit 3 1'hydroxy-
lation et aux réactions du déméthylation (STROBEL et coll., 1970), enfin,
DUTTERA et coll. (1968) ont démontré la nécessité des phospholipides dans 1'ac—

tivité glucose 6 phosphatase dans les microsomes de cellules hépatiques.

2-rnole dans Les rlactions de thansport membranaire : Il existe une littérature
abondante sur le rdle des phospholipides dans les réactions de transports
membranaires. Les propriétés de perméabilité de plusieurs systeémes membranaires
ont &té ;lses en relation avec leur composition en phospholipides. Des membra-—
nes artificielles composées uniquement de deux couches bimol&culaires de phos-
pholipides permettent d'imiter les phénomeénes de perméabilité passive des mem~
branes biologiques. Ainsi, des découpleurs de phosphorylation oxydative induisent
une augmentation notable de la conductance en protons des couches phospholipidi-
ques, ce qui est en accord avec 1'hypothése de MITCHELL ; selon cette théorie

ces découpleurs agissent comme transporteurs de protons liposolubles 3 travers la
membrane mitochondriale interne pour‘éviter la formation de gradients de pro-

tons au cours du transport d'électrons.
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La valinomycine et d'autres ionophores produisent un transport sélectif de K*
et d'autres cations au travers des membranes phospholipidiques artificielles
de fagon analogue & leurs effets sur les mouvements des cations au travers des

membranes mitochondriales ou d'autres types de membranes biologiques.

Chez de nombreuses espéces de mammiféres, la perméabilité des membranes dry-
throcytaires aux substances ioniques et non ioniques suivent une relation
étroite avec le rapport 1lécithine/sphingomyéline. Comme les lécithines con-
tiennent généralement une proportion plus élevée d'acides gras insaturds que
les sphingomyélines, l'hypothése a été émise que la permfabilité peut dépendre

partiellement du degré de saturation des phospholipides membranaires.

Les observations de DE GIER et coll. (1968) sur des membranes artificielles,

préparées d 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 &té consacrés aux effets régulateurs des phospholipides
sur 1'ATPase mitochondriale impliquée dans la phosphorylation oxydative. Les
phospholipides jouent aussi un rSle important dans la fonction d'autres ATPases
- subcellulaires impliquées dans les réactions de transport membranaire. L'ATPase
plasmique qui est activée par les ions Na¥ et Kt et qui participe sans aucun
doute & la translocation de ces cations,dépend des phospholipides dans quelques
tissus ; une autre ATPase,qui intervient dans le transpcrt actif,est celle du
réticulum sarcoplasmique,impliquée avec 1'échange des ions Ca+t dont la sortie
est également concomitante avec 1'hydrolyse d'ATP dans les vésicules microso-
males isolées du muscle. Le traitement de microsomes par la phospholipase C
inactive 3 la fois 1'ATPase et le transport de Ca'’ ; l'activité est restaurée
par adjonction de phospholipides (l&cithine, lysolécithine ou acide phosphati-

dique).

3-ingluence des Lipides sur Les activités enzymatiques LiZes aux membranes :

Les techniques de biophysique ont récemment permis de mettre en évidence 1'état
dynamique dans lequel se trouvent les phospholipides. Ainsi, les longues chal-
nes alinhatiqyues des acides gras constitutifs sont capables de se plier rapi-
dement ; d'autre part, des molécules peuvent se déplacer & l'intérieur des mem-
branes (DEVAUX et Mac CONNEL, 1973) ; enfin, des phospholipides passent trds
lentement d'un feuillet & 1'autre (mouvement flip-flop) (VERKLEIJ 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
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1'ATPase du sarcoplasme musculaire doit, pour rester active dans le transport

du calcium, etre entourée d'un anneau de 30 molécules de phospholipides.

Les lipides membranaires peuvent donc &tre divisés en 2 classes : les lipides
1liés entourant les protéines et les lipides mobiles qui diffusent latéralement
3 l'intérieur de la membrane. Le passage des lipides d'un état liquide 3 un
8tat de gel par exemple, induit l'inhibition de la respiration mitochondriale
lorsque la température s'abaisse au-dessous de 10°C chez les végétaux sensi-

bles au froid.

c) Les phospholipides végétaux.
I1 faut distinguer les tissus chlorophylliens des autres tis-
sus. Le tableau 24 indique la composition et la concentration en phospholipi-

des de quelques plantes.

Les lipides totaux peuvent constituer jusqu'ad 10 % du poids
sec des feuilles et jusqu'a 40 % du poids sec de chloroplastes isolés. Les
phospholipides constituent 14 % des lipides des lamelles chloroplastiques, les
galactolipides 40 %, les sulfolipides T %, les chlorophylles, caroténoldes 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 (DGDG)et le sulfoquinovosyldiglycéride (SL). Ces 1i-
pides ne sont pas répartis de facon uniforme dans les membranes chloroplasti=-
ques : le MGDG est concentré dans les membranes internes du thylacoIde 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-
€thanolamine sont,normalement,les phospholipides les plus abondants. Toutes
les algues vertes étudiées contiennent les mémes phospholipides que les plan-
tes supérieures bien que les proportions relatives des différentes catégories
varient avec l'espéce et avec les conditions culturales. La composition en

phospholipides varie &galement avec la température chez les algues.

‘Les bactéries photosynthétiques contiennent également le
phosphatidylglycérol comme les chloroplastes ; la phosphatidyléthanolamine

est relativement abondante chez ces microorganismes.
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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 & l'activité de la

phospholipase D au cours de 1l'extraction.

La N-acétylphosphatidyléthanolamine a été identifiée dans des
semences (Pois et Soja) ainsi que dans la farine de B1& (QUARLES et coll.,
1968 ; ANEJA et coll., 1969).

Quelques végétaux contiennent &galement un phytoglycolipide
complexe contenant du phosphore dont la structure a &té &lucidée par CARTER
et coll. (1969). '

I-distnibution des acides grhas dans Les phospholipides 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 lumidre et la

température en sont des éléments.

Alors qu'un grand nombre d'acides gras ont 2té 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 ol&ique. Ceux dont les longueurs de chaine sont autres que 016 ou

018 n'existent qu'd 1'état de traces.

L'acide hexad&cénolque isomére 9 ou 7 se retrouve en faibles quantités. L'iso-—
mére 3~trans-hexadécénolique qui intervient spécifiquement en position 2 du
phosphatidylglycérol 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 & nombre impair d'atomes de carbones se

retrouvent souvent parmi les triglycérides des semences ainsi que dans les



TABLEAU 25 : REPARTITION DES ACIDES GRAS DANS LES PHOSPHOLIPIDES
VEGETAUX (EXPRIMES EN POURCENTAGES RELATIFS).

Tissu C14:0 |Cl6:0 | C16:1)C18:0C18:1C18:2 |C18:3 Divers
FEUILLES
Ricin (Ricinus commats) PC 38 3 3 24 33
PE 36 2 1 21 40
PG 1 47 19 4 12 4 20
P1 54 4 5 3 6 34
RACINES
Navet (Brassica campestris) PC 10 1 1 11 20 58
PE 13 1 1 11 25 50
Pl 34 1 1 4 15 47
cL 11 1 1 9 21 57
lipides
totaux 13 } 1 9 19 57
TUSERCULES
Pomme de terre (Solanum PC 17 3 5 67 8
tuberoswn) PE 19 3 ) 64 8
PG - 48 5 6 38 4
P1 43 3 2 43 8
: CL 10 7 10 58 16
ipides
totaux. 20 3 4 60 15
.FRUITS
Pomme. (Pyrus malus) PC. 3 23 1 1 10 61 3 12 : 0 (3)
PE 1 25 - 2 7 65 1 12 : 0 (1)
PG 1 44 9 3 15 22 - 12 : 0 (2)
P 1 40 3 3 7 37 2 12 : 0 (1)
16 : 2 (0,6)
16 : 3 (0,4)
cL 2 34 10 3 11 32 0 12 : 0 (2)
16 : 2 (1)
16 ¢ 3 (1)
POLLEN
Pin (Pinus porderosa) PC 18 2 17 52 4 20:2(4) autres(6)
PE 21 0 8 50 8 20:2(4) autres(8)
PG 38 2 10 38 3 autres(9)
P1 40 0 17 39 0 autres(4)
CL 22 5 14 29 2 20:2(5) autres(22)
pPS 41 4 22 18 0 20:2(8) autres(8)
LEGENDE : PC : phosphatidylcholine - PE : phosphatidyléthanolamine - PG : phosphatidylglycérol - .
Pl : phosphatidylinositol - CL : cardiolipide (diphosphatidyiglycérol) - PS : phosphatidylisérine.

O 3= 0 DN
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: NICHOLS et JAMES, 1964. - Fette, Seifen, Anstrichmittel 66, 1003.
: LEPAGE, 1967. - Lipids, 2, 44.
: GALLIARD, 1968. ~ Phytochem., 7, 1907.
: GALLIARD, 1968. - Phytochem., 7, 191S.
¢ Mo ILWAIN et BALLGOU, 1966.
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cires épidermiques des tissus végétaux et n'appartiennent normalement pas aux

‘phospholipides.

La composition en AG des phosphatidylcholines et des phosphatidyléthanolamines
sont sigpilaires. Le phosphatidylinositol et le diphosphatidylglycérol contien-
nent normalement une plus forte proportion d'acides gras saturés (essentielle-
ment 1l'acide palmitique) que la phosphatidylcholine et la phosphatidyléthanol-
amine.

La distribution des acides gras entre les positions 1 et 2 des phospholipides
est analogue a4 celle des lipides animaux : les acides gras saturés sont loca-
lisés principalement en position 1 tandis que la position 2 est occupée sur-—
tout par les insaturés. Cependant, les acides linoléique et linol&nigque cons—
tituent normalement 60 i 80 % des acides gras des phospholipides végétaux et
la distribution de ces acides gras polyinsaturés entre les 2 positions est iden-—
tique. Une quantité significative d'acide linolénique peut se trouver en

position 1.

2-precautions parnticuliernes a prendre pourn L'extraction des Lipides végétaux :
Beaucoup de végétaux contiennent des enzymes lipolytiques trds actifs, 1ibé-
rés au cours du broyage cellulaire, telles la phospholipase D et les acyl-
hydrolases. De tels enzymes détruits méme d faible température, voient leurs
effets accentués par l'utilisation de solvants organiques, au cours de l'ex~
traction. Il faut donc pour atténuer l'hydrolysé enzymatique, "blanchir” les
tissus, en les homogénéisant avec l'isopropanol (de préférence 3 chaud) avant

1l'extraction par les solvants appropriés.

Le contenu vacuolaire contient de fortes concentrations en acides organiques ;
leur libération, au cours de l'extraction, produit des mélanges acides et

entraine une baisse du pH.

Des composés phénoliques sont également abondants dans les cellules végétales
et leur oxydation (spontanée ou enzymatique), au cours de 1l'extraction, conduit
souvent a des substances polyphfnoliques, trés colorées, qui inactivent de

nombreuses engzymes par un processus de "tannage'.

Les enzymes lipolytiques mentionnés ci-dessus peuvent attaquer les structures
membranaires lipoprotéiques,ce qui provogue,par exemple,l'inactivation des

chloroplastes et des mitochondries.

Un contrdle du pH, la prévention et 1'@limination des composés polyphénoli-
tiques et des acides gras sont indispensables pour une production satisfaisan-

te d'extraits actifs et d'organites subcellulaires fonctionnels.
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d) Résultats expérimentaux (CARON et BRIS, 19TkL).
l-analyse des estens méthyliques d'acides gras naturels : L'extraction des es-

ters méthyliques d'acides gras naturels est effectuée sur le matériel frais,

non congelé.

Cette extraction (fiches techniques n® 9 et 10) a nécessité la recherche d'une
méthode spécifique, différente de celle de FOLCH (1957), afin d'éviter la mé-
thylation ; les lipides sont extraits par le mélange chloroforme-isopropanol
(2/1, v/v) (FATHIPOUR et coll., 1967). Le résidu sec est repris par un volume
minimum d'éther de pétrole 60-T70°. L'analyse qualitative des esters méthyliques
naturels est effectuée aprds purification sur colonne d'acide silicique (fiche
technique n® 11), évaporation 2 sec, redissolution dans l'hexane et analyse par

chromatographie en phase gazeuse sur colonne de DEGS.

L'analyse chromatographique permet de caractériser 1'oléate et l'arachidonate
de méthyle dans les pollens des plantes S,, Bb et Bg ; aucun ester méthylique

naturel n'a pu tre 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 d'Oenothera missouriensis a une composition en esters méthyliques na-
turels différente de celle du Blé,dans lequel CONNELL (196L) a caractérisé le
‘caproate et le caprylate de méthyle. Par contre, elle semble se rapprocher du
pollen de Mals au niveau duquel FATHIPOUR et coll. (1967) ont mis en évidence
1'oléate et l'arachidonate de méthyle quoiqu'en quantité plus faible que le

linoléate et le palmitate.

Une telle composition se révdle homogSne dans chacun des pollens issus des

3 génotypes &tudiés (CARCN, 1972).

2-analyse des acides gras entrant dans La composition des Lipides foaux : 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 i rompre :
1'exine. Pour ces deux raisons, le broyage et 1l'homogénéisation des tissus sont
effectués dans 1'azote liquide,qui favorise l'éclatement de l'exine et qui

inactive les phospholipases et les galactolipases présentes.
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Les lipides sont ensuite extraits par le mélange de FOLCH. A l'issue des di-
vers procédés d'extraction, un dosage du phosphore lipidique ést réalisé sur
les résidus d'extraction pour controler l'absence de phospholipides. Les ré-
sultats de ces dosages montrent que les teneurs en phosphore sont toujours

inférieures 4 1 % pour le pollen et nulles pour le style.

‘L'analyse des acides gras des extraits lipidiques totaux est effectuée apreés
saponification et méthylation des acides gras 1libérés, par chromatographie en
phase gazeuse sur colonne de DEGS. Aprds &talonnage avec des mélanges témoins
d'ester méthyliques d'acides gras, les divers constituants sont &valués en

pourcentage molaire (fiche technique n° 12). Les résultats sont rassemblés dans
le tableau 26 {COUSTAUT et LINDER, 1977) .

L'acide palmitique et 1l'acide linolénique peuvent &tre considérés comme les
acides majeurs du pollen tandis que les acides myristique et tridécanolIque
sont présents a 1'état de traces. Enfin, on retrouve dans tous les pollens &tu-

diés 2 acides gras indéterminés, dénommés X, et X,.

Comparés entre eux, la composition en acides gras des pollens présente gquelques
différences : le pollen issu de la plante sth montre une forte teneur en acide
linoléique (12 %) tandis que les pollens issus de S1S1 et 5.5, ont des teneurs
.en cet acide 6 fois plus faibles. Le pollen S2Sh ne contient pas d'acide ca-
prique alors que S1S1 et 8182 en sont pourvus respectivement de 9 % et L %. Le
taux d'acide caprique semble donc en relation avec la présence de 1l'alléle S1 H
il faudrait confirmer ce fait expérimental avec du pollen provenant d'autres

plantes possédant l'alléle S1 1ié 3 un autre alldle S (plante S.S,) par exemple).

183
Les acides gras des lipides du style vierge,autopollinisé et x&nopollinisé

sont identiques 4 ceux mis en évidence dans les extraits de pollen 3 1'excep-
tion des acides gras inconnus X, et X,. Le tableau montre 1'homogénéité de 1
distribution des acides gras dans les styles : parmi eux, les acides palmiti-

que, linoléique et linolénique se retrouvent en quantités relativement importantes.

I1 conviers de noter que 1l'introduction des acides gras du pollen sur les pis-
tils pollinisés ne modifie que trds légdrement la teneur en acides gras du
style vierge ; en partigulier, l'acide caprique, trouvé en abondance dans le

pollien 81, n'spparalt pas Jdaass les-styles 3.5

151 autopoliliinisés.



TABLEAU 26 : ACIDES GRAS DES LIPIDES TOTAUX DU POLLEN ET DU STYLE
(COUSTAUT ET LINDER, 1977).

AU
It
A

L

&

Acides gras des Lipides totaux
(% moLaine)
-Acide caprique (C10 : 0)

-Acide laurique (C12 : 0)
-Acide tridécanoique (C13 : 0)
~Acide myristique (C14 : 0)

X

uwnmam palmitique (C16 : 0)
-Acide stéarique (C18 : 0)
-Acide linoléique (C18 : 2)
-Acide linolénique (C18 : 3)

X, (ac. vernolique) (?)

1,2
1,5

40
2,5
2,2

38,6

POLLEN

1,8
1,3

48

2,3
37,6

traces
traces
traces

43
1,3

12

43,7

Vierges

2,4
traces
traces

32
1,4

43

21,2

STYLES
Autopollinisés

2
traces
traces

28

39
30

Xénopollinisés

2,1
traces
traces

29
1,1

37

30,8
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En conclusion, deux esters méthyliques ont &t& identifiés dans le pollen : l'o-
léate et l'arachidonate de méthyle ; l'homogénéité de leurs distributions qua-
litative et quantitative dans les 3 génotypes de pollens et leur absence tota-
le du style vierge sont des &léments contradictoires avec 1l'hypothése d'un $

role de facteur de croissance spécifique de ces acides gras.

La comparaison des résultats concernant le pollen et le style vierge met en
évidence que les teneurs relatives en acides gras du pollen et du style vierge
sont équivalentes, exception faite de 1l'acide linoléique ; le style vierge est
trés riche en acide linoléique mais ne contient pas d'acide caprique. La pol-
linisation (compatible ou non) ne modifie que trds 18glérement la teneur en

acides gras.

3-extrnaction, séparation et Ldentification des phospholipides : L'extraction

est réalisée selon la méthode de FOLCH et coll. (1975) (fiche technique n° 12) ;
les dosages de phosphore lipidique sont effectués par la méthode de BRIGGS
(192L4) (fiche technique n° 13). Les résultats correspondent au pourcentage de
phosphore exprimé par rapport au poids de matériel végétal frais (tableau 27)
(CARON et BRIS, 1972).

La lecture du tableau met en &vidence une teneur en phosphore lipidique beau-—
coup plus €levée dans le pollen que dans le style vierge. De plus, les styles
vierges entre eux ainsi que les styles pollinisés présentent des taux de
phosphore constants. Seule la comparaison style vierge/style pollinisé permet
de déceler dans le style non pollinisé, deux fois plus de phosphore lipidique
que dans le cas de la pollinisation ; la trds faible différence observée entre
styles autopollinisés et xénopollinisés ne peut étre considérée comme signi-

ficative, 4 ce stade de l'analyse.

La comparaison la plus intéressante reste donc celle des pollens entre eux.

I1 faut noter que dans le pollen issu de la plante Bg, le taux de phosphore
lipidique est nettement supérieur & celui du pollen issu des plantes S1 et

Bb (1,47 % contre 1,07 et 1,05 %). Il conviendra de vérifier que ce résultat
dépend de l'absence de 1l'alléle S1 dans le pollen, d'autant plus que la teneur

en phosphore lipidique est également plus &levée dans les styles vierges

Sgbh'
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Tableau 27 : Teneuns en phosphore Lipidique du pollen et
du style d'Oenothera missouriensis.

Matériel Géno;{gﬁt:e la Pourcentage de P/PF
Sls1 1,07
Pollen 8152 1,05
5254 1,45
vierges
5151 0,42
3152 0,45
5754 0,47
autopol.
S,S, xS.S 0,15
Style 1°1 1°1
SIS2 X 5152 0,16
5254 X 3254 0,14
xénopol.
5151 X 5254 0,21
5254 X Sls1 0,19

.fractionnement des phospholipides : c'est la chromatographie

d'adsorption sur colonne d'acide silicique Mallinckrodt 100 mesh qui permet

de séparer les diverses catdgories de lipides polaires dans un ordre de pola-—
.rité croissante : les lipides neutres sont éluds les premiers et les phospho-
lipides les plus polaires les derniers (fiche technique n® 15). A 1'issue du
fractionnement, on recueille 4 fractions : la premidre, chloroformique,
contient les lipides neutres ; la seconde, acétonique (fraction A) contient
les glycolipides ; les 38me et Ldme fractions (B et C) renferment la totalité
des phospholipides. Les dosages de phosphore lipidique montrent que ia sépara~
tion n'est pas tout 4 fait conforme aux résultats attendus ; en particulier,
on retrouve une quantité non négligeable de phosphore lipidique 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
€luants 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

NHMOH concentré (fiche technique n°® 16).
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Les 3 premiéres fractions contiennent les glycolipides ; la
fraction 4 renferme la quasi totalité du phosphore lipidique de la solution
initiale ; en moyenne 95 % du pﬂosphore se retrouvent dans cette fraction chez
le pollen et 98 3 99 % chez le style.

4-analyse qualitative des phospholipides : Elle est basée sur la chromatogra-
phie en couche mince (fiche technique n® 17) ; 1l'identification est réalisée

par des témoins purs et des réactifs spéecifiques dans les conditions suivantes

- couche mince de gel de silice Merck G de 250 u d'épaisseur ;

- solvant : chloroforme — méthanol - acide acétique - eau (170/25/25/6, v/v) ;
- migration de 12 cm ;

- révélation au réactif de Zinzdaze ou plus spécifique par les réactifs de

Dragendorff, de Scherer, a4 1= ninhydrine.

.étude des fractions 4 et B : par chromatographie sur couche

mince, un spot unique de Rf : 0,65 dans le cas du pollen,et deux spots dans
celui du style (Rf : 0,65 et 0,45) sont identifiés.

Le spot de Rf : 0,65 correspond & l'acide phosphatidiques
comme le confirme l'analyse sur couche mince dans le solvant alecalin :
chloroforme-méthanol-ammoniaque 7 N (65/30/4, v/v) (dans ces conditions, 1l'acide
phosphatidique ne migre pas alors que tous les autres phospholipides migrent).

Dans ce solvant alcalin, les fractions provenant du pollen
présentent également un seul spot de Rf nul tandis que celles issues des sty-
les révélent 2 taches de Rf 0 et 0,k2.

Le spot de Rf 0,45 identifié dans le systéme de solvant acide
est trés intense pour toutes les fractions 4 des styles mais n'apparalt que

1t

pour les seules fractions B issues des styles vierges. Sa révélation positive
au réactif de Zinzdaze 1l'identifie soit au phosphatidylglycérol soit au di-
phosphatidylglycérol. I1 s'agit en fait de phosphatidylglycérol : la preuve
est apportée par chromatographie sur gel de silice H avec migration dans
deux solvants de polarité différente d'une part, et par l'analyse du rapport
phosphore/glycérol d'autre part ; 1l'étude de ce rapport fournit des valeurs
comprises entre 14,7 et 17,2 (valeur théorique pour PG : 15,5 et pour PGP
10,33).

En résumé, les fractions 4 et B sont composées d'acide phos-
phatidique chez le pollen et d'acide phosphatidique et de phosphatidylglycérol
chez le style.

.étude des fractions C : les fractions des différents extraits

polliniques sont chromatographides dans les conditions expérimentales décri-

tes ci-dessus.
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4 spots sont révélés par le réactif de Zinzdaze ; la comparai-
son de leur Rf 2 ceux des témoins et l'utilisation de réactifs de révélation
spécifique (réactif de Dragendorff et réactif 3 la ninhidrine) permettent
1'identification directe de 3 phospholipides :

- la phosphatidyléthanolamine ;

~ la phosphatidylcholine ;
- la phosphatidylsérine.

La détermination du 4&me spot est plus délicate : on obtient
une tache rose-orangé avec le réactif de Scherer qui peut &tre le phosphatidyl-
inositol (fiche technique n® 17). La confirmation de la nature de cette tache:
provient de son analyse en chromatographie gazeuse, aprés hydrolyse du phos-—
pholipide : le phosphatidylinositol est hydrolysé et l'inositol 1ibéré est
triméthylsilylé et chromatographié sur colonne de OV 17 & 3 % chromocsorb W
60-80 mesh & 220°C.

L'analyse &tablit qu'il s'agit effectivement de cet ose et
que le pollen de la plante Bg différe par sa teneur en inositol des 2 autres
pollens : il est beaucoup moins riche que les pollens issus desg plantes S1
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.'

5-analyse des acides gras constitutifs des phospholipides (LINDER et COUSTALT,
1973) : Elle s'effectue aprss saponification des phospholipides et méthyla-
tion des acides gras par chromatographie en phase gazeuse sur colonne de DEGS

a4 176°C (fiche technique n° 18).

Les acides gras des phospholipides du pollen sont les suivants
- 1'acide hexadécanolque (palmitique) ;
- 1'acide cis 9-cis 12-cis 15 octadécatridnoique (1l'acide
linolénique).
Dans les styles, par contre, 3 acides gras entrent dans la composition des
phospholipides
- 1l'acide hexadécanoique (palmitique) ;

- Tood Je de Geita R Sy L Sty U [ R -
llacide cis 9—c1s octadécadiénoigue ylanclligue,

Al
/
- 1'acide cis 9-cis 12-~cis 15 octadécatriénoique (linolénique).
Les résultats moyens exprimés en pourcentage molaire aprds planimétrie des

chromatogrammes sont réunis dans le tableau suivant :
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Acide Acide Acide

palmitique linoléique | linolénique
Pollen 87 0 13
Style 41 21 38

En résumé, 1l'étude analytique des phospholipides du pollen et du style d'Oe-
nothera missouriensis met en é&vidence

- des différences quantitatives entre les pollens de 3 plan-—
tes S5.,, Bb et Bg : le pollen Bg bien gue plus riche en phospholipides totaux
possé&e des teneurs en acide phosphtatidique et en phosphatidylinositol plus

faibles que S1 et Bb ; les taux de phosphatidylcholine, phosphatidylsérine et
phosphatidyléthanolamine y sont au contraire augmentés ;

- 11 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 ;

- 11 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 comstitutifs, l'acide linol&ique n'appartient qu'au style.

6-conclusion : En conclusion de cette &tude sur les esters méthyliques d'acides
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 & des résultats positifs. Cependant, les
différences gqualitatives et quantitatives constatées entre les différents
génotypes, entre le pollen et le style ou entre les styles ayant subi la pol-
linisation compatible ou non doivent €tre envisagées avec beaucoup de prudence,
dans le cadre de leur rdle éventuel dans les processus d'autoincompatibilité

ou de leurs relations avec les différents alléles 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
ie pollen quel yue soit 1'ailé€le 3 ; l'acide lincliflque est une carac-
téristique du style ; enfin si le phosphatidylinositol est spécifique au
pollen (avec des variations selon les génotypes), le phosphatidylglycérol

n'apparalt que dans les styles.

I1 faut également noter que s'il existe un métabolisme phospholipidique carac-

téristique du pollen ou du style, la pollinisation, compatible ou non, ne
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semble pas avoir un rdle particulier dans la teneur et la répartition des

lipides phosphorylés.

VI - LES GLYCOSPHINGOLIPIDES

Les glycosphingclipides (GSL) sont des constituants membranai-
res des organismes procaryotes et eurcaryotes. Peu abondants, leur importance
fonctionnelle dans les membranes, a &té mise en évidence par des travaux ré-

cents.

Constituants de la matrice lipidique membranaire, les GSL
apparaissent,en effet, comme les &léments de spécificité cellulaire (MARTENSON,
1969). De plus, la teneur en GSL varie dans les tissus, les organes ou les
organismes en fonction de l'espéce (SVENNERHOLM, 1970), du cldone (COLES et
coll., 1970), du sexe (GRAY, 1971), de 1'dge (COLES et coll., 1970) et de 1'é-
tat physiologique (BRADY, 1973). Mais c'est le rdle, supposé et aujourd'hul
mieux compris, des GSL dans les mécanismes physiologiques qui conditionnent
la reconnaissance des cellules entre elles et la transformation des signaux
inter ou extra-cellulaires en réponses métaboliques intra-cellulaires qui
nous a guidé 3 entreprendre l'analyse de ces constituants dans le cadre de
1'étude sur l'autoincompatibilité de fécondation. En effet, dans ces méca-—
nismes, on distingue généralement 3 phases
- la reconnaissance et la liaison d'une substance effectrice 4 la surface
cellulaire ;

- la transmission de l'information & travers la membrane plasmiqgue ;

- 1l'activation de voies métaboliques intra-cellulaires.

‘ Dans le régne animal, de nombreux auteurs ont montré que les
GSL sont effectivement des récepteurs membranaires spécifiques capables de
fixer des ioMs, des protéines (ou des glycoprotéines) ce qui influencera le

métabolisme cellulaire.

Nous envisagerons successivement la localisation des GSL, leur
structure et leur métabolisme avant de résumer les différentes fonctions dans

lesquelles ils sont impliqués puis nous exposercns nos résultats expérimentaux.
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a) Localisation des glycosphingolipides.

Les GSL sont des constituants membranaires. Le rapport molaire :
glycosphingolipides totaux/phospholipides est de 0,045 pour la cellule entiére,
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, my@line, les GSL peuvent constituer jusqu'd 25 % des lipi-

des totaux.

YOGEESWARAN et coll. (1972) ont trouvé 3 a4 5 fois plus de
gangliosides dans le plasmalemme que dans la cellule entiére. Plus préqisément,
les GSL se situent au niveau de la partie externe de la double couche de lipi-
des membranaires (SINGER, 197T4). Cette localisation est confirmée par la mise
en &vidence 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 1'architecture membranaire, la partie lipophile des GSL
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 apcessibié 3 1'hydrolyse enzymaﬁique lorsque la cellule vieillit : les
chainons osidiques ne sont plus dégradés et semblent enfouis & l'intérieur de
la membrane ; le phénoméne a été également mis en évidence pour des GSL de cel-
lules cultivées in vitro (HAKOMORI, 1975) : le taux des GSL augmente avec la
prolifération cellulaire mais leur réactivité vis—d-vis de leur antisérum
spéecifique diminue. L'exposition de la partie hydrophile vers l'extérieur semble
&tre 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 membranaires variable selon leurs fonctions cellulaires.

b) Structure des GSL — nomenclature.

De nombreuses revues générales (en particulier WIEGANDT,
1971 ; MORELL et BRAUN. 1972) ayant ét& consacrées 3 la structure et 3 la
classification des GSL, nous nous contenterons de résumer les travaux de leurs

auteurs.

Les GSL sont constitués d'une base & longue chalne (BLC)
combinée 4 un acide gras en position 2 (par une liaison amide) et 3 0,1 ou

plusieurs oses,par une liaison osidique le plus souvent en 1-4 (figure 29).
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Les GSL présentent une grande diversité structurale résultant

de la variabilité de leurs 3 composants.

Certains GSL, plus complexes, contenant en plus des substituants
sulfuriqués et phosphoriques ont €té identifiés, en particulier chez les vé-

gétaux (CARTER et coll., 1969).

Globalement, on peut distinguer :
- une partie lipophile : BLC + AG ;

- une copule osidique hydrophile.

1-Les céramides (CER) : Ils correspondent aux dérivés N-acylés en position 2
d'une base a4 longue chalne et d'un acide gras. Il existe une grande variété
d'acides gras et de bases a longue chalne susceptibles d'entrer dans la compo—

sition des céramides (KARLSSON, 1965, 1968, 1970, 1971 ; HITCHOCK, 1975).

2-Zes GSL neutres : Parmi eux, on distingue

- les monoglycosylcéramides ou cérébrosides sont des céramides
sur lesquels est fixfe une molécule d'hydrate de carbone, le plus souvent
glucose ou galactose, par une liaison osidigue ;

- les diglycosylcéramides dérivant des précédents par 1'ad-
jonction d'une molécule supplémentaire d'hexose ;

- les dérivés substitués par des osides plus complexes corres-—
pondent aux tri, tétra... etc. glycosylcéramides.

3-Les sulfatides ou GSL acdides : Ils correspondent aux cérébrosides dont le

résidu osidique est sulfaté.

4-Les gangliosides : Trds importants chez les animaux, ce sont des GSL con-
tenant une ou plusieurs molécules d'acide sialique (soit 1l'acide N-acétylneu-

ranimique ~A.N.A.N.- soit l'acide N-glycosylneuranimique —-A.N.G.N.-).

5-Les sphingomyélines : Ils présentent dans leur molécule un résidu de

choline.

6-Les phytoglycosphingolipides : Leur structure a été &lucidée par CARTER et
coll. (1969) et comporte une céramide (4b-hydroxy-N-acylsphinganine) attaché
par une liaison phosphodiester & un oligosaccharide pouvant contenir (figure
30)

1'inositol ;

l'acide hexuronique ;
des hexosamines

~ le mannose ;
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- le galactose ;
- l'arabinose ;
= le fucose.

Ces composés ont été isolés dans les végétaux (CARTER et coll., 1964 ;

DEARBORN et coll., 1976) et les microorganismes (LESTER et coll., 19Tk).

La classification des GSL, des bases et des acides gras constitutifs est re-—

portée dans les tableaux 31, 32 et 33.

Le métabolisme des GSIL est désormais bien établi.

c) M&tabolisme des GSL.

Le métabolisme des GSL a fait l'objet de travaux difficiles
provenant de l'insolubilité des substrats,de la solubilité des produits de
réaction et de la nature des enzymes concernés ; ces enzymes sont en général
fixés sur les membranes et insolubles dans les conditions habituelles (MOREL

et BRAUN, 1972).

]-ceramides : La synthése des céramides, c'est & dire la formation d'une liai-
son entre une base 3 longue chaine et un acide gras nécessite l'intervention
d'acyltransférases spécifiques qui assurent et contrdlent la répartition des
acides gras (MOREL et BRAUN, 1972). Inversement, leur dégradation est sous la

dépendance de céramidases.

2-glycosyleeramides :

a.monoglycosylcéramides :

a)glucosylcéramides : leur biosynthése, étape fonda-
mentale pour les gangliosides, nécessite la présence d'UDP-glucose et d'un
enzyme de glycosylation non spécifique de la nature du céramide substrat (c'est
& dire de la nature des AG et BLC constitutifs).

Chez l'homme, un déficit en glucosylcéramide glucosidase
conduit & l'accumulation dans les viscéres et dans la rate de GLC-CER, carac-—

téristique de la maladie de GAUCHER (BRADY et coll., 1966).

B)galactosylcéramides : leur biosynthése nécessite
l'intervention de 1'UDP-galactose ; il existe 2 voies métaboliques connues
(BURTON et coll., 1958 ; MORELL et BRAUN, 1972).

1.acylation de la BLC puis galactolysation
BLC + acyl Co A =) CER + Co A
CER + UDP GAL —>) GAL CER + UDP



CLASSIFICATION DES DIVERS GLYCOSPHINGOLIPIDES D'APRES WIEGANDT, 1971

TABLEAU 31 :

Gal-Cer
Galal,hGal-Cer
Galil,hGalat,hGal—Cer

GalNAc1,3Galt,kGalal, hGal-Cer

e S r— - — — ———— T ——. — o=

GalNAcal,3GalNAcB1,3Galal hGalRt, Gle—Cer

GalNAcB1,3Galal, hGalpt hGle—Cer
Galal,hGalp1,hGle-Cer

GalR1l,hGlec-Cer

SERIE 1Ml

GlcNAcB1,3¢alg1,hiGle—Cer

SERIE Il

Galp1,3GLcNAcB1,3GalB1,hGle-Cer

SERIE Ili2

GalB1,hGlcNAcR1,3Galp1, Gl c—Cer

SERIE 1V

GalNAcR1,4GalR1,bGle—Cer
neuNa

Galf1,3GalNAcB1,hGalB1 iGle-Cer

neuNa
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2.galactolysation de la base puis acylation
BLC + UDP-GAL =) psychosine + UDP
Psychosine + acyl Co A—)GAL GER + Co A

La dégradation du galactosylcéramide s'effectue par
un enzyme lysosomal. Chez l'homme, le déficit en cet enzyme est responsable

de la maladie de KRABBE (SUZUKI et SUZUKI, 197C).

b.oligosylcéramides neutres : de facon générale, leur biosyn-—

thése s'effectue & partir des cérébrosides par addition de résidus osidiques
activés par un nucléotide (UDP). Les réactions sont catalysées par des glyco-
syltransférases spécifiques (WIEGANDT, 1971). L'intervention d'un systéme
complexe multiglycosyltransférases suppose la présence d'une transférase spéci-
fique pour chague &tape et que le produit formé devienne le substrat de 1'étape
sulvante.

La localisation de la biosynthése des GSL n'est pas définie
avec certitude ; chez les mammifdres, elle s'effectuerait dans la moelle os~
seuse, les érythrocytes et les synaptosomes.

Le catabolisme des GSL neutres se fait également par détache-
ment successif d'unités monosaccharidiques (tableau 34), les enzymes impliqués

présentent une trds grande spécificité de substrat.

3-sulfatides : Leur biosynthése fait intervenir le PAPS (Adenosine 3-phospho-
5'-phosphosulfate) (BALASUBRAMANIAN et coll., 1965).

Gal - CER + PAPS -~ Gal - CER + PAP

!
S

La sulfatation du galactose se réalise en position 3 (STOFFYN et coll., 1973) ;
1l'enzyme concerné est le Gal — CER sulfotransférase ; l'enzyme hydrolysant le

sulfate des sulfatides a également été isolé (MRAZ et JALZKEWITZ, 1976).

4-gangliosidede: Ils peuvent contenir dans leur molécule :
- 1l'acide N-acétylneuranimique (ANAN) ;

- 1'acide N-glycolylneuranimique (ANGN).

a.anabolisme : deux voies sont possibles a part’r du Gal - Gle -
CER : i1 y a soit incorporation d'une molécule de N-acétylgalactosamine ou d'un
acide neuranimique suivie de l'addition d'un acide neuranimique ou de N-acétyl-

galactosamine pour aboutir & la structure suivante :



TABLEAU

32 ¢

CLASSIFICATION DES PRINCIPALES BASES A LONGUE CHAINE

Bases dihydrnoxylies

Bases trnihydroxylies

satunies Lnsatunées satunies insatunges
d1s : 0 dig ; 14 Aans £18 ¢ 0 t1g . 18 trans
Sphinganine Sphingenine 4-D-Hydroxy- 4-D-Hydroxy-8-
: sphinganine sphingenine
Dihydrosphingosine Sphingosine Phytosphingosine » hgft gfgdﬁflgmine
CH,OH CH,OH CH, OH (l.'.H2 OH
H?-NHZ H?-NHZ H?-—NHZ H?-NHZ
HC':‘OH H(':-OH HCll -OH HC-OH
CH, HC Hg-OH HC-OH
CH, CH C H, (?Hz)y,
CH, CH, CH, HC
CH, CH, CH, ¢H
(CHz)ro (CHe) 1o (CHz )4 (CH,),

wuf ‘

e
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Gal N Ac - Gal - GLC - CER
|
ANAN

Plusieurs voies métaboliques sont ensuite possibles et abou-

tissent aux di et trisialogangliosides (tableau de WIEGANDT, 1971).

b.ggﬁg@gliggg.: la biodégradation se fait par libération suc-
cessive d'unités monosaccharidiques. Les glycosidases concernées ont été iso-
lées, leur pH optimum d'action est inférieur 3 5 (WIEGANDT, 1971).

L'étude du métabolisme de ces constituants membranaires est un

€lément permettant de préciser certaines de leurs fonctions cellulaires.

d) Fonctions des glycosphingolipides.

Bien que les travaux sur les GSL soient relativement récents,
leur rdle a &té établi dans des processus cellulaires trds variés, tant phy-

siologiques que pathologiques.

1-Les GSL, nlcepteuns des surfaces cellulaines : Les GSL partagent avec les
glycoprotéines un rdle dans le comportement social des cellules qui dépend de
- 1'adhésion, cellule & cellule, de constituants membranaires complémentaires
(BURGER, 19T4).

Les GSL et les glycoprotéines ont, au moins, deux caractéristiques communes
qui les impliquent dans un role d'interaction cellulaire :

1) les résidus"osidiques de ces deux types de molécules sont
exposés a4 la surface cellulaire ;

2) ces résidus ont une énorme potentialité de diversité
structurale.
Une telle diversité induit la spécificité de ces molécules de surface cellulai-
re qui peut gouverner les aspects sélectifs des interactions cellulaires (MAC

GUIRE et BURDICK, 1975).

Les exemples les plus connus de résidus osidiques de surface contrdlant 1'in-—
teraction cellulaire sont trouvés dans 1l'adhésion du bactériophage (ROBBINS et
UCHIDA, 1962), les réactions de croisement entre bactéries (SNEATH et LEDERBERG,
1961), de ievures (CRANDALL et c¢oll., 1674) et les interactiovas cellulaircs

dans la différenciation tissulaire (BARBERA et coll., 1973). Leur rdle a été
davantage analysé dans leur relation avec des molécules (protéines et glyco-—

protéines) spécifiques.
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2-Les GSL, nlcepteuns moliculainres :

a.réception de toxines bactériennes : ces toxines se fixent sé-

lectivement sur les glycolipides de surface : cas du tétanos (CLOWES et coll.,
1972), du botulisme (SIMPSON-et RAPPORT, 1971), de l'entérotoxine d'Escherichia
coli (HOLMGREN, 1973), du choléra (CUATRECASAS, 1973). Le cas du choléra

a €té particuliérement analysé car 1'étude de la fixation de la toxine du cho-
léra sur les GSL membranaires est un exemple probant de 1'interaction entre une
protéine et un glycolipide de surface ; CUATRECASAS a démontré que la toxine
cholérique marquée & 1l'iode 125 se fixe trés rapidement sur des membranes de
foie de rat, de fagon irréversible ; la liaison est inhibée i 50 % lorsque le
milieu contient des sialoglycolipides et n'existe pas lorsque les membranes ont
&té traitées au préalable par le mélange chloroforme-méthanol. Par ailleurs, la
fixation de la toxine cholérique est suivie d'effets intracellulaires : stimu~
lation de l'adénylcyclase induisant une augmentation du taux de cAMP intra-
cellulaire. HOLLENBERG et coll. (19TL4) ont établi une relation entre la fixation
de la toxine, 1'é€lévation de cAMP, 1'inhibition de la synthdse d'ADN et le taux
de GSL.

b.réception de l'interféron : des travaux récents ont mis en

évidence que les glycolipides, et particulidrement le ganglioside GMQ, fonction~
nent comme des récepteurs spéeifiques de surface pour l'interféron. Cette gly-
coprotéine (DORNER et coll., 1973) est synthétisée par les cellules infectdes
per des virus et, lorsqu'elle se fixe & la surface d'autres cellules, induit
des modifications intracellulaires qui bloguent la réplication virale (METZ,
1975) et la croissance de cellules normales ou tumorales (TAN, 1976).

BESANCON et ANKEL (1974) ont démontré qu'une préparation de gangliosi-

des ét d'interféron bloque les effets de ces glycolipides et que le gangliosi-
de est effectivement 1ié & l'interféron. De plus, les cellules traitées avec
la phytohémagglutinine et la concanavaline A ne sont pas affectées par 1'in-
terféron : vraisemblablement, les lectines entrent en compétition avec 1'in-—
terféron pour le site de liaison & la surface membranaire ; de fagon remar-
gquable, l'interaction de l'interféron avec son récepteur induit une activation

de 1l'adénylcyclase (WEBER et STEWART, 1975).

c.réception_d'hormones ou d'autres substances : certaines hor-

mones se fixent sur. les GSL membranaires : c'est le cas de la thyrotrophine

(MULLIN et coll., 1976) : des gangliosides inhibent la fixation de la thyro-
trophine marquée sur les membranes plasmiques de thyroIde bovine ; un des ré-
sultats de l'interaction de l'hormone avec son récepteur est l'activation du

systéme adénylcyclase (MARSHALL et coll., 1976).



‘"TABLEAU 33 :

CLASSIFICATION DES ACIDES GRAS MAJEURS CHEZ LES PLANTES

(HITCHCOCK,

- nom

commun

acide laurique

myristique
palmitique

stearique
oléique
linoléique

linolénique

12:
14:
16:
18:
18:
18:
18:

1975)

Ssymboles

0000

1(9¢)
2(9c 12¢)
3(9¢,12¢,15¢)

stnucitune

CH ;- (CH,)5 COOH
CH-(CH.);3 COOH
CH3 (CH2)14 COOH
CH,~(CH,)sCOOH

CH;~(CH,); CH:CH-(CH,)rCOQH
CH;(CH, )3(CH 7 CH=CH)5(CH,s COOH
CH{CHFCH=CH);(CH )~ COOH

CLASSIFICATION DES ACIDES GRAS MINEURS CHEZ LES PLANTES (HITCHCOCK, 1975)
ACIDES GRAS SATURES
nbre pait de C 10:0] h2:0]  ha:ol  fe:0!  s:o] |200k2:0bka0
nbre impain de C | 9:0 11:0 13:0f 15:0 7:0 19:0
ACIDES GRAS INSATLURES

Famclle en 29
29-monodnoates 14 1‘ 16:1]  f8:1

T 13:1 15:1]  p7:1
A9-diénoates ‘ 18:2

7.2 19:2
A9-tnilnoates 18:3
17: 3

Famille en w9
w9-monoEnoates 141 6:1  [18:1|  |20:1]22:1
w9-diZnoates 18:2 20:2

Familie en wé
wé-dienoates 1612 1812 2072|222
e 16:3|  18:3| 20:322:3
wo-tethaen . -4
wb-pentainoates 20'432:5

Famcdle en w3
w3-Tinoates 16.3 183 203
w3-Lithadnoates ‘e . .
w3-pentadnoates 16: 4 154 ggg g;g
w3-néxaénoates ) 22:6
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LEDEEN (1977) a mis en évidence qu'il existe une analogie
peptidique entre la chaine B de la toxine cholérique et les subunités B d'hor-
mones glycoprotéiques telles que la thyrotrophine, l'hormone lutéinisante, la
gonadotrophine chorionique humaine et la FSH ; ces protéines pourraient utili-
ser un mécanisme commun basé sur des récepteurs gangliosidiques pour leur trans-
port sur et dans les membranes ; plus généralement, une des fonctions des
gangliosides pourrait €tre le transfert de 1l'information de 1'extérieur vers
1'intérieur de la cellule.

Enfin, les GSL et en particulier les gangliosides sont des ré-
cepteurs pour les facteurs d'inhibition des migrations des macrophages (HIGGINS
et coll., 1976) et pour le virus de SANDAI (HAYWOOD, 197L4).

d.les_GSL,antigenes des groupes sanguins : depuls les travaux

de HAKOMORI (1970, 1975), on sait que les antigdnes 1iés 3 la membrane des
érythrocytes sont des GSL. L'antigéne de FORSMAN (GAHMBERG et HAKOMORI, 1975)
et 1l'antigéne des lymphocytes de souris (MILLER et ESSELMAN, 1975), correspon-—
dent 4 la séquence hydrocarbonée des glycolipides. Le groupe sanguin P est
constitué de globoside dont la structure est connue, du céramide trihexo-

side (antigéne Pk) et d'un antigéne P, (GSL inconnu) (HAMERS et coll.,

1978).

1

- On a pu utiliser les propriétés immunochimiques des glycolipi-
des (RAPPORT et GRAF, 1969 ; NIFDIECK, 1975 ; MARCUS et SCHWARTING, 1976) pour .
préparer des anticorps contre des GSL particuliers. L'utilisation d'un sérum ‘
anti~-TGCer permet de détecter les TGCer dans le- diagnostic prénatal de la ma-
ladie de FABBRY.

ZALE (1978) a établi que c'est l'ose des MCGCer qui détermine

la spécificité de 1l'anticorps lorsqu'il prépare un anti-sérum contre le MGCer.
En effet, il y a inhibition de l'agglutination par le glucose, le cellobiose
et le méthylglucoside ; cependant, GRAF et RAPPORT (1974) ont montré que
les acides gras peuvent exercer un role dans 1'immunogénicité de 1l'hapténe

lipidique mais ne participent pas au site antigénique.

de_croissance : le fait que l'interaction de molécules telles les toxines,
1l'interféron, etc... avec les GSL (et en particulier les gangliosides) induit
une €lévation du niveau intracellulaire de 1'AMPc, métabolite qui est fortement
impliqué dans la régulation de croissance et la différenciation, suggdre que
d'autres glycolipides peuvent agir comme récepteurs pour des équivalents phy-
siologiques des toxines ; c'est le cas, par exemple, pour des molécules nor-—
malement présentes dans le milieu cellulaire pouvant inhiber la croissance

ou stimuler l'expression de fonctions de différenciation (WILLINGHAM, 1976).



TABLEAU 34 :

GalNAc Gal Gal Glc_Cer GalNAc_Ga! _Gilc_Cer
NANA
Gal_Gal_Glc Cer
Gal_GlC_Cer
/ NANA
Gal-Gic-LCer |
Glc-Cer
E%ert Gaerer
Chol-P-Cer
S Gal_Cer

Schéma de la dégradation métabolique
des sphingolipides complexes
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GACTO et STEINER (1976) en particulier ont montré la relation
qul existe entre la synthése des fuéolipides III et IV et la croissance d'une
population cellulaire ; lorsque les cellules sont en voie de croissance, la
synthése de ces composés est diminuée de facon considérable par rapport i celle
qui existe lorsque le nombre de cellules est &levé : la régulation de la crois-—
sance qui intervient serait la réponse au contact intercellulaire.

I1 y a donc une relation entre la synthése de fucolipides
complexes et d'autres glycolipides et l'augmentation du nombre des cellules.

La régulation de la croissance &tant perturbée dans les pro-—
cessus tumoraux, on trouve &galement une relation entre la tumorisation et/ou

le taux et/ou la structure des GSL.

3-GSL et tumornisation : On a vu que des GSIL nouveaux apparaissent lorsque la
densité cellulaire augmente ; cette synthése disparait lors de 1l'induction d'une
transformation maligne. Ce phénoméne 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 tumcrales (HAKOMORI

et MURAHAMI, 1968). Ces auteurs ont &tabli que les chalnons osidiques des cel-
lules transformées sont moins complexes et moins importants que ceux des
cellules normales ; on retrouve un phénoméne analogue dans les cellules trans-
formées soit par des virus soit chimiquement : dans tous les cas, le changement
s'effectue dans un sens identique : 11 y a diminution du taux de GSL ccmplexes ;

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 chalne de biosynthése ce qui aurait pour effet 1l'accumula-

tion des GSL se situant en amont du blocage enzymatique (BRADY et FISHMAN,

1974). Le blocage pourralt se situer au niveau de la transcription et/ou se
manifesterait par la production d'enzymes inactifs ; seuls, les enzymes de
synthése seraient concernés, les activités cataboliques restant intactes

(CUMAR et coll., ’1970) .

SWEELEY et DAWSON (1969) ont mis en évidence que le phénoméne concernait & la
fois les glycosyl et les actvltransférases ; ainsi, les acides palmitigue
(C16 : 0), stéarique (C18 : 0) et oléigue (C18 : 1) qui sont les principaux
acides gras des oligohexocéramides ont une teneur moindre dans les GSL com-—
plexes (A longs chainons osidiques) ils sont remplacds par les acides béhé-
nique (€22 : 0), lignocérique (C2L4 : 0) et nervonique (C26 : 1) qu'on ne re-

trouve qu'a 1'état de traces dans les Cer et MGCer.
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I1 y a donc une réduction des AG en C16 et C18 dans les GSL complexes et une

augmentation concomitante des AG en C20, 22, etc...

Des variations identiques dans la composition en acides gras des GSL dont la
copule osidique s'allonge ont &té& retrouvées par ailleurs (SIDDIQUI et
HAKOMORI, 1970 ; WEINSTEIN et coll., 1970 ; YOGEESWARAN et coll., 1970).

Enfin, différents auteurs (HAKOMORI et JEANLOZ, 1964 ; WATANABE et coll., 1976)
ont détecté des GSL spécifiques de cellules tumorales : un GSL contenant du
fucose, du galactose et du glucose & partir de l'adénocarcinome gastrigue pour
les premiers et un fucosylcéramide & partir d'un carcinome du colon pour
WATANABE et coll. : la concentration de ce GSL dépend d'ailleurs du degré de
malignité ; ces auteurs confirment par ailleurs 1l'accumulation de fucolipides

a4 courte chalne aux dépends des plus complexes. L'altération du métabolisme

des GSL serait le dernier &vénement du processus malin.

Par ailleurs, les GSL, par la nature de leurs 3 composants (copule osidique,
BLC, AG) et leur localisation membranaire peuvent jouer des rdles dans des

fonctions moins spécifiques.

4-autnes fonctions des GSL :

a.roles de la copule osidique :

a)transport d'ions : les sulfolipides, comme les phos—
pholipides membranaires, par les charges négatives qu'ils portent ont une affi-
nité prononcée pour les cations (KUIPER, 1975) ; l'hypothése selon laquelle
les sulfolipides jouent un role dans les phénoménes de transport ionique est
généralement admise (MORELL et BRAUN, 1972). Pour les cations monovalents, la
distribution identique des sulfatides et des ATPases Na et X éépendantes dans
les tissus animaux (KARLSSON, 1970) ou végétaux (KUIPER, 1975) qui sont le sié-
ge d'un transport actif de sodium est un argument en faveur de leur role por-—
teur ou récepteur d'ions. KUIPER attribue également un rdle aux sulfclipides
dans le transport des ions divalents. Seule la partie polaire du GSL peut &tre
impliquée dans les transports du cation, la partie lipidique est en relation

avec les autres fonctions membranaires.

B)réactions avec les lectines : l'utilisation des liai-
sons entre les membranes et les lectines donne des inlormacicns intéressantes
sur i'architecture molécuiaifé dés"éurfaces éeilﬁlaires. La signification bio—
logique des modifications dans la liaison entre les lectines et les structures
membranaires pour différents &tats fonctionnels tels que ceux 1liés a la trans-
formation est encore contreversée (BROWNELL, 1977). La liaison avec les lec-

tines permet de comparer les constituants saccharidiques des membranes 5 par
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exemple le D mannose, la N-acétylglucosamine, le B D galactose et la N-acétyl-
galéétosamine, monosaccharides participant a4 des structures oligosaccharidi-
ques des glycoprotéines et des glycolipides ont été identifiés.

La liaison des lectines 3 la surface cellulaire est
un outil précieux pour é&lucider la nature chimique de la partie saccharidique ;
les premidres études ont montré que les lectines se fixent d'abord sur les
oses terminaux de la chaine oligosaccharidique mais d'autres travaux ont
prouvé gue quelques lectines se fixent & 1'intérieur de la copule oligosac—

charidique (NICHOLSON, 197Tk).

b.rdles de_la _partie lipophile :

a)transport d'eau : la perméabilité membranaire 4 1l'eau
est tributaire de la composition des feuillets lipidiques ; non seulement la
nature des AG entrant dans la composition des GSL intervient, mais &galement la
structure des BLC. KARLSSON et coll. (1958, 1973) ont montré que les bases
trihydrxylées des sulfolipides des tubules rénaux sont responsables de leur
imperméabilité.

B)transport des non électrolytes : de la méme fagon, il
existe une relation entre la perméabilité sux substances non électrolytes, le
degré de saturation et la longueur de chalne des bases et des acides gras :
plus le degré de désaturation augmente, plus la plasticité de la membrane est

Elevée et plus le transfert est important.

Y)roles de la composition en acides gras des lipides
membranaires : nous avons d8Jj3 exposé que les conceptions modernes sur les mem-
branes envisagent celles-ci non comme inertes mais dans un état dynamique dans
lequel des parties de lipides membranaires passent constamment d'un &tat or-
donné 3 un état fluide (SINGER et NICHOLSON, 1972). Plusieurs facteurs con-
tribuent & la fluidité de la membrane, notamment une valeur du rapport AG
polyinsaturés/saturés faible se traduit par une fluidité moindre que celles
ayant un rapport &levé (OVERATH et TRAUBLE, 1973).

De plus, les AG interviennent dans les phénoménes
immunitaires : RESCH et FARBER (1975) ont mis en évidence 1l'augmentation de
1l'incorporation d'acétate marqué dans les AG aprds stimulation des lymphocytes
par la phytohémagg;utiqine(d’autres réponses sont égaleweat curegistries
telles la production A'anticorps ou la stimulation de la division cellulaire).
Plus précisément, la composition en AG présente une augmentation de la teneur
en acide arachidonique. L'activité acyltransférase est &galement augmentée
aprés la liaison avec une lectine. L'un des premiers effets de l'activation

lymphocytaire se traduit donc par une modification de la composition en
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acides gras (augmentation de la fluidité membranaire par 1'augmentation du
pourcentage d'insaturation). De plus, aprés stimulation lymphocytaire, il y a
également augmentation de la permfabilité aux ions (QUASTEL et KAPLAN, 1971).

Inversement, les acides gras exogénes peuvent induire
une modification de la réponse immunitaire ¢m vitro ; les acides gras insa-
turés (linoléique et arachidonique) sont d'ailleurs plus actifs que les acides
palmitique et stéarique (MERTIN et HUGHES, 1975).

I1 faut signaler que les acides arachidonique et lino-
léique sont des précurseurs immédiats des prostaglandines qui jouent un rdle
dans la réponse immunitaire (les prostaglandines provoquent en particulier une
diminution de la capacité de la phytohémagglutinine & stimuler les cellules
lymphocytaires).

Enfin, d'autres auteurs ont mis en &vidence des modi-
fications de perméabilité membrenaire en relation avec le pourcentage d'acides
gras saturés (DAVIS et SILBERT, 197L4), avec la longueur des chaines des
AG ainsi qu'entre la structure des AG et l'adhésion (CURTIS et HILL, 1979)
ou le comportement thermique des GSL (CALHOUN et SHIPLEY, 1979).

Chez les végétaux, TSO (1964) a montré le rdle des
AG & chalne courte dans 1'inhibition de la croissance du bourgeon axillaire de
Nicotiana tabacum et STOWE (1960) a suggéré une fonction possible du contrd- (2?55)
F

le de croissance par les esters méthyliques d'acides gras.

§)rdle de la structure des BLC : PASCHER (1976) a mis
l'accept sur l'importance de la structure des bases dans différentes fonctions
la présence des groupes hydroxy (2 ou 3) et d'une liaison amide donnent aux
céramides le double rdle de donneur ou d'accepteur d'hydrogdne ; ce fait aug-
mente la polarité du composé lipidique et donc son interaction avec l'eau ; si
ces groupes établissent des liaisons hydrogdne latérales & l'intérieur de la
matrice lipidique, ils augmentent considérablement la stabilité et 1'imperméa-
bilité de la membrane ; on observe, en effet, un plus grand nombre de groupes
hydroxy dans les membranes des organes exposés i des "stress" physiques
(KARLSSON et coll., 1973 ; SMITH et coll., 1975).

Un moyen de créer une plus grande stabilité de la mem-
brane est donc d'augmenter les liaisons hydrogéne latérales par addition
de groupes OH aux BLC des sphingolipides : ceci aboutit & créer une barriére
plus efficace pour les molécules polaires et non polaires. Pour ce qui est

du rdle antigénique, la réduction de la double liaison de la sphingosine
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n'altére pas la capacité immunologique des GSL, seuls les groupes amino et NH2

de la sphingosine sont concernés.

5-conclusions : L'aspect le plus important, dans le cadre de cette &tude, par—
mi les fonctions attribufes au GSL, nous semble &tre 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 controle de croissance par l'intermédiaire de la syn-—
thése 4'AMP cyclique qui régule lui méme la croissance. Leur rdle peut donc
s'exprimer au cours du phénoméne de pollinisation chez les Angiospermes, en
particulier dans 1l'étape de reconnaissance et dans les phénoménes membranai-

res qui conditionnent le rejet de 1l'autotube pollinique.

e) G8SL et pollinisation.

Lorsqu'un grain de pollen arrive au contact d'une papille stig-
matique, la premiére étape, préalable i la fécondation, consiste en une recon-—
naissance entre les structures polliniques et les cellules du pistil.lsi le
gamétophyte est reconnu comme appartenant 3 la méme espéce 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, 2 condition gque les allé-

les S solent différents dans le pollen et le style.

La présence de la paroi pectocellulosique & la surface des cel-
lules des papilles stigmatiques d'une part et la parol complexe des grains de
‘pollen de l'autre, empéchent le contact entre les plasmalemmes. Mais, si l'on
postule que tous les &léments de spécificité sont localis®s sur la membrane
plasmique (comme chez les animaux) et lorsque 1l'on sait qu'il y a diffusion de
substances spécifiques au travers de l'intine ou/et de l'exine de la paroci du
grain de pollen au moment de la pollinisation, on peut faire une analogle entre
les roles des GSL dans les rdgnes animaux et végétaux ; compte-tenu de cette
remarque, on peut penser que les GSL peuvent intervenir dans le phé&noméne
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 alléles S) ;

2) soit dans la régulation de la croissance du tube pollinique. Dans ce cas,
le schéma de contrdle serait le suivant
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GSL stigmatique + substance X du pollen
A B C

GSL - X ~>activation enzymatique ——
GSL du pollen + substance X du stigmate

C D
———3 @lévation de 1'AMP cyclique ——> contrdle de la croissance

L'absence de la substance spécifique va induire ou non l'autoincompatibilité
(aux niveaux A, B ou C) ;

3) aprés un temps de latence, correspondant 4 une restructuration métaboligue,
la croissance du tube pollinique serait bloguée ou stimulée par une modification
de la perméabilité de la membrane du tube pollinique (1l'autopollinisation in-
duisant une perte de la perméabilité de la membrane interdisant tout apport
nutritif) ; la modification de la perméabilité dépendant de la structure des AG
et des BLC des GSL constituants de la matrice lipidique ;

4) la modification du potentiel de membrane (LINSKENS et SPANJERS, 1973), au

s
cours de la réaction incompatible pourrait &tre dile (tout ou en partie) &
l'activité de cryptes & GSL qui accumulent les ions ;

5) la production de callose, caractéristique de la réaction incompatible pro-
viendrait (tout ou partie) de l'activation de glycosyltransférases induisant une
diminution de la teneur en GSL complexes.

Toutes ces hypothéses impliquent une extraction sélective, une
identification et une &tude structurale comparative des GSL des pollens et des
styles vierges de différents génotypes ainsi que l'analyse de leurs modifications

éventuelles aprés auto ou xénopollinisation.

f) Analyse des glycosphingolipides.

I-conditions expérimentales : Elles doivent permettre 1l'extraction sélective
des GSL,sans altération de leur structure par des méthodes trop drastiques ou
par action des lipases endogénes activies au cours de l'extraction ; pour
éviter ces écueils, nous avons utilisé les méthodes proposées par KARLSSON
(1973) en procédant le plus rapidement possible sur du matériel congelé, et
en stockant les différents extraits 3 -20°C sous atmosphére d'azote

(DELBART, 1978, sur Petunia hybrida).

Z-extraction des Lipides totaux : Les lipides des styles et des pollens sont
extraits selon la méthode de FOLCH (1957) modifiée par KARLSSON (1973) (fiche
3-CH30H (2 : 1, v/v) 3 raison de 20 ml de

solvant par gramme de tissu congelé pendant 20 minutes. Aprds 3 homogénéisa-

technique n® 20) par le mélange CHC1

tions au Potter et filtration, le résidu est chauffé 3 reflux dans le mélange



102

CHCL,-CH_OH (1 : 1, v/v). Les surnageants sont mélangés et lavés par une solu-

373
tion CHCl3—CH3OH—Na CL9% (3 : 47 : 48, v/v/v) : les lipides totaux recueillis
aprds décantation de la phase inférieure chloroformique, sont &vaporés i sec
puis repris dans un petit volume de CHCl3—CH3OH (2 : 1, v/v) et conservés 3

-20°C sous atmosphére d'azote (tableau 35).

3-obtention des glycosphingolipides totaux : Ils sont séparés des autres lipi-
des (aleools estérifids) grace 3 1l'alcali résistance de la liaison amide, la
liaison ester étant lysée par saponification en milieu basique : c'est 1le
protocole préconisé par KARLSSON (1973) (fiche technique n® 21) qui a été choi-
si pour sa fiabilité : hydrolyse alcaline douce en présence de potasse alcoo-—

lique (KOH 0,1 M dans le mélange CH OH-H,0, 9 : 1, v/v) pendant 18 heures sous

3
atmosphére d'azote et 3 1l'obscurité ; aprés arrét de la réaction et déphasage
par un mélange de chloroforme et d'eau, les GSL sont recueillis dans la phase

organique (tableau 36).

L'absence de GSL dans la phase supérieure est vérifiée par chromatographie en
couche mince dans le systéme solvant CHCl3—CH3OH-H20 (65 : 25 : L, v/v/v) et
révélation par des réactifs spécifiques tels que 1l'a naphtol ou la benzidine.
L'absence de base libre, significative d'une hydrolyse intempestive des GSL est

contrdlée par pulvérisation de ninhydrine.

4-purification des GSL Zotaux : Dans la phase organique subsistent des conta-
minants de nature lipidique : acides gras, cholestérol, pigments caroténoldes

en particulier. Une &tape de purification s'avére indispensable, elle peut &tre
réalisée par chromatographie sur colonne d'acide silicique (méthode de KARLSSON,
1973 ; fiche technique n® 22) &quilibrée au chloroforme (10 ml/g d'acide sili-
cique avec une charge lipidique < 100 mg). Par passage de solvants de polarités
croissantes, on obtient 3 fractions (tableau 37)

- une fraction A contenant les acides gras, le cholestérol, les
stérols ainsi que des pigments aprés le premier solvant (chloroforme) ;

3-CH30H (1 : 3, v/v) con-

- une fraction B apres passage de CHC1
tenant les GSL

- une fraction C (&lution par le méthanol pur) contenant les
lipides polaires encore adsorbés sur l'acide silicique.
La composition de chacune des fractions est analysée en CCM dans le sysidme
solvant CHClB-CH3OH—H20 (65 : 25 : 4, v/v/v) en présence de témoins ce qui
permet de vérifier la présence des GSL dans les fractions B et Csqui sont

P
regroupées ensemble.



TABLEAU 35
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PROTOCOLE D'EXTRACTION
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5-dosage des GSL totaux : I1 a été réalisé par la technique de NAOI (1974)
(fiche technique n® 26) qui repose sur 1'évaluation de 1l'intensité de fluo-
rescence émise par la sphingosine inclue dans un complexe formé avec la fluo-
rescamine : cette intensité est proportionnelle 3 la quantité de sphingosine.
Aprés hydrolyse acide des GSL, la sphingosine est extraite sélectivement par

le diéthyléther puis complexée avec la fluorescamine : la mesure de l'intensité
de fluorescence est réalisée pour une longueur d'onde d'excitation de 385 nm et
une longueur d'onde d'émission de 480 nm. Les spectres d'émission et d'excita-
tion, ainsi que la linéarité de la courbe &talon ont &té vérifiés (fiche tech-

nique n° 26).

Les résultats des dosages fluorimétriques des GSL totaux des différents extraits
de pollen et de styles vierges auto et x@nopollinisés sont exprimés en nanomoles

de GSL par gramme de tissu congelé.

6-fractionnement en GSL neutres et acides : Les glycosphingolipides totaux peu-
vent &tre séparés par chromatographie d'échanges d'ions en fonction du carac-
tére plus ou moins polaire et/ou acide de leur molécule : le "degré" de liai~-
son sur 1l'échangeur d'ions dépend du nombre de résidus polaires, la force ioni-
que variable de 1'&luant permettra de les décrocher de fagon sélective (tableau

37).

La fraction B + C est chromatographiée sur diéthylaminoéthylcellulose (DEAE
cellulose). Cette dernidre, préparée selon la méthode de KARAN et LESTER (1975),
est utilisée sous forme acétate et équilibrée dans les mélanges solvants
CHCl3—CH3OH (2 : 1, v/v) selon le protocole de KARLSSON et coll. (1973), (fiche
technique n® 23).La chromatographie est réalisée dans les conditions sui-
vantes

- charge en lipides : 50 mg par gramme de DEAE cellulose ;

- &lution avec les solvants suivants :
.CHC13-CH30H (2 : 1, v/v) 100 ml/g de cellulose ;
-CH40H contenant 5 % de LiCl (p/v), 25 ml par gramme de
cellulose.
On obtient 2 fractions D et E contenant respectivement les GSL neutres et acides
comme 1'établit la CCM sur gel de solice dans le systéme solvant : CH3C13—

CH3OH—H20 (65 : 25 : 4, v/v/v) en présence de témoins. La fraction E correspond

essentiellement aux sulfatides ; elle contient &galement quelques pigments.

F-separation des diverns glycosphingolipides neutrhes : La fraction D précédente,
contenant tous les GSL neutres, est fractionnée par chromatographie d'adsorption

sur colonne d'acide silicique (fiche technique n°® 24). Les GSL sont &lués en



TABLEAU 36

OBTENTION DES GLYCOSPHINGOLIPIDES TOTAUX

LIPIDES TOTAUX

HYDROLYSE ALCALINE
DOUCE
KCH 0,1 M dans CHBOH-Hzo,(9:l)

12 h -sous azote-3 l'cbscurité-
et 3 température ambiante

ARRET DE LA REACTION
addition 4'HCl 2M

DEPHASAGE
addition de CHCl, et de

H,C jusgqu'aux coacentra-
tions finales

CHCLl, CH,OH H,O (8:4:3)

PHASE SUPERIEURE

PHASE INFERIEURE

GSL TOTAUX
+

PRODUITS DE
DEGRADATION

-,

@
U,{{{ ’
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fonction de leur polarité, c'est & dire grosso modo en fonction du nombre de
résidus osidiques contenus dans leur molécule : ceci est vrai pour les GSL
apolaires et peu polaires, mais lorsque le nombre de résidus osidiques augmen-

te, il peut y avoir "chevauchement" entre deux solvants successifs.

Les mélanges &luants utilisés sont, dans l'ordre

-CH.OH....... 98 : 2 v/v, correspondant i la fraction 1

- CHCl3 3

- CHClS—CH3OH ....... 92 : 8 v/v, correspondant i la fraction 2
- CHClB—CH3OH ....... 85 :15 v/v, correspondant a la fraction 3
- CHCl3—CH3OH ....... 45 :55 v/v, correspondant 3 la fraction L
- CH3OH ............. , correspondant a la fraction 5

L'identification des fractions est effectuée par chromatographie en couche
mince avec révélation spécifique 4 1'a naphtol, en présence de témoins, dans

les conditions décrites précédemment.

La séparation des GSL neutres en fonction du nombre de résidus osidiques n'é-
tant pas parfaite, une étape supplémentaire de purification s'avére indispen-

sable.

§-chromatographie priparative en couche mince : Les fractions F, 2 Fs précé-
dentes sont évaporées i sec et reprises respectivement dans un volume minimum

du mélange CH OH—CHCl3 (1 : 2, v/v) qui est déposé en ligne sur une plague de

3
CCM de gel de silice G activée 30 minutes & 120°C.

Le mélange solvant utilisé est CHCl3—CH30H—H20 (65 : 25 + 4, v/v/v), la révé-
lation s'effectue par pulvérisation d'une solution de rhodamine 6G et lecture

en U.V., en présence de témoins.

La localisation des taches &tant faite de fagon précise, celles-ci sont grat-—
tées et les GSL sont €lués sélectivement (fiche technique n° 25). Une nouvelle

vérification de la pureté des constituants est réalisée par CCM.

Nous nous sommes limités aux 5 GSL neutres : CER, MGCer, DGCer, TGCer et TrGCer
car le systéme de purification utilisé ne permet pas une bonne séparation des

lipides plus polaires (dans le systéme solvant utilisé, plus le nombre de rési-
dus csidigues crolt, pluc les RF scnt petits ot voisine les urs les sutres : au-

dessus de 4 unités monosaccharidiques, la séparation et 1l'identification des GSL

est impossible).



TABLEAU 37: FRACTIONNEMENT DES GLYCOSPHINGOLIPIDES TOTAUX

PHASE INFERIEURE APRES
METHANOLYSE ALCALINE
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/Mz:1____,//1\\,____M+5%L1c3
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9-nesultats expérimentaux (BRIS et DELBART, 1978 ; BRIS et coll., 1981) :
Ils sont répertoriés dans le tableau 38.

a.glycosphingolipides totaux : 1l'analyse des résultats obtenus

est réalisée en relation avec la nature du matériel biologique (pollen ou
style), le génotype (alldles S), le type de pollinisation (compatible ou incom-
patible).

0)GSL totaux du pollen et du style non pollinisé : les
résultats sont exprimés en nanogrammes de GSL par gramme de tissu ; ils cor-

respondent & la moyenne de 5 mesures effectufes au spectrofluorimdtre.

Pollen :
51 (Slsl) ..................... 94,4 + 1,7
Bb (3152) ..................... 91,3 + 0,9
Bg (3254) ..................... 87,7 + 2,7
Styles non pollinisés :
S1 (5131) ..................... 20,6 + 1,1
Bb (5132) ..................... 23,3 + 2,4
Bg (5254)..... ................ 25 + 1,6

Ces résultats démontrent qu'il existe une remarquable
constante de la teneur en GSL pour un matériel donné ; les faibles variations
observées pour chacun des génotypes ne sont pas interprétables 3 ce stade de
l'analyse.

Pour tous les cldnes étudiés, le pollen se caractérise
globalement par une plus grande richesse en GSL que les styles, les pourcenta-—
ges respectifs des teneurs en GSL des styles par rapport au pollen s'établis-

sent de la facon suivante

Styles S1 (Slsl) .................. 21,8 %
Styles Bb (5152) .................. 25,5 %
Styles Bg (5254) .................. 28,6 %.

La prise en compte de ces valeurs permet d'évaluer

l'apport de la pollinisation.

B)apport de la pollinisation :
autopollinisation : dans ce cas, l'analyse porte sur des styles ayant recu

un apport de pollen possédant un alléle d'incompatibilité commun avec
le style. Les teneurs en GSL totaux sont les suivantes

Styles S1 B i 40,6 + 0,5

Styles Bb 8 ....... fetaeiseanaeas 60 + 3,2

Styles Bg € ............ e 44 + 3,7
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Pour analyser les modifications induites dans la teneur en GSL par 1'autopol-
linsatioﬁ, il est nécessaire de comparer les résultats obtenus 3 ceux qui ré-
sulterdient de l'ensemble : GSL du style vierge + GSL de la "charge" pollini-
que ; or, les mesures faites sur 30 styles aprés pollinisation montrent que
1'augmentation pondérale dfie & 1l'apport de pollen est de l'ordre de 1,8 + 0,2 %
du poids du style. En comparant lés valeurs obtenues pour les styles non pol-
linisés et pour le pollen, il est &vident que l'autopollinisation induit une
synthése accrue de GSL.
Exemple :

S1 ® : 40,6 nanomoles/g L8 x 914

S1 v + charge pollinique : 20,6 + 2 00 2 = 22,5 nanomoles/g.

xénopollinisation : dans ce cas, les tubes polliniques croissent 3 1'intérieur

du tissu conducteur du style ; leur importance pondérale est difficile i chif-
frer mais les résultats montrent que la teneur en GSL augmente considérable-
ment :

Sls1 X 5234 ........ 70,5 + 2,1 nanomoles de GSL/g de tissu

8284 X Sls1 ........ 61,5 + 1,9 nanomoles de GSL/g de tissu
3152 X 5254........ 48,5 + 2,7 nanomoles de GSL/g de tissu.

L'orientation du métabolisme vers la synth&se de GSL est encore accrue par
rappbrt a 1'autopollinisation.

Dans le cas du croisement demi compatible, il faut noter que cet accroissement
est moins &levé gque celui induit par l'autopollinisation.

En résumé, le pollen, quel que soit 1'alldle S dont il est porteur, est plus
riche en GSL que le style non pollinisé ; la pollinisation a pour effet une
augmentation de la biosynthése des GSL, cet effet est plus marqué lorsque le
croisement est possible.

La modification du métabolisme des GSL peut &tre précisée par 1l'analyse plus

détaillée de ces constituants membranaires.

b.comparaison GSL neutres et GSL_acides

a)au niveau du pollen et du style non pollinisé : le
tableau 38 permet de constater :

1-le pourcentage de GSL acides est plus élevé dans le pollen que dans le
style vierge ;

2-il n'existe pas de relation notable entre la présence d'un alléle d'incom—
patibilité et la teneur en GSL acides ou neutres.



TaBLEAU 38

REPARTITION DES DIFFERENTES CLASSES DE GLYCOSPHINGOLIPIDES DANS LE POLLEN ET DANS LES
STYLES EN FONCTION DE LA POLLINISATION.

_ 5, Bb g
pollen | S¢5;  [38x5,8, |5,5,x5,:5, | polien 815,  [515%8(8p [815%8,8), | poryen | S8y |So8%855 {505),%545
vierge |autopol. | xénopol. vierge autopol. | xénopol. vierge autopol. | xénopol.
{nanomoles/g)
glycosphingolipides
totaux gl h 20,6 ho,6 70,5 91,3 23,3 60 h8,5 87,7 25,1 hh 61,5
F, 5,4 7 13 16 6,3 o 23 7 16,7 10 13 13
F, 31 8 18 ho 32 5 20 30 28 8 18 35
Fy 15 1,8 h 8 16 2 8 5 13 3 5 6
F, 6 1,5 1,2 2,5 5 2,5 2 1,8 5 1,5 0,7 2,5
F. 3 1 1,8 2 5 1,8 2 3 3 1,1 1,3 3
E’ 3h 1,3 2,6 2 27 3 5 2 32 1,5 6 2
¢ dans chaque
classe
F, 2,5 33 31 26 7 36,8 o7 15 18 50 13 23
F, 35 39 b 55 35 20 h6 61 W7 15 70 58
F 15 9 9,8 12 17 8 9 10 10 T 7 10
Fy 6,5 6 3 h 5 10 6 h 6 8 2,6 b
F 3,5 5 h 3 5 8 6 6 6 7 5,1 b
B’ 37,5 6 6 7 30 16 6 5 1h 12 2,6 7
taux refatifs par
napport aux styles
vierges
F, 0,8 1 1,9 2,3 0,7 1 2,3 0.7 0,7 1 1,3 1,3
F, 3,9 1 2,3 5 6,4 1 ) 6 3,5 1 2,3 L,h
_.,w 8,3 1 2,2 bk 8 1 h 2,5 h,3 1 1,7 2
) I i 0,8 1,7 2 1 0,8 0,7 3,3 1 0,5 1,7
F 3 1 1,5 2 2,8 1 1,1 T 2,7 1 1,1 2,8
mw 26 1 2 1,5 9 1 1,7 0,7 21 i h 1,3
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B)apport de la pollinisation :

autopollinisation :
. » GSL acides
GSL neutres GSL acides % m
S1 ) 38 2,6 6,4
Bb @ 55 5 9,09
Bg @ 38 6 13,6

Les pourcentages des GSL acides sont comparables 3 ceux observés dans les sty-

les vierges.

xénopollinisation :
. s GSL acides
GSL neutres GSL acides % L totaux
5151 X 5234 68,5 2,0 2,8
5234 X 5151 59,5 2,0 3,3
Sls1 X Sls2 46,8 5,0 10,6

Les variations enregistrées indiquent une baisse relative des GSL acides au
cours de la pollinisation. Le cas de la demi compatibilité est 3 souligner :
le taux des GSL acides reste alors &levé.

La comparaison des différentes catégories des GSL permet de préciser les va-
riations enregistrées au niveau du pollen et du style vierge ainsi gqu'au cours

du processus de pollinisation.

c.comparaison des différente§ classes de GSL neutres
Yad :
o) céramides

dans les différents pollens et styles : le tableau suivant rapporte les valeurs

obtenues, exprimées successivement en nanomoles de céramides par gramme de tis-

su et en pourcentage relatif par rapport aux GSL totaux.

151 5152 5254
nnoles/g % nmoles/g % nmoles/g %
Pollen 5,4 5,7 6,3 6,9 7,0 7,6
Styles o
vierges 7,0 33,9 10,0 42,9 10,0 39,8

Les variations observées sont faibles pour les différents génotypes d'un méme
matériel (pollen ou style). Les styles sont relativement plus riches en céra-

mides que les pollens.
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apport de la pollinisation : les résultats, exprimés de la méme fagon, présen-

tent les variations suivantes :

5151 5152 5254
nmoles/g % ~ nmoles/g % nmoles/g %
Autopol. 13 32,0 23 38,3 13 29,5
Xénopol. 16 22,7 7 14,4 13 21,1

Apres autopollinisation, la teneur en céramidesest relativement élevde, les
résultats trouvés sont comparables 4 ceux présentés par les styles non polli-
nisés : en xénopollinisation, par contre, alors gque le taux en GSL totaux est
plus important, la proportion relative de céramides a tendance 3 baisser.

B)monoglycosylcéramides
pollen et styles :

Sls1 3182 5254
nmoles/g % nmoles/g % nmoles/g %
Pollen 31 32,8 32 35,0 28 31,9
Styles 8 38,8 5 21,4 8 31,8

vierges

En valeur absolue, le pollen est plus riche que le style mais la proportion de

MGCer reste identique dans les deux types de matériel.

&volution aprés pollinisation :

Sls1 Sls2 5254
nmoles/g % nmoles/g % nmoles/g %
Autopol. 18 44,3 20 33,3 18 40,9
Xénopol. 40 56,7 30 61,8 35 5¢,9

On constate une forte orientation du métabolisme vers la synthése de MGCer,
cet effet est plus marqué pour la xénopollinisation (60 % des GSL totaux pour

les seuls MGCer).

Y)diglycosylcéramides
pollen et styles :
5191 3152 S2%
nmoles/g % rmoles/g % nmoles/g %
Pollen 15 15,9 16 17,5 13 14,8
Styles 1,8 8,7 2 8,6 3 11,9

vierges
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TABLEAU 39 : Taux relatifs des glycosphingolipides comparés
styles vierges (teneur pour les styles vierges

styles vierges

styles autopollinisés

-

3 ceux des
ggale 3 1),

styles xénopollinisés

pollsn
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Le pourcentage de diglycosylcéramides est plus &levé dans le pollen que dans
le style vierge alors que le taux de GSL du pollen est déjad lui-méme relati-

vement &levé par rapport au style.

€volution aprés pollinisation :

Sls1 5132 5254
nmoles/g % nmoles/g % nmoles/g %
Autopol. 4 9,85 8 13,3 5 11,4
Xénopol. 8 11,3 5 10,3 6 9,8

Dans les styles pollinisés, il y a augmentation de la teneur en diglycosylcé-
ramides par rapport au style vierge ; cette variation relative est cependant

faible. L'autopollinisation induit cependant une synthése plus importante des
DGCer.

§)triglycosylcéramides
pollen et styles non pollinisés :

5151 5152 5254
nmoles/g % nmoles/g % nmoles/g %
Pollen 6 6,4 5 5,4 5 5,7
Styles
vierges 1,5 7,3 2,5 10,7 1,5 6

La teneur relative en TGCer est supérieure dans le style non pollinisé ; il

est intéressant de savoir comment &voluent ces TGCer aprés pollinisation.

&volution aprés pollinisation :

5151 5152 5254
nmoles/g % nmoles/g % nmoles/g %
Autopol. 1,2 2,9 2 3,3 0,7 1,6
Xénopol. 2,5 3,5 1,8 3,7 245 4,06

La xénopollinisation induit une diminution du pourcentage des TGCer par rapport

au style vierge qui sera plus accentufe en cas d'autcpollinisation.

5151 S152 5254
nmoles/g % nmoles/g % nmoles/g %
Pollen 3 3,2 5 5,5 3 3,4
Styles
vierges 1 4,8 1,8 757 1,1 4,4

La valeur relative en TrGCer est supérieure dans le style.
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TABLEAU 40 : Teneur en glycosphingolipides des sous-fractions (nanomoles/g).

styles vierges styles x&nopollinisés

styles autopollinisés ¥ pollen
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gvolution aprds pollinisation :

3151 5152 S2%4
nmoles/g % nmoles/g % nmoles/g %
Autopol. 1,8 4,4 2 3,3 1,3 2,9
Xénopol. 2 2,8 3 6,2 3 4,9

Il y a réduction des TrGCer aprés autopollinisation et peu de variations de la

teneur en TrGCer par rapport & celle des styles vierges en xénopollinisation.

En conclusion de cette analyse, 1l faut remargquer 1l'analogie
du comportement des différentes classes de GSL au niveau du style et du pollen
ainsi qu'au cours du processus de pollinisation, quels que soient les alléles
d'incompatibilité dont ils sont porteurs.

En rdgle générale, la pollinisation induit dans les styles une
augmentation des teneurs en GSL totaux ; cependant, i1l existe des variations
importantes selon le type de pollinisation, compatible ou incompatible L'auto-
pollinisation provoque une augmentation notable des céramides et des monoglyco-
sylcéramides tandis que la x@nopollinisation a pour conséquence principale une
augmentation des céramides et une teneur beaucoup plus importante en MGCer (quel
que soit le génotype du style). Dans ce cas particulier du croisement demi
compatible (8182 x 828 ), l'augmentation caractéristique des MGCer est du méme
ordre de grandeur que pour le croisement compatible.

D'autre part, l'autopollinisation induit une forte diminution
des teneurs en TGCer et TrGCer ; cette diminution des GSL complexes apparalt
moins accentufe en cas de xénopollinisation.

Tl est intdressant de comparer les taux relatifs des diverses
classes de GSL par rapport & celles des styles vierges ; cette fagon de pro-
céder permet de visualiser rapidement les perturbations diles aux pollinisa-
tions (tableaux 39, 40 et L1).

Pour les trois génotypes d'Oenothera missouriensts envisagés,
les diagrammes montrent une augmentation relative des teneurs en céramides,
mono et diglycosylcéramides, suivant la pollinisation (compatible ou non).

De fagon remarguable, la fraction F) (triglycosylcéramides) pré-
sente unc diminution dans le cas de 1'autopollirigetion alors gue la somme des
apports du style vierge et du pollen impliquerait une augmentation. Il existe
donc une perturbation métabolique & ce niveau qui suit le phénoméne d'auto-
incompatibilité.

De plus, l'autopolliﬁisation a pour conséquence une augmenta—

tion du pourcentage relatif des glycosphingolipides acides.



=

-

T i

TABLEAU 41: Pourcentage de glycosphingolipides dans chaque classe.

ﬁ styles vierges w3 styles xEnopollinisés

styles autopollinisés ﬁ pollen
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d.analyse statistique des résultats : une analyse de variance

Pl

8 3 facteurs contrdlés : génotype, fraction, type de pollinisation, a &té
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 emtre les trois catégories de styles (vierges, autopollinisés,
xénopollinisés) sont hautement significatives : la composition en glycosphin-
golipides dépend donc essentiellement de 1'état du style ;

L)1'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)1'interaction 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)c'est l'interaction style-fraction qui est la plus &levée : une fraction est
done liée surtout & 1l'état du style (vierge, autopollinisé, x€énopollinisé ) ;

7)1l'interaction de 28me ordre est significative : si on considdre l'interaction
génotype-style, celle-ci varie selon la fraction F envisagée et permet de met-—
tre ainsi en &vidence l'influence plus faible du génotype.

En conclusion de cette analyse, on peut dire que le paramétre le
plus important dans la répartition des glycosphingolipides dans les différentes
fractions est le processus de pollinisation ; l'intervention du paramétre

"génotype' est beaucoup moins marquée.

g) Analyse des constituants des GSL neutres.

L'identification des constituants des différentes classes de
GSL neutres (céramides, mono, di, tri et tétraglycosylcéramides) précédemment
> s s gLy J
purifiées par chromatographie préparative en couche mince, suppose la sépara-
tion préalable des acides gras et des bases i longue chaine par rupture de la

liaison amide.

La technique d'hydrolyse utilisée (méthode de GAVER et SWEELEY,
1965) permet l'hydrolyse sans altération de la configuration des bases ; il
s'agit d'une hydrolyse acide (solution méthanol chlorhydrique, HCL 1 N dans
CH_OH + 10 molécules d'eau) pendant 23 heures, sous atmosphére d'azote (fiche

3
technique n° 27).

T-extrnaction des acides gras et composition en acides gras : L'hydrolysat est

soumis 4 une extraction & l'hexane. La phase hexanique supérieure solubilise



TABLEAU 142

ANALYSE DE VARIANCE DES TENEURS EN GLYCOSPHINGOLIPIDES

POUR LES STYLES VIERGES, AUTOPOLLINISES ET XENOPOLLINISES DE GENOTYPES

8181, 8182 ET stq.

Origine de la variation degré de 52
liverté

Génotype(A) 0,60
Fraction(B) 5 2518,64
Style(C) 2 886,73
Génotype x fraction

(A x B) 10 14,5k
Génotype x style

(A x C) h 96,06
Style x fraction
AxBx¢C 20 23,05
Résiduelle 216 1,44

o,h2 Ns
17h9,06%XxX
615 ,78%XxX

10, 10%%XX
66,71%XxXX

332,73%XX

16,01X

r

B
mn

—
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les acides gras alors que les oses et les bases a4 longue chalne restent dans
la phase méthanolique acide. Aprds décantation et séparation, cette phase
inférieure est rapidement neutralisée par addition d'acétate d'argent. Une
partie aliquote servira 34 la détermination de la composition en glucides et

l'autre & celle de la composition en bases 3 longue chalne.

Les acides gras de la phase hexanique sont ensuite transestérifiés par le mé-
lange méthanol-acide (fiche technique n® 18). La transméthylation n'étant
jamais compléte, puisqu'il s'agit d'un équilibre, il est indispensable de pu-
rifier les esters méthyliques d'acides gras formés afin d'éliminer les acides
gras non méthylés et les é&ventuels contaminants. Cette purification est ef-
fectuée par chromatographie en couche mince sur gel de silice G avec le ben-

zéne comme solvant de migration (fiche technique n® 18).

Aprés élution, les esters méthyliques d'acides gras sont repris par le sul-—
fure de carbone et chromatographiés : chromatographie en phase gazeuse effec—

~

tuée sur un appareil Varian 1800 équipé d'un détecteur & ionisation de flamme.
La colonne de typé standard est remplie de DEGS & 10 % sur chromosorb W

60/80 mesh AW (fiche technique nO 13). L'identification des acides gras est
vérifide par spectrométrie de masse (appareil Riber Mag 10-10) (fiche

technique n° 32).

Z-extraction des bases a Longue chaine (BLC) et analyse : Les bases & longue
chaine libres sont particuliérement instables, il convient de procéder i leur
extraction et 4 leur transformation en dérivés dinitrophénylés le plus rapi-

dement possible.

a.obtention des BLC : les bases 4 longue chalne sont extraites

sélectivement par le diéthyl-&ther en milieu alcalin, ce qui rend impossible
toutes analyses de la partie osidique sur la phase inférieure (fiche technique

n° 29).

b.obtention des dérivés_dinitrophénylés : les BLC sont ensuite

transformées en DNP-dérivés stables par la 1 fluoro 2-4-dinitrobenzéne selon
le protocole de KARLSSON (1970) (fiche technique n® 29). Les DNP dérivés sont
ensuite purifiés par chromatographie en couche mince (fiche technigue n® 29)

afin d'éliminer excés de réactifs et impuretés.

c.analyse des bases : leur analyse sera complexe car elle im-

plique plusieurs étapes aprés la stabilisation par dinitrophénylation.



TABLEAU 43 : REPARTITION DES ACIDES GRAS CONSTITUTIFS DES CERAMIDES,

matériel
formuile de Styles vierges Styles autopollinisés | Styles xénopollinisés Pollen S Pollen Bg
Shortland 513, 8181 x 8¢5, 8154 x 525, Alléles S, Alldles S, ou Gy

ci2 : 0 0,k 0,58 1,22 0,26 1,00
c12 : 1 - - - - -

c13 : 0 2,hh 0,63 1,72 0,03 0,92
Ci3 : 1 0,11 - 0,0h 0,03 0,05
cih : 0 3,70 2,7k 1,27 0,96 1,01
cib : 1 1,51 0,25 0,48 0,26 0,29
C15 : 0 2,36 1,55 1,35 0,53 0,80
ci5 : 1 o,ht 0,25 0,33 0,32 0,31
Ci6 : 0 26,88 23,03 19,78 11,03 13,71
c16 : 1 7,15 5,26 3,85 2,21 2,93
C17 : 0 2,01 1,63 0,99 1,24 0,56
C17 : 1 1,20 1,21 0,50 0,53 0,30
c18 : 0 13,54 16,66 9,7 5,38 6,17
c18 : 1 21,23 2k, 9l 1,31 10,71 10,61
ci8 : 2 6,16 h,26 11,55 h,36 6,01
c18 : 3 3,69 1,h7 23,43 hs5,53 W, 77
C19 : 0 - 0,h7 0,88 0,66 0,05
c19 : 1 - - - -~ -

20 : 0 3,63 2,28 5,27 8,73 7,60
€20 : 1 1,53 0,76 1,20 3,1 0,2h
€21 : 0 0,h6 0,68 0,h9 0,39 -

c21 : 1 - i, 89 - 0,31 -

c22 : 0 1,21 6,h5 1,75 . 2,21 2,7
c22 : 4 - - - - -

TOTAL 99,99 99,99 99,98 99,99 99,99




TABLEAU U1} : REPARTITION DES ACIDES GRAS CONSTITUTIFS DES CERAMIDES.

formule de matériel Styles vierges Styles autopollinisés | Styles xénopollinisés Pollen Bb Pollen Bg
Shortland $155 5182 x 818, 518, X 5,8, Allé&les S ou 8o >bwmwmmaMW|wmlmwltns

ct2 : 0 5,11 h,03 h,s58 0,60 1,0k
ci2 : 1 - - - - -

Ci3: 0 7,32 4,58 10,06 0,03 0,92
c13 : 1 - 0,40 - 0,22 0,05
cth : 0 1,89 2,7h 1,79 1,30 1,01
cih o+ 1 0,71 0,88 0,h0 0,35 0,29
C15 : 0 2,h3 1,h2 3,02 1,21 0,80
ci5 : 1 0,5h 0,h7 - 0,2h 0,31
C16 : 0 22,03¢ 28,29 30,60 10,58 13,71
Odm (| MwN: WuO‘N Nu‘ﬁm wu.wmw Mw@W
C17 : 0 1,50 1,98 2,06 1,03 0,56
C17 : 1 1,08 1,26 0,83 0,85 0,30
Ci8 : ¢ 9,78 1,64 1h, 71 6,10 6,17
c18 : 1 18,51} 17,99 11,91 10,91 10,91
ci8 : 2 3,h0 2,30 h,22 5,05 6,01
c18 : 3 2,52 1,93 h,75 W6, 27 Wy 72
C19 : 0 0,55 0,21 0,59 - 0,05
ci9 : 1 - - - - -

C20 : 0 2,40 1,98 3,29 7,06 7,60
c20 : 1 0,77 0,88 1,52 2,23 0,2L
cet : 0 0,38 0,Th 0,90 0,23 -

c21 : 1 2,03 6,49 - T -

ce2 : 0 11,25 1,71 1,01 1,99 2,73
ce2 : 1 - - R - -

TOTAL 99,98 99,99 99,99 99,98 99,99

w

* croisement demi-compatible.




TABLEAU 45 : REPARTITION DES ACIDES GRAS CONSTITUTIFS DES CERAMIDES.

formule do matériel Styles vierges Styles autopollinisés | Styles xénopollinisés Pollen Bg Pollen Sj
formule d / 8,8, S28) x 803y 8o8) x 518 alléles S, ou 5y alléle S,

ci2 : 0 0,58 0,67 0,81 1,0h 0,26 w
ctz2 : 1 - - - - -

c13 : 0 0,07 0,h3 1,35 0,92 0,03
c13 : 1 0,05 0,09 - 0,0% 0,03
cih : 0 17,33 2,19 1,10 1,01 0,96
cth : 1 0,6h 0,86 0,66 0,29 0,26
Ci5 : 0 1,84 2,62 1,37 0,80 0,53
Ci5 : 1 0,h0 0,h8 0,27 0,31 0,32
C16 : 0 21,51 22,58 35,91 13,71 11,93
ci6 : 1 6,32 6,17 7,21 2,93 2,21
C17T : 0 1,25 2,9 2,08 0,56 1,2k
CI17 : 1 0,99 1,91 0,h3 0,30 0,53
ci8 : 0 8,38 18,9h 11,70 6,17 5,38
c18 : 1 2h,2h 23,75 11,75 10,91 10,71
Cc18 : 2 6,85 h,60 6,38 6,01 h,36
c18 : 3 3,99 0,76 10,46 Ly 72 Us,53
C19 : 0 - 0,9h 0,20 0,05 0,66
ci9 : 1 - - - - -
€20 : 0 1,28 2,86 h,51 7,60 8,13
c20 : 1 1,12 1,1h 1,25 0,2h 3,41
c21 : 0 1,98 2,98 0,81 - 0,39
cet - 1,17 - - 0,31
c22 : 0 1,16 3,36 1,73 2,73 2,21
ce2 : 1 - - - - -
TOTAL 99,98 99,99 99,98 99,99 99,99




TABLEAU 46 : REPARTITION DES ACIDES GRAS CONSTITUTIFS DES MONOGLYCOSYLCERAMIDES.

matériel

formlo 3 Styles vierges Styles autopollinisés | Styles x@nopollinisés Pollen Sj Pollen Bg
ormule de S48 8951 x 548 5159 x 808 All3les S All&les S, ou S
Shortland e VERCY e I I
ci2 : 0 0,69 0,68 1,h2 0,09 -
c12 ¢ 1 - 0,01 - - -
C13: 0 0,06 - 0,62 2,56 0,3k 0,68
c13 : 1 - 0,07 - 0,36 0,30
cth : 0 0,99 2,87 6,80 0,50 1,05
cth : 1 0,he 0,70 0,33 0,13 ,80
c15 : 0 1,58 2,72 1,h2 0,78 ,90
C15 : 1 0,63 0,54 0,55 0,16 0,11
C16 : 0 28,06 22,92 25,51 20,73 21,0k
Ct6 : 1 b 5,79 h,32 3,h0 1
C17 : 0 2,88 2,02 ,00 1,30 0,95
C1T : 1 1,35 0,83 51 0,h3 0,6h
c18 : 0 33,92 23,35 10,65 5,hh I,56
c18 : 1 12,k2 18,hh 11,66 6,23 6,93
c18 : 2 2,06 2, 12,16 1,68 1,38
c18 : 3 0,7Th 0,75 17,89 52,03 53,69
Ct9 : 0 0,53 0,h5 - 0,10 -
c19 : 1 - - - - -
C20 : 0 2,05 1,2k ? 3,80 3,07
€20 : 1 0,39 0,15 - 0,95 -
ce1 : 0 6,88 2,98 0,59 1,29 1,88
cetl 2 1 - - ~ 0,05 -
c22 : 0 0,3h 10,h5 0,62 0,70 1,02
co2 ¢ 1 - - - - -
TOTAL 99,99 99,99 99,99 99,99 100




TABLEAU U7 : REPARTITION DES ACIDES GRAS CONSTITUTIFS DES MONOGLYCOSYLCERAMIDES,

2.
<

formilo i matériel Styles vierges Styles autopollinisés | Styles xm:ovowww:mmmm Pollen Bb Follen Bg

> e ~ ~

Shortland 515, muwmlmrm_leli B 518, x 8508y Alléles 34 wm b2 »wmemm 8, ou §),
c12 : 0 0,91 1,01 1,23 0,08 -
c12 1 - - 0,39 _ _
Ci13 : 0 0,06 0,26 0,18 0,15 0,68
c13 : 1 - 0,06 0,05 0,72 0,30
cth : 0 2,25 1,2h 2,hs 0,30 1,05
cth : 1 0,h5 0,57 0,79 0,12 0,80
C15 : 0 2,72 2,09 2,ho 0,09 0,90
ci15 ¢ 1t 0,35 0,h9 0,69 0,31 0,11
C16 : 0 28,55 31,75 30,72 18,80 21,04
c16 : 1 % ,96 h,73 7,83 2,25 1
Ci7T : 0 2,01 2,hh 2,15 0,50 0,95
C17 : 1 0,79 1,66 1,32 0,15 0,6h
ci8 : 0 32,1 21,72 17,09 5,32 b, 56
c18 : 1 13,22 17,21 15,86 6,27 6,93
c18 : 2 2,15 h,21 11,89 h,30 1,38
c18 : 3 0,61 5,20 1,h7 56,31 53,69
C19 : 0 0,18 0,0h - - -
c19 : 1 - - - - -
C20 : 0 2,43 1,1k - 2,18 3,07
€20 : 1 0,6h 0,53 0,9h 0,56 -
c2t : 0 b, 52 1,06 - 1,37 1,88
c21 : 1 - - 2,05 0,37 -
ce2 : 0 0,76 2,20 - 0,38 1,01
c22 : 1 - - - - -
TOTAL 99,98 99,99 99,99 99,98 99,99

¥ Croisement demi-compatible




TABLEAU U8 : REPARTITION DES ACIDES GRAS CONSTITUTIFS DES MONOGLYCOSYLCERAMIDES,

formuls matériel Styles vierges Styles autopollinisés| Styles xénopollinisés Follen Bg Pollen S’l
Shortland S?S,‘ 8281‘ X 528,7' SESh X S1S1 Alleles 82 ou S,' Alléles 59
c12 : 0 1,80 2,11 - - 0,09
ci12 ¢ 1 - 0,03 - - =
ci13 : 0 0,05 1,06 0,86 0,68 0,3h
€13 : 1 - 0,01 0,65 0,30 0,36
cih : 0 0,30 1,4k 1,h2 1,05 0,50
cibh : 1 0,19 0,55 0,95 0,80 0,13
c15 : 0 1,33 1,82 0,98 0, 0,28
ci5 : 1 0,25 0,81 0,988 0,11 0,16
C16 : 0 33,37 51,72 25,32 21,0 20,73
c16 : 1 h,16 6,22 5,1k i 3,40
017 H ) 3,33 1952 1,32 0)95 1;30
c17 = 1 1,08 0,84 0,83 0,6h 0,43
c18 : 0 33,15 15,76 13,5k h,56 5,0
ct8 : 1 7,62 15,39 25,2k 6,93 6,23
c18 : 2 1,18 5,87 9,56 1,38 1,68
ci8 : 3 0,49 1,33 10,63 53,69 52,03
€19 : 0 0,62 0,36 - - 0,10
c19 : 1 - - - - -
20 : 0 3,25 2,87 1,50 3,07 3,80
€20 : 1 0,20 1,08 ,08 - 0,95
c21 : 0 h,86 3,22 0,h0 1,88 1,29
c2t o« 1 1,18 - 0,2h -~ 0,05
- Ce2 : 0 1,28 5,98 0,hh 1,01 0,70
22 : 1 - - - - -
TOTAL 99,99 99,99 99,99 99,99 99,99




TABLEAU 49 : REPARTITION DES ACIDES GRAS CONSTITUTIFS DES DIGLYCOSYLCERAMIDES.

Y way
I e

-/ﬁ.u ;U\

= e gir

matériel Styles vierges Styles autopollinisés | Styles xénopollinisés Pollen .Ad Pollen Bg
formule de 5.8, 8.5, x 5,8 8,8, x 8.8, Midle 8 M1dles Syou §)
Shortland L ! ! 1 2 o

ci12 : 0 0,h6 8,70 0,23 1,90 0,6h
ci2 : 1 0,01 0,16 0,0h 0,23 0,05
C13 : 0 0,11 0,33 0,02 0,1 0,05
Cc13 : 1 0,17 11,61 0,03 1,h9 0,21
cih ;0 0,15 2,81 0,55 1,86 1,99
cih : 1 0,06 0,7 0,16 0,h6 0,51
c15 : 0 0,50 1,12 0,70 0,68 1,98
ci1s : 1 0,06 1,16 0,19 0,37 1,55
Cl16 : 0 ho,h8 28,19 19,60 31,87 36,72
C16 = 1 2,78 5,37 3,15 6,15 6,52
Ci7T : 0 1,19 1,19 1,17 1,53 1,33
C17 : 1 0,5h 1,17 0,51 0,88 1,06
c18 : 0 17,0k 11,59 10,22 10,60 8,32
c18 : 1 18,06 13,21 7,86 10,30 9,h5
c18 : 2 6,30 3,53 20,70 2,13 h,7h
ci8 : 3 1,h2 0,70 28,65 13,93 10,91
Ci9 : 0 I, 39 1,h3 - - -

c19 : 1 - - - - -

€20 : 0 b, 5T 2,76 3,65 5,8k 5,72
€20 : 1 1,18 1,86 1,59 h,39 8,2k
€21 : 0 0,05 - 0,16 0,10 -

c21 : 1 - - - - -

ce2 : 0 0,38 2,35 0,81 h,87 -

c22 : 1 - - - - -

TOTAL 99,99 99,98 99,99 99,99 99,99




TABLEAU 50 : REPARTITION DES ACIDES GRAS CONSTITUTIFS DES DIGLYCOSYLCERAMIDES.,

Liteg

£ Bus

matériel Styles vierges Styles autopollinisés| Styles x#nopollinisés Pollen Bb Pollen Bg
formule S8 5,5, x 8.8 8,5, x 8,8 Alléles 8, ou 8 All8les S, ou §)
Shortland 12 172 172 172 2 r 1 2 2 't

c12 : 0 3,21 2,59 1,95 0,22 0,64

c12 : 1 - 0,24 0,09 0,0h 0,05

C13 : 0 0,hs5 0,19 0,11 0,05 0,05

c13 : 1 1,16 0,66 0,83 0,07 0,21

cth : 0 3,03 1,20 0,63 0,93 1,99

cth : 1 0,76 0,30 0,35 0,23 0,51

c15 : 0 4,68 1,97 1,hg 0,75 1,98

ci5 : 1 1,48 1,h1 0,91 0,5h 1,55

C16 : 0 L3, k2 28,39 29,59 56,98 36,62

ci16 : 1 h,96 3,11 8,05 5,21 6,52

CiT : 0 2,69 1,76 2,72 1,06 1,33

c17 = 1 1,36 1,18 0,72 0,65 1,06

ci8 : 0 21,82 23,47 21,63 1h, 35 8,32

c18 : 1 7,56 10,26 21,26 b, Th 9,h5

c18 : 2 2,17 2,07 1,6h 3,07 boTh

c18 : 3 1,2k 1,38 - 6,01 10,91

c19 : 0 - - - - -

ci9 : 1 - - ~ - -

C20 : O - 1,29 - 2,37 5,72

c20 : 1 - 3,36 - 0,19 8,24

€21 : 0 - - 8,01 - -

cot o i - - - - -

€22 : 0 - 15,07 - 1,83 -

c22 : 1 - - - - -

TOTAL 99,99 99,99 99,98 99,99

LY
-~

Croisement demi-compatible



TABLEAU 51 : REPARTITION DES ACIDES GRAS CONSTITUTIFS DES DIGLYCOSYLCERAMIDES.

matériel Styles vierges Styles autopollinisés | Styles x#nopollinisés Pollen Bg Pollen 8§
formule de S.8 5.8, x 8.8 5.8, x 8,8 M13les S, ou 8 All3les &
Shortland 2k 2%h 2°h 2%h 171 FLELER oy OW W), - 1

c12 : 0 2,h6 1,71 5,37 0,6h 1,90
ctle : 1 0,ho ,22 0,35 0,05 0,23
Ci3:0 0,h2 1, 0,31 0,05 0,h1
C13 : 1 0,90 1, 0,67 0,2 1,h9
cth : o 2,90 1,21 1,34 1,99 1,86
cih : 1 0,83 0,62 0,78 0,51 0,46
Ci15 : 0 3,06 1,43 2,28 1,98 0,68
c15 : 1 1,37 0,67 1,18 255 0,37
c16 : 0 38,50 29,59 29,1h 36,72 31,87
c16 : 1 9,63 To07 h,03 6,52 6,15
C17 : 0 1,08 1,60 1,50 1,33 1,53
c17 : 1 0,83 1,30 1,02 ,06 0,88
c18 : 0 16,59 22,h9 15,03 8,32 10,60
c18 : 1 19,51 16,82 10,60 9,h5 10,30
c18 : 2 1,81 3,88 7, 1h hoTh 2,13
c18 : 3 - 1,72 8,71 10,91 13,93
C19 : 0 - - 0,52 - -

Cc19 : 1 - - - - -

€20 : 0 - 2,02 1,64 5,72 5,8k
c20 : 1 - - 0,78 8,2h h,39
c21 : 0 - - - - 0,10
c2t o 1 - - - - -

Ce2 : 0 - b, 16 8,10 - h,87
ce2 : 1 - - - - -

TOTAL 99,99 99,98 99,99 99,99 99,99




TABLEAU 52 : REPARTITION DES ACIDES GRAS CONSTITUTIFS DES TRIGLYCOSYLCERAMIDES.

formule d matériel Styles vierges Styles autopollinisés | Styles xfnopollinisés Pollen 5, Pollen Bg

orm e FRES ~

Shortland mdmd m,.m_ X mdm. m_m_ X mmw: Allédle ma Alléles mw ou mr
c12 : 0 0,58 1,39 1, M0 0,h2 1,02
c12 : 1 0,07 0,21 0,09 0,12 0,11
Ci3 : 0 0,05 0,hl 0,52 0,3h 0,52
c13 : 1 0,3k 0,51 0,2h 0,30 0,22
cih : 0 0,96 0,84 1,99 1,022 0,93
cik : 1 0,39 0,62 0,h0 0,17 0,35
C15 : 0 0,87 2,05 2,32 0,87 1,83
C15 : 1 0,23 1,4k 0,5h 0,10 0,58
Ci16 : 0 25,46 25,07 32,16 6h, 31 25,h6
C16 : 1 3, 1h 7,46 h, 65 3,86 9,21
CI17T : 0 1,29 1,h2 1,63 2,91 1,69
C17 : 1 0,72 1,19 0,63 - 1,50
c18 : 0 32,88 1h,29 15,05 1,72 13,51
c18 ¢ 1 15,01 th,59 9,50 1,79 20,6h
ci18 : 2 11,61 3,23 13,38 - 7,07
c18 : 3 0,59 1,20 9,63 0,hh 6,11
€19 : 0 - 1,69 0,53 - 1,33
ci9 : 1 - - - - -
C20 : 0 2,36 0,87 2,80 8,18 1,5h
c20 : 1t 2,53 0,65 1,10 - 0,51
c21t : 0 0,h9 0,78 0,38 - -
c21 : 1 - - - - -
€22 : 0 0,h2 20,0k 1,01 - 5,86
c22 : 1 - -~ - - -
TOTAL 99,99 99,98 99,99 99,99 99,99




TABLEAU 53 : REPARTITION DES ACIDES GRAS CONSTITUTIFS DES TRIGLYCOSYLCERAMIDES,

formule d€

matériel

Styles vierges

Styles autopollinisés

Styles xénopollinisés®

Pollen Bb

Pollen Bg

hortland 3182 8132 X 5182 8132 X ‘QSh AlLleles S1 ou S;3 Alleles 82
ci2 : 0 0,93 h,69 0,98 1,03 1,
cl12 : 1 0,07 0,33 0,9h 0,1h 0,11
C13 : 0 0,23 00 0,87 0,05 0,52
c13 : 1 0,56 2,71 3,31 0,3h 0,22
cih : 0 6,70 1,96 1,25 0,70 0,93
cih 1t 1,1k 1,0k 1,82 0,62 0,35
c15 : 0 6,35 1,96 3,99 1,36 1,83
cis ¢ 1 0,87 ,02 0,53 0,2h 0,58
C16 : 0 29,15 29,42 16,82 34,30 25,06
c16 : 1 5,51 2,07 6,03 2,88 9,21
Ci7 : 0 3,0k 1,37 2,38 1,h9 1,69
CI1T : 1 0,60 1,06 0,52 0,67 1,50
c18 : 0 21,83 17,72 7,06 31,55 13,51
c18 : 1 6,7Th 9,88 6,33 ,92 20,6k
c18 ¢ 2 1,58 3,69 3,26 8,26 71,07
c18 : 3 0,66 10,87 3,36 ko7 6,11
C19 : 0 1,22 2,0k 2,7 - 1,33
c19 : 1 - 1,96 - - -
C20 : 0 5,67 - 1,25 2,96 1,5h
20 : 1 1,35 1,80 71 1,73 0,51
c21 : 0 1,38 - 1,08 0,60 -
c2r ¢ 1 - - 2,46 - -
ce1 : 2 - - 1,23 - -
€22 : 0 W, - 0,03 1,17 5,86
coz : 1 - - 6,13 - -
TOTAL 99,99 99,99 99,99 99,98

*croisement demi-compatible




TABLEAU 5l : REPARTITION DES ACIDES GRAS CONSTITUTIFS DES TRIGLYCOSYLCERAMIDES.

formio 3 matériel Styles vierges Styles autopollinisés | Styles xénopollinisés Pollen Bg Pollen S,

ormule de a a S o O a

Shortland 555y, 5,58y, x 558), 858) x 548, Alcles 5, on Gy AMl1fle 5,
c12 : 0 1,52 1,93 0,h2 1,02 0,42
c12 : 1 0,05 0,17 0,0h 0,11 0,12
ci3 : 0 0,68 0,71 0,28 0,52 0,3k
ci3 : 1 0,36 0,95 0,18 0,22 0,30
cih : 0 1,03 2,98 1,62 0,93 1,22
cih : 1 0,01 1,82 0,53 0,3% 0,11
C15 : 0 1,hg 3,06 1,5h 1,83 0,87
C15 : 1 0,28 1,06 0,27 0,58 0,10
Ci6 : 0 23,95 37,h0 ho,38 25,h6 60,31
C16 : 1 5,28 7,71 6,29 9,21 3,86
C1T : 0 1,63 2,2k 2,21 1,69 2,91
CiT = 1 1,05 1,38 0,h6 1,50 -
C18 : 0 hG, Ik 17,10 23,72 13,51 14,72
c18 : 1t 10,91 16,12 8,01 20,6k 1,73
ci8 : 2 2,68 3,12 h,00 7,07 -
c18 : 3 - 1,26 2,31 6,11 0,hh
C19 : 0 0,94 0,99 - 1,33 -
c19 : 1 - - - - -
C20 : 0 0,97 - 3,89 1,5h 8,18
c20 : 1 0,72 - 0,71 0,51 -
c2t : 0 . - - - - -
c21 ¢ 1 - - - - -
ce2 : 0 - - , 1,13 5,86 -
ce2 : 1 - - - - -
TOTAL . 99,99 99,99 99,99 99,99 99,99
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a)analyse des bases sous forme d'aldéhydes : la trans-
formation des bases en aldéhydes est réalisée par oxydation au tétra-acétate
de plomb (fiche technique n® 29). Au cours de 1l'oxydation, les bases trihydro-
xylées perdent 3 atomes de carbone, tandis que les bases dihydroxylées n'en
perdent que 2. Les aldéhydes ainsi obtenus auront donc une chaine plus courte.
Les aldéhydes sont identifiés et dosés par chromatographie en phase gazeuse
(colonne de DEGS & 10 % sur chromosorb W 60/80 mesh AW, fiche technique n° 29).

L'identification des aldéhydes n'est pas entiérement
fiable par cette technique ; il est indispensable de la coupler 3 une (au
moins) autre méthode analytique ; nous avons utilisé la transformation des

aldéhydes en acides gras homologues.

B)analyse des bases sous forme d'acides gras : elle est
réalisée par oxydation par le permanganate de potassium (fiche technique n® 29).
Les acides gras ainsi obtenus sont transestérifiés par le mélange méthanol-
acide sulfurique. Apreés purification par CCM, ils sont analysés par chromato-
graphie en phase gazeuse sur colonne de DEGS 10 % sur chromosorb W (fiche

technique n° 13).

3-analyse de La copule osidique : Elle est effectude sur une partie aliquote
de la phase méthanolique. Le réactif d'hydrolyse utilisé renfermant de l'eau,
une deuxiéme méthanolyse des sucres 1ibérés est nécessaire. Elle est réalisée

par une solution de méthanol-chlorhydrique (HCl 0,5 M dans CH_OH anhydre) pen-

3
dant 24 heures & 80°C. Aprds trifluoroacétylation du méthanolysat, 1'analyse
des oses est effectuée en phase gazeuse sur colonne d'OV 210 avec programma—
tion de température de 110 3 210°C 3 raison de 1°C par minute (fiche techni-

que n® 30).

d-distrnibution des acides gras : La répartition des acides gras des diffé-
rentes classes de GSL a &té successivement analysée au niveau du pollen et

des styles non pollinisés ou pollinisés (auto et xfnopollinisation).

L'étude a porté sur plusieurs paramétres : mise en &vidence des acides gras
les plus importants (en pourcentage relatif), degré de saturation, distribu-
tion des AG & nombre impair d'atomes de carbone, longueur de la chaine car-—
bonée (importance relative des AG & chalne courte (C10 & C13), moyenne (Cik

a& C17), en C18, 3 chaine longue (C19 3 C24).

Dans chaque cas, nous avons réalisé l'analyse comparative entre le pollen et
le style vierge puis envisagé les modifications de la distribution des AG en

fonction des 2 types de pollinisations.



TABLEAU 55 : REPARTITION DES ACIDES GRAS CONSTITUTIFS DES TETRAGLYCOSYLCERAMIDES,

matériel Styles vierges Styles autopollinisés | Styles xénopollinisés Pollen S Pollen Bg
formule 3 @ o bl g 5 o ALLD) | 1181 g a
Shortland Pt 5454 X ,Jmd 15 X cmm: llele 59 Alléles ¢ 5 ou 5y,

ct2 : 0 1,0h 3,23 1,27 0,1h 1,75
ct2 : 1 0,07 - 0,08 1, -

Ci3 : 0 0,80 2,63 1,20 h,23 0,07
c13 : 1 0,80 1,00 1,37 1,99 0,32
cth 2 0 1,97 1,02 0,82 1,h0 1,1
Cih : 1 0,69 1,18 0,46 1,16 0,49
C15 : 0 2,07 1,0k 0,h5 0,h6 3,58
c15 : 1 0,56 0,80 1,9h 0,86 1,02
c16 : 0 3h, 76 20,65 13,57 oh,97 39,66
C16 : 1 6,55 3,6 2,17 6,11 4, kb
C17 : 0 1,84 3,50 0,85 2,19 2,77
c17 1 1,09 3,00 0,15 0,92 0,Th
Cci18 : 0 17,80 17,59 22,80 15,27 22,93
c18 : 1 12,16 17,03 7,48 17,77 6,90
c18 : 2 7,93 6,07 15,33 6,63 2,11
c18 : 3 2,96 6,h2 6,01 ,81 1,60
C19 : 0 0,51 0,87 1,65 2,h6 0,7h
C19 : 1 - - - - -

C20 : 0 2,32 3,2h 17,81 h,oh 2,09
c20 : 1 1,15 1,79 2,89 1,1h 1,11
c2t : 0 0,28 1,1k 1,31 1,09 -

c21 & 1 - - - 0,9h -

ce2 : 0 2,33 3,93 - - 6,26
cez2 1 - - - - -

TOTAL 99,98 99,99 99,99 99,99 99,99




TABLEAU 56 : REPARTITION DES ACIDES GRAS CONSTITUTIFS DES TETRAGLYCOSYLCERAMIDES.,

matériel Styles vierges Styles autopollinisés Styles xm:ovOHstmmmm" Pollen Bb Follen Bg
formule de 8,5 5,5, x 8.8 8,5, x 8,8 All3les S, ou 8 All8les S, ou S,
Shortland __ et forelove ) e e b SR L

c12 : 0 1,87 | 0,33 0,30 0,07 15
c12 : 1 - - 0,32 3,00 -

Ci13: 0 1,55 2,02 2,20 ~ 0,07
c13 : 1 0,25 0,87 1,hs 1,91 0,32
cih : 0 0,72 0,81 1,29 1,16 i,h1
cih @ 1 0,76 0,71 L, 55 1,05 0,h9
15 : 0 2,19 0,55 1,31 0,27 3,58
Ct5 : 1 0,28 0,18 3,92 0,20 1,02
€16 : 0 37,00 2l 70 29,78 19,77 39,66
c16 : 1 3,17 2,20 6,83 3,81 hobs
CiT : 0 2,22 1,h3 1,86 2,51 2,77
CI7 1 0,66 0,50 1,45 1,10 0,7h
c18 : o 20,33 12,10 17,17 19,31 22,93
Ci18 : 1 11,00 10,6M 15,69 25,60 ' 6,90
c18 : 2 b, ho 18,10 2,31 6,63 2,1
c18 : 3 3,33 12,91 0,97 6,06 1,60
C19 : 0 1,55 1,88 2,00 - 0,7h
ci9 : 1 - - - - -

€20 : 0O 3,22 i, 35 1,38 b, 37 2,09
€20 : 1 1,76 0,79 . 1,31 2,15 L1
c21 : 0 - 0,88 0,71 - -

c21 : 1 - - - - -

€22 : 0 3,25 0l 3,18 - 6,2h
ceo &1 - - - - -

TOTAL 99,99 99,99 99,98 99,99 99,98

.
o~

Croisement demi-compatible



TABLEAU 57 : REPARTITION DES ACIDES GRAS CONSTITUTIFS DES TETRAGLYCOSYLCERAMIDES.

formule de matériel Styles vierges Styles autopollinisés | Styles x&nopollinisés Pollen Bg Pollen 5,
Shortland S S xS0 | BFw sy Micles Sp oSy o Atete s,

C12 : 0 1,11 5,78 0,09 1,75 0,1h
c12 : 1 - - - - 1,k
C13:0 3,27 2,22 0,87 0,07 b 23
ci3 : 1 1,60 0,89 0,97 0,37 1,99
cih 2 0 0,80 1,11 0,25 1,01 1,40
cih : 1 1,00 1,19 0,37 0,h9 1,16
€15 : 0 1,99 2,83 0,71 3,58 0,46
C15 : 1 0,67 0,68 1,00 1,02 0,86
C16 : 0 30,55 28,76 50,10 39,66 2h,97
ct6 : 1 2,60 2,75 3,09 Wl 6,11
C17 : © 2,20 1,30 2,17 2,77 2,19
Ci7 : 1 0,69 0,55 0,50 0,7h 0,92
c18 : 0 19,16 26,2k 20,31 22,93 15,27
c18 : 1t th,12 13,95 7,30 6,90 Vi,77
c18 : 2 6,20 3,h6 3,59 2,11 6,63
c18 : 3 b, 20 1,26 2,16 1,60 h,81
C19 : 0 3,18 0,71 0,80 0,7h 2,h6
c19 : 1 - - - - -

C20 : 0 3,30 4,16 5,90 2,09 L ok
€20 : 1 1,83 0,43 0,63 1,11 1,1h
c21 : 0 - 0,28 - - 1,09
c2t ;1 - - - - 0,94
Co2 : 0 1,52 1,hh - 6,26 -

cz22 : 1 - - - ~ -

TOTAL 99,99 99,99 99,99 99,99
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a.répartition des AG dans le pollen et le style non pollinisé :

elle est reportée dans les tableaux 43 i 57. La premiére remarque qui s'impose
est la suivante : quels que soient les alldles S, 11 existe des analogies

importantes dans la composition en acides gras des styles et du pollen, au ni-
veau de chacune des classes de GSL : la répartition des AG dépend essentielle-~

ment du matériel biologique et non du génotype d'incompatibilité.

a)acides gras caractéristiques : 1'étude comparative per-
met de constater, au niveau de toutes les catégories de GSL neutres &tudiées,
que les acides gras les plus lmportants pondéralement sont les acides pal-
mitique (C16 : 0), stéarique (C18 : 0), oléique (C18 : 1), linoldique (C18 : 2)
et linolénique (C18 : 3).

Si 1l'acide palmitique se retrouve en proportion abondante,
voire trés abondante dans tous les cas, il n'en est pas de méme de 1l'acide 1li-
nolénique caractéristique des GSL neutres du pollen (en particulier au niveau
des Cer et MGCer), alors gque l'acide stéarique se retrouve souvent en quantité

importante dans le style non pollinisé.

B)pourcentage de saturation : l'analyse classe par classe,
génotype par génotype, du degré de saturation de tous les acides gras (pair
et impair) met en évidence une différence intéressante entre le pollen et le
style : en régle générale, la saturation est beaucoup plus importante au niveau
du style qu'au niveau du pollen (tableau 57a).

Le pourcentage moyen de saturation pour tous les GSL

neutres, s'établit ainsi

5154 5152 5254
Pollen 55,58 53,14 52,29
Styles
Tarecs 67,06 77,21 69,84

La saturation importante des acides gras des styles,
s'observe en particulier au niveau des céramides et des monoglycosylcéramides
qui sont les précurseurs métaboliques des GSL plus complexes ; la glycosyla-
tion semble donc accompagnée de déshydrogénation au niveau des acides gras dans

le pollen.

y)répartition des acides gras i nombre impair d'atomes

de carbone : elle est possible en considérant les rapports suivants (tableau 57b)

% d'acides gras a nombre 1mpaik d'atomes de carbone ( I )
% d'acides gras a nombre pair d'atomes de carbone P




EVOLUTION DU DEGRE DE

TABLEAU 57A

SATURATION DES ACIDES GRAS D=S GSL DES STYLES VIERGES, POLLINISES ET DU POLLEN.

iy

L
.,
‘-....-)’/

CER MGCER DGCER TGCER TRGCER

S I 1/S S I I1/S S I 1/S S I 1/S S I 1/S
PLANTE 8, Amdmdp!
Styles vierges 56,65 | h3,35{ 0,77 || 77,99 22,01 0,28 69,421 30,58 | 0,k 165,53 | 34,37 | 0,52 §65,7h |34,26 | 0,52
Styles autopollinisés 56,69 | bh,291 0,78 §I 70,31 29,69 0,h2f 60,491 39,51 | 0,65 67,90 | 32,10 | 0,47 I50,85 |h1,15 | 0,81
Styles xénopollinisés hs,52 | sh,581 1,20 || 52,61 47,39 | 0,904 37,13{ 62,87 | 1,69 59,84 |ho,16 0,67 §61,72 (38,28 | 0,62
Pollen 33,00 | 67,00 2,03 |[ 3%,58] 65,42 1,89 59,67} 40,33 | 0,68 §93,28 | 6,72 | 0,07 56,26 |u3,7h | 0,78
PLANTE Bb_ (S ,8,)
Styles vierges 64,97 | 35,03) 0,5k | 76,83 93,17 0,30 79,31| 20,69 | 0,26 80,92 19,08 § 0,24 84,03 y15,97 | 0,19
Styles autopollinisés 62,22 | 37,78} 0,61 }f 65,34 34,66] 0,53 76,09 23,97 0,32 | 63,17 36,83 | 0,58 /53,91 56,90 | 0,87
Styles xmaowoppwswmmmx 72,72 1 27,28f 2,67 || 56,7¢ 43,20 [ 0,76} 66,15] 33,85 0,51 u7,49 | 52,51 | t,11]61,20 {28,80 | 0,63
Pollen 30,15 | 69,85} 2,32 | 29,23 70,77] 29,42 78,55{ 21,45 | 0,28 | 75,23 | 24,77 | 0,33 | 52,53 [52,53 | 0,90
PLANTE Bg Ammmrp
Styles vierges 55,40 | Wh,60] 0,81 )| 83,394 16,65 0,20} 64,72} 35,28 o0,55( 78,66 | 21,34 | 0,27 67,09 132,91 | 0,49
Styles autopollinisés 60,16 { 39,84 0,66 || 67,871 32,13 o,b74 65,791 3b,21| 0,52} 66,h1] 33,59{ 0,51 70,39 |<9,61 | o,h2
Styles xénopollinisés 61,59 | 38,h1} 0,62 | 45,80 sh,20 1,181 62,231 34,77| 0,56 77,20} 22,80} 0,30 180,39 | 15,61 | 0,24
Pollen 3,59 | 65,41 1,89 | 35,19 64,85 1,84 56,76] h3,24 ] 0,76 53,70 | 46,30 | 0,86 81,27 | 18,73 | 0,23

*eroisement demi - compatible

= Actdes gras saturés - I = Acides gras insatures.
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Globalement, pour tous les GSL neutres, on obtient les

résultats suivants

Sls1 3152 5234
Pollen 0,074 0,042 0,068
Styles
vierges 0,094 0,142 0,106

Le rapport —%—- est toujours inférieur dans le pollen

comparé au style non pollinisé, pour chacun des génotypes étudids.

Une analyse plus détaillée est possible en comparant les

rapports
AG @ nombre impair d'atomes de carbone, saturés ( IS )
AG @ nombre pair d'atomes de carbone, saturés PS
et :
AG a@ nombre impair d'atomes de carbone, insaturés ( I1 )
AG a nombre pair d'atomes de carbone, insaturés PI
On obtient les résultats suivants :
_________________ 50 50 S e S o S
=2~ pollen 0,106 0,094 0,078
IS
ps StY]e 0,142 0,128 0,114
II
-1 pollen 0,054 0,046 0,054
11
3 style 0,074 0,134 0,114

Le pourcentage d'acides gras & nombre impair d'atomes de
carbone, saturés ou non, est supérieur dans le style non pollinisé. Une carac-—
téristique du pollen est de posséder moins d'acides gras impairs insaturés que
le style vierge.

L'analyse de ces différents rapports au niveau de chacune
des classes de GSL permet de constater que ces considérations se retrouvent
dans presque tous les cas mais sont surtout justififes au niveau des céramides

et des monoglycosylcéramides.



TABLEAU 57B

.

EVOLUTION DES RAPPORTS 1/P., 1S/PS, -2\v_z DES ACIDES GRAS DANS LES GLYCOSPHINGOLIPIDES NEUTRES DES STYLES

VIERGES, POLLINISES ET DU POLLEN,
CER MGCER DGCER TGCER TRGCER
1/P IS/PS Hmz\vmz 1/P IS/PS |I1n4/Pp | 1/P IS/PS IIn/P1 ) 1/P IS/PS| IT,/P1y] 1/P IS/PSHIIL/PLy

PLANTE S, (5,5,)

Styles vierges 0,09 0,15 | 0,0k 10,16 | 0,18 | 0,10 0,08 | 0,19 [0,01 Jo,0h 0,09 | 0,02 |0, | 0,10 | 0,10
Styles autopollinisés 0,1h 0,12 | 0,16 {o,11 1 0,14 ] 0,05 ]o,06 | 0,07 lo,55 |o,11 0,15 | 0,11 0,16 ] 0,18 | 0,13
Styles xénopollinisés 0,07 0,12 | o,0h {o,07 | 0,12 | 0,02 }0,03 | 0,06 |o0,01 lo,07 0,10} 0,0k Jo,10 | 0,10 } 0,19
Pollen §q 0,0k 0,09 | 0,02 {0,051 0,11t | 0,02 |0,06 | 0,05 }0,08 jo,05 0,051 0,06 0,171 0,23 | 0,09
SR AU SN SN N NS A R IS SN IS N M AR A
PLANTE Bb (5,5,)

Styles vierges 0,19 0,10 { 0,12 [o0,12 | 0,14 | 0,15 {0,13 | 0,11 |o0,23 Jo,t7 0,18 | 0,12 {0,710 | 0,11 | 0,05
Styles autopollinisés 0,2 0,22 1 0,31 0,09 | 0,11 } 0,07 (0,08 | 0,05 10,16 ]0,19 0,17} 0,22 0,09 | 0,5 | 0,03
Styles xénopollinisés. 0,02 | 0,30 ] 0,03 |o,10 ] 0,09 | 0,11 Jo,17 | 0,23 [0,08 0,18 | 0,30 | 0,15 |0,18 | 0,15 | 0,21
Pollen 0,0h 0,09 | 0,02 0,03} 0,05 | 0,02 }0,03 | 0,02 0,07 10,05 0,05 | 0,05 0,06} 0,06 | 0,07
PLANTE Bg (5,8))

Styles vierges 0,07 0,10} 0,11 Jo,15} o,14 | 0,18 0,08 | 0,08 0,09 |o,07 0,06 | 0,09 0,16 ] 0,19 | 0,10
Styles autopollinisés 0,15 0,9 | 0,10 (0,11} 0,13 ] 0,05 }0,06 | 0,07 [0,¥t [0,12 0,12 | 0,11 0,10 | 0,11 | 0,09
Styles xénopollinisés 0,07 0,10 | 0,02 |0,07} 0,08 | 0,05 (0,08 | 0,08 |0,08 {0,05 0,06 0,04 f0,08 1 0,06 [ 0,15
Pollen 0,03 0,05] 0,01 0,06 | 0,09 { 0,02 ]0,07 0,06 0,07 [0,08 0,09 ] 0,05 10,10 |} 0,10 | 0,12

®eroisement demi-compatible

I
P :

acides gras
acides gras
acides gras

acides gras

'Y

a

Y

a

saturés

nombre impair d'atomes de carbone

nombre pair d'atomes de carbone

insaturés.
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8)longueur de la chaine carbonée : 1'étude de la longueur

de la chalne carbonée permet &galement de différencier pollen et style vierge :

5151 3152 5254
C10-C13
pollen 2,97 1,65 1,59
style 1,64 4,73 3,06
C14-C17
pollen 40,03 34,29 38,74
style 42,70 42,83 : 45,54
C18 ‘
pollen 45,94 53,97 49,73
style 47,62 37,14 43,36
C19-Cc22
pollen 11,19 6,78 9,96
5 5,91

style 7,99 9,9

Les pourcentages globaux ne sont pas significatifs, mais
l'analyse classe par classe de la longueur de la chaine carbonée des AG met
en évidence gque les styles sont caractérisés par des acides gras "moyens" et
en C18 alors que les pollens poss€dent en général une chaine carbonée plus
longue et sont relativement plus riches en C18. La différence est surtout mar-
quée au niveau des céramides et des monoglycosylcéramides ; les acides gras des

di et triglycosylcéramides caractérisent moins le pollen ou le style.

En conclusion, la distribution des acides gras des GSL des pol-
lens et des styles non pollinisés ne semble pas dépendre du génotype d'incom-—
patibilité mais est caractéristique d'un type de matériel ; les différences
entre pollen et style sont plus accentufes au niveau des céramides et des mono-
glycosylcéramides ; pour ces deux classes de GSL, on distingue une distribution
d'acides gras de type "stylaire" caractéris@e par l'abondance des acides pal-
mitique et stéarique, par un degré de saturation relativemernt &levé, par une
forte teneur en acides gras A nombre impair d'atomes de carbone et enfin par
une chalne carbonée généralement moins longue que dans les pollens ; ceux—ci,
outre les caractéristiques précé&dentes inverses de celles du style, possé&dent
essentiellenient les acides palmitigue ¢t linoléigue.

Pour les autres classes de GSL, les différences sont moins évi-
dentes ; cependant, les styles sont en général plus saturés et comportent des

acides gras & nombre impair d'atomes de carbone en quantité supérieure.



TABLEAU 58

A : d16:0, £17:0
B : 417:0, t18:0
: d16:1

;s 418:
: d17:
: 419
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b.évolution au cours de la pollinisation : & partir des résul-

tats précédents, il est intéressant de comparer la composition des acides gras
des GSL des styles qui ont subi la pollinisation, soit compatible, soit incom—
patible et de la comparer avec la répartition initiale dans le style vierge.

Dans le cas de l'autopollinisation, on constate des différences
notables surtout au niveau des céramides et des monoglycosylcéramides ; pour
tous les génotypes envisagés, l'évolution se réalise dans le méme sens : les
acides gras majeurs sont les acides palmitique, stfarique et linoléique ; le
degré de saturation est relativement &levé, comparable d celui des styles
non pollinisés ; de méme que la teneur en acides gras 2 nombre impair d'atomes
de carbone ; par contre, il faut noter l'apparition en quantité importante
d'acides gras a longue chaine carbonée.

Pour les GSL plus complexes, les différences sont moins évi-
dentes et les génotypes envisagés n'évoluent pas tous dans le méme sens ; on
peut cependant remarquer un fort pourcentage d'acides gras impairs insaturés
pour les diglycosylcéramides et un pourcentage de saturation gqui faiblit au
niveau des tétraglycosylcéramides.

La comparaison avec la répartition dans les styles vierges met
en évidence l'apparition d'acides gras majeurs caractéristiques comme l'acide
linoléique et l'apparition 4'AG longs : le métabolisme des AG semble donc
intermédiaire entre le type pollinique et le type stylaire.

Dans le cas de la xénopollinisation, il faut distinguer le
croisement compatible (S1 X Bg et Bg x 81) du ecroisement demi compatible
(Bb x Bg). Dans le cas du croisement compatible, les différences essentielles
sont situes au niveau des céramides et des monoglycosylc&ramides. La x&no-
pollinisation compatible induit essentiellement l'augmentation, dans ces deux
classes de GSL, du pourcentage relatif d'AG & chalne courte de fagon con-
comitante & la disparition d'acides gras 2 longue chaine. Le degré de satu-
ration &volue de facon contradictoire mais il apparalt une proportion élevée
d'acide linoléique. Pour les autres catégories de GSL, les variations, 14
encore, ne sont pas simples & analyser.

Dans le cas demi compatible, se retrouvent des caractéristigues
intermédiaires entre la situation incompatible et compatible : fort pourcen-—
tage de saturation (comme en autopollinisation) mais apparition d'acides gras
d chalne courte (analogue 3 la xénopollinisation) pour les céramides et les

monoglycosylcéramides.
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S5-distrnibution des bases a Longue chaine :

a.&tude analytique de la répartition des bases 3 longue chail-

ne des styles non pollinisés : elle est réalisée de deux fagons : dans un

premier temps, la distribution des bases sera examinée dans toutes les classes
des GSL neutres puis la répartition des BLC sera analysée en fonction du pa-
ramétre "génotype" dans chacune des classes.

L'examen des diagrammes 58 3 62 met en évidence, pour toutes
les classes de GSL & l'exception des tétraglycosylcéramides, une teneur éle-
vée en heptadécasphinganine dans chaque génotype. Cette base peut représenter
plus de 50 % du total. De facon concomitante, on enregistre un taux relative-
ment trés faible de bases 3 nombre &levé d'atomes de carbone (supérieur i C15)

avec une seule exception : les tétraglycosylcéramides de génotype Bb (S.S

5,5,)

ou la nonadécasphinganine est abondante. D'autre part, 1'étude du pourcentage

de saturation permet de souligner que, dans tous les cas, le degré de satu-

ration est trés &€levé pour toutes les classes de BLC des styles non pollinisés.
L'analyse de la répartition des bases examinée en relation

avec le génotype d'incompatibilité, dans chacune des classes, n'apporte pas de

renseignement significatif : les variations des pourcentages relatifs pour

une méme base et une méme classe de GSL peuvent étre trés élevées entre les 3

génotypes ; il n'y a donc pas de relation directe entre les alldles S et la

présence d'un type de BIC.

b.répartition des bases au niveau des GSL des pollens : une

étude analogue pour les pollens met en &vidence les caractéristiques suivan-
tes

- teneur toujours élevée en eicosasphinganine et en nonadécasphingénine dans
tous les cas envisagés (except? un faible taux d'eicosasphinganine dans les
tétraglycosylcéramides). Inversement, il ¥ a trés peu de bases & nombre
d'atomes de carbone peu élevd ;

- 1'analyse comparée des pourcentages de saturation conduit & des conclusions
plus nuancées que pour les styles non pollinisés : les bases insaturées peuvent
représenter, dans certains cas, jusqu'd 81 % de l'ensemble {céramides du pol-
len 8,5)) ou, a contrario, &tre minoritaires (30 % dans les MGCer du pollen

Bb) ; cependant, généralement, la teneur en bases non saturées est plus im-
portante dans le pollen gque dans le style vierge ;

- la comparaison des BLC au niveau de chacune des classes de GSL, en relation
avec le génotype, ne permet pas comme dans le cas du style non pollinisé, de
tirer de conclusion cur une &ventuelle relation : ghnotype d'incompatihilitéd/
e . .

répartition des BLC.

Une autre maniére d'appréhender le rdle éventuel des bases est
d'étudier leur répartition dans le style vierge et dans celui ayant subi la
pollinisation compatible ou incompatible : pour faciliter 1'analyse comparati-
ve, nous avons réalisé cette étude classe de GSL par classe de GSL pour chacun

des génotypes.
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c.bases 3 longue chaine et céramides : au niveau des céramides,
le tableau 58 met en &vidence des différences trds importantes entre les
styles vierges et le pollen : la teneur en heptadécasphinganine est toujours

supérieure & 40 % pour les styles $,8;» 5,8, et 5,8). De plus, il faut noter

s
la présence d'un pourcentage relative;ent élevé d'heptadécasphingénine dans
le style 81, de nonadécasphinganine et d'eicosasphinganine dans le style Bg
et d'eicosasphingénine pour les styles non pollinisés de génotype 3132 (Bb).

Dans le cas des pollens, si, seul 1l'alldle 8, présente 40 %
d'eicosasphinganine, tous renferment une quantité abondante de nonadéca-
sphingénine.

La répartition des bases dans les styles ayant subi la polli-
nisation est trés différente en situation compatible et incompatible. Dans ce
dernier cas, les céramides contiennent une forte teneur en heptadécasphinga-
nine et, généralement une proportion &levée de bases & nombre faible d'atomes
de carbone. Le schéma inverse semble caractériser le croisement compatible,
c'est 3 dire, une faible teneur en bases 3 chalne carbonée relativement courte
et un taux relativement fort de bases "moyennes" et "longues" (en particulier
1l'eicosasphinganine).

La comparaison avec la répartition constatée dans les styles
vierges et les pollens montre que la xénopollinisation induit un métabolisme
de type pollinique alors que la situation incompatible semble caractérisée
par une répartition des bases se rapprochant du spectre observé dans les sty—
les non pollinisés. L'analyse comparative des pourcentages de saturation ne
met pas en évidence de différences significatives entre les 2 types de polli-

nisation.

d.bases_3a longue chalne et monoglycosylcéramides : la répar-

tition des bases dans les monoglycosylcéramides confirme les résultats obte-
nus pour les céramides : BLC "courtes” (surtout 1'heptadécasphinganine) au
niveau des styles vierges et inversement, dans le pollen, il y a abondance
relative de BLC "longues" en particulier 1l'eicosasphinganine (tableau 59).

Aprés pollinisation compatible, la teneur en heptadécasphin-
ganine est remarquablement &levée pour tous les génotypes (jusqu'd 70 % du
total) par contre, les bases "longues" disparaissent presque compldtement.

L'autopollinisation induit par contre, un taux important
d'heptadécasphinganine pour les génotypes S, et Bg ainsi que de fortes te-
neurs .en nonadécasphingénine.

La différenciation d'un comportement de type pollinique ou

stylaire en relation avec la pollinisation est moins apparente chez les
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monoglycosylcéramides que dans les céramides pour ce gui concerne la longueur
de la chaine carbonée des bases. Par contre, 1'étude du pourcentage de satu—
ration met en évidence une saturation plus élevée dans les styles vierges que
dans les BLC des pollens correspondants. De plus, la x&nopollinisation provo-
que une saturation des bases qui s'apparente 3 celle observée au niveau du

pollen.

e.bases_a_longue chalne et diglycosylcdramides (tableau 60)

les résultats obtenus dans les 2 cas précédents se confirment. On observe le
méme type de répartition dans les styles vierges et les pollens : les BLC des
diglycosylcéramides des pollens sont surtout 1'eicosasphinganine et la nona-
décasphingénine tandis qu'il existe un pourcentage important d'heptadéca-
sphinganine dans le style vierge.

La xénopollinisation se traduit dans la répartition de bases par
une teneur &levée en heptadécasphinganine tandis que 1'autopollinisation est
liée, au niveau des diglycosylcéramides, 3 une répartition homogdne des BLC,
ne privilégiant pas une classe particulidre.

Le "spectre" des bases observé aprés xénopollinisation s'appa-
rente & celui des styles non pollinisés.

Les bases du pollen sont un peu moins saturées que celles des
styles ; la xénopollinisation induit une élévation de pourcentage de satu—

ration.

la répartition est également caractéristique du pollen (richesse relative en
eicosasphinganine) et du style non pollinisé (proportion élevée d'heptadéca-
sphinganine).

L'autopollinisation comme la x&nopollinisation provoguent un
bouleversement dans la répartition des bases se traduisant par une distri-
bution régulidre dans toutes les catégories de BLC avec, cependant, une plus
forte proportion de Dbases "longues". Le degré de saturation est plus &levé
dans le style vierge que dans le pollen ; la xénopollinisation est en relation

avec une diminution sensible de la saturation.

dans les tétraglycosyleéramides, la distribution des BLC est trds différente,
dans les pollens et les styles non pollinisés, de la répartition observée dans
les autres classes de GSL : dans les deux cas, on retrouve une faible propor-
‘tion de BLC & chaine carbonée relativement courte et un taux plus élevé de
BLC "longues". Dans le pollen, la base majeure pour les 3 génotypes est la

nonadécasphingénine ; dans les styles non pollinisés, toutes les bases sont
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réparties &galement dans les diverses classes ; il faut citer cependant un
“taux de 50 % de nonadécasphinganine dans le style 5,5,

La xfBnopollinisation ne se traduit pas par un bouleversement
important dans la répartition des bases ; par contre, 1l'autopollinisation in-

duit un fort pourcentage de nonadécasphinganine.

6-analyse de La copule osidique : L'identification des oses 1iés aux GSL neu-
tres est effectuée, pour les mono, di, tri et tétraglycosylcéramides 3 partir

d'une fraction aliquote de la phase méthanolique provenant de 1'hydrolyse.

osidigue : la technique utilisée est expos€e en détail fiche n® 30 ; la frac-
tion contenant les oses est &vaporée & sec sous atmosphére d'azote ; le méso-
inositol (témoin interne permettant l'identification en chromatographie en
phase gazeuse) est ajouté. ‘

L'extrait subit une méthanolyse en tubes scellés pendant 2k
heures a4 80°C ; aprés dessication du méthanolysat sous azote a 50°C, le résidu
subit une trifluoroacétylation par le mélange : dichlorométhane - anhydride
trifluoroacétique pendant 5 minutes & 150°C (1'opération est répétée deux fois).

Les oses trifluoroacétylés sont soumis & une chromatographie
en phase gazeuse dans un appareil Varian aérograph 2100 muni d'un détecteur 3
ionisation de flamme sur une colonne de verre OV 210 2 5 % et une programmation
de température de 110 4 220°C & raison de 1°C/mn (débit du gaz vecteur (azote)
7,5 ml/mn).

La technique de triméthylsillylation des oses a également &té

envisagée mais n'a pas été retenue, pour des raisons pratigues, bien qu'elle

présente une fiabilité analogue 3 la trifluoroacétylation.

b.résultats des analyses : contrairement Z ce qui a &t& trouvé
chez Petunia hybrida, au niveau desquels 4 oses différents (rhamnose, arabino-
P rd - e - N 7 - . .
se, glucose, mannose) ont été mis en &vidence, chez Oenothera missouriensis,

- - . ”
tous les GSL neutres simples ou complexes (avec un ou plusieurs résidus) pré-
sentent la méme caractéristique : ils ne contiennent gqu'un seul type d'ose
le glucose que ce soit dans le pollen ou le style vierge, autopollinis& ou

xénopollinisé.

c.conclusion : les variations qui affectent les classes de GSL
du pollen ou du style en cours de pollinisation ne concernent pas la nature
des oses 1liés ; seul, le nombre de résidus glucdse varie en relation avec la

réaction d'autoincompatibilité de fécondation. Il reste & déterminer si les
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Expression des résultats |1) nmoles/g tissu™ 2) taux relatifs/ 3) taux relatifs/
styles vierges xénopollinisation
é S 3 O. S L [N 1. 1 .
Génotypes m_c_ m_mm mmmr mdmd mdmm 5,5), mdﬁd adnm mmm:
Styles vierges 1,3 3 1,5 1 1 1
Pollen 34 27 22 26 9 21
Autopollinisation 2,6 5 6 1,3 2,5 3
Xénopollinisation 2,0 2 2 , 1 1 1
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variations observées sont lifes 3 1'inhibition ou & la diminution des proces-
sus de synthése ou si, au contraire, elles seraient dles 3 l'intervention d'un
catabolisme actif que l'on pourrait relier aux besoins énergétiques du phé-

noméne de rejet.

h) Analyse des sulfatides.
1-is0lement des sulfolipdides : Le protocole général de 1'extraction des GSL

présentant un caractére acide est identique 3 celul des GSL neutres (fiches
techniques n° 21, 22 et 23). La chromatographie sur DEAE cellulose permet de
séparer les constituants neutres dont l'identification et l'analyse structura-
le ont été effectuées, des sulfolipides que l'on retrouve dans la fraction E

(tableau 37) éluée par CHCl3 contenant 5 % de LiCl.

Une dialyse de 4 jours 3 4°C dans de l'eau distillée permet 1'élimination du
LiCl et 1l'obtention des sulfatides, purifiés par chromatographie en couche

mince dans le solvant : CHCl3/CH3OH/H20 (65 : 25 : L, v/v/v).

2-dosage des sulfatides : La technique utilisée est celle préconi-&e par NAOI
(1974) (fiche technique n® 26) qui sert également pour le dosage des GSL neu-
tres ; l'hydrolyse des sulfatides libére les bases & longue chalne qui se com-
binent sélectivement avec un dérivé fluorescent : la mesure de 1l'intensité

de la fluorescence (longueur d'onde d'excitation 385 nm, longueur d'onde d'é-

mission 480 nm) permet d'apprécier la teneur en sulfatides.

3-nesultats expérnimentaux : Ils sont reportés dans les tableaux 63, 6L et 65.

a.sulfatides des pollens et des styles vierges : le tableau 63

présente les résultats des teneurs en sulfatides exprimées en nanomoles par
gramme de tissu. Les valeurs trouvées se visualisent de facon plus significa-
tive & partir des taux relatifs par rapport aux styles vierges dont la teneur
est arbitrairement fix8e & 1 (tableau 6L4). Ce diagramme met en relief le fait
suivant : les teneurs en sulfolipides du pollen sont plus &levées que celles
des styles vierges du clGne correspondant. Ainsi, dans le génotype 8181, la
teneur en sulfatides des pollens représente jusqu'a 26 fois celle du style.

Cette disproportion est retrouvée pour chaque génotype.

b.évolution du taux des sulfatides aprés pollinisation : si on

envisage le rapport auto/xénopollinisation, le diagramme (tableau 65) construit
selon le méme principe que le tableau 6L permet de dégager les conclusions

suivantes : pour Oenothera missouriensis, la teneur en sulfatides des styles
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aprds autopollinisation est bien supérieure & celle observée aprés xénopolli-
nisation. Ces résultats vont tous dans le méme sens, quel que soit le génotype

envisagé.

4-analyse des comstituants des sulfatides : L'identification des constituants
des sulfatides s'effectue aprés hydrolyse acide ; celle-ci libére les acides
gras et les bases 4 longue chalne de la méme fagon que pour les GSL neutres

(fiche technique n® 27).

a.extraction et analyse des acides gras l'hydrolysat est
soumis & une extraction 3 1l'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 benzdne (fiche technique n® 18).
Aprés &lution, les esters méthyliques d'acides gras sont re-
pris dans le sulfure de carbone et chromatographiéds 3 1'état gazeux (fiche

technique n° 13).

b.extraction des bases i longue chalne et identification : les

bases & longue chaine sont extraites sélectivement par le diéthyl-&ther en mi-

lieu alcalin ; elles sont ensuite transformées en DNP-dérivés stables selon

le  protocole de KARLSSON (1970) puis purifiées par chromatographie en couche

mince (fiche technique n® 29). L'identification des bases s'effectue soit sous

forme aldéhyde aprés oxydation par le tétracédtate de plomb soit & 1'état d'aci-

des gras aprSs oxydation par le permanganate de potassium.

c.distribution des acides gras (tableau 66) : la répartition des

acides gras constitutifs des sulfatides a &t& analysée au niveau du pollen et
des pistils pollinisés ou non des 3 cldnes Sy» Bb et Bgz. L'étude a portd sur
la mise en évidence d'acides gras caractfristiques, le degré de saturation et
la longueur de la chaine carbonde (importance relative des acides gras &

chaine courte C10-C13, moyenne C1Lk & C17, en €18, 3 longue chaine (C19 & C2k)

ainsi que sur la proportion relative d'acides gras 3 nombre impair d'atomes de

carbone.

o)acides gras caractédristiques : les acides gras majeurs
dans les sulfolipides du pollen et du style sont identiques : acides palmiti-
que (C16 : 0), stéarique (C18 : 0) et oldique (C18 : 1). Cependant, l'acide
oléique (C18 : 1) est de facon générale plus abondant dans le pollen que dans
le style. Contrairement aux ré&sultats trouvés chez les GSL neutres, le pollen

est peu pourvu en acide linolénique.
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B)pourcentages de saturation : ils s'établissent ainsi

génotype 5151 5152 5254
Pollen 73,50 75,08 68,96
Styles -
vierges 88,05 84,96 79,62

La lecture des résultats met en &vidence une saturation
beaucoup plus importante des acides gras des sulfatides des styles non polli-
nisés. Les valeurs calculées pour la saturation des GSL neutres des styles
vierges présentent un profil analogue, a savoif, un plus faible degré de sa-

turation du pollen.
Y)répartition des acides gras & nombre impair d'atomes
de carbone : 1'établissement du rapport

1 _ % des AG 3 nombre impair

P % des AG a nombre pair
donne les chiffres suivants
pollen S,  pollen Bb  pollen By  styleS;  style Bb style Bg
I/P 0,07 0,05 0,05 0,09 0,11 0,12

Le rapport I/P est toujours inférieur pour le pollen lorsqu'on le compare a
celui du style non pollinis&, pour chacun des cldnes. La proportion relative
d'acides gras & 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 saturd/pair saturd)

donne les valeurs suivantes

Pollen Styles
___________ e B B
IS/PS 0,09 0,07 0,07 0,13 0,11 0©,1i6

Quel que soit le génotype d'incompatibilité, dans le
style non pollinisé, le pourcentage d'acides gras saturés 3 nombre impair

d'atomes de carbone est supérieur i celui du pollen.



TABLEAU 66

! REPARTITION DES ACIDES GRAS CONSTITUTIFS DES SULFATIDES.

matériel pollen pollen pollen styles styles styles styles styles styles styles styles
formule Bg Bb S 1 vierges autopol. xénopol. vierges xénopol. autopol. vierges |pollinisés
de Shortlan 558), mmm:xmmmr 8,8),x8,5, 5,8, 8,8,%5,5), 5,8,x8,5, 545, 5,8,%8,8),
lllllllllllllllllll | S—— e e - S S ———
cih : 0 6,09 4,55 3,16 L, 30 2,51 1,97 11,06 3,h0 3,40 9,35 6,50
15 : 0 4,79 3,58 3,60 b, 62 2,5h 0,80 7,65 h,3h 1,76 8,7h 3,88
Ci6 : 0 26,21 31,52 31,h46 3h,66 37,85 33,55 h7,35 k3,0l 2hy10 36,17 k0,57
c16 : 1t h,91 k,10 3,5h 5,70 5,13 0,78 3,0h 3,5 ~ 5,88 3,91
CiT: 0 1,54 1,07 1,ho 3,37 2,1 1,13 2,36 1,50 - 1,85 L17
ci8 : 0 17,43 22,9h 20,70 17,03 19,62 31,67 14,40 31,07 12,85 15,91 20,80
c18 : 1 15,02 11,32 15,17 8,80 15,94 8,2k h,95 5,72 h,76 11,96 6,01
c18 : 2 5,22 3,24 3,57 hobt 3,10 7,10 1,33 4,68 9,33 3,88 4,88
c18 : 3 1,09 1,34 h,21 i,ho 0,63 5,30 0,66 - 6,90 1,94 -
c20 : 0 5,60 T,k2 6,10 5,90 3,54 b 06 1,48 2,70 3,75 i,2h 2,98
Cc20 : 1 - - - - 1,10 0,35 - - 25,60 - -
c20 : 3 - 1,33 - - - - 1,96 - - 1,37 2,14
c22 : 0 6,97 4, 2h 2,27 2,93 2,86 2,33 1,95 - 2,86 1,70 h,90
h : 0 . 5,12 2,9k 4,81 6,81 3,06 2,71 1,80 - 4,68 - 1,65
TOTAL 99,99 99,99 99,99 99,99 99,99 99,99 99,99 99,99 99,99 99,99 99,99
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§)longueur de la chaine carbonée : si 1l'on regroupe les
acides gras en fonction de la longueur de la chaine carbonée (de 14 3 17, &
18 et de 19 & 22 atomes de carbone), on obtient les proportions relatives

suivantes :

Pollen Styles
S1 Bb Bg S1 Bb Bg
Cl4-C17 43,54 45,22 43,16 71,46 61,99 52,65
clg 38,76 38,84 43,65 21,34 33,69 - 31,70
c19-c22 17,69 15,93 13,18 7,19 4,31 15,64

' Les résultats montrent que la longueur de la chalne 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 possédent
en général une chalne carbonée plus longue et sont relativement 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 &tudié ; pour le style : degré de saturation &levé, forte
teneur en composants 2 nombre impair d'atomes de carbone, chaiqe 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 la 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 3 une pollinisation
compatible avec celle des styles vierges, permet de d&duire les faits suivants
- pondéralement, les acides gras saturés, courts et moyens, diminuent ; les
acides gras en C18 et C19-C2L4 ont tendance 3 augmenter aprds pollinisation.

Un schéma analogue s'observe pour les AG insaturés (augmentation de la lon-
gueur de chalne qui n'est cependant pas la méme pour tous les cldnes) 3

- le méme phénoméne s'observe aprds autopollinisation : diminution relative
de la teneur en acides gras courts et moyens, saturés ou non.

f.distribution des bases 3 longue chalne (tableau 67) : 1l'ana-

lyse de la répartition des bases d longue chaine des sulfatides du pollen

et des styles met en relief 1'importance pondérale de la sphingdnine et de la



TABLEAU 67

REPARTITION DES BASES A LONGUE CHAINE CONSTITUTIVES DES SULFATIDES.

pollen pollen pollen styles styles styles styles styles styles styles styles
Bg 8, Bb vierges autopol. vierges xénopol . autopol. vierges autopol. xénopol.
5,8, 5,5,%8,8, 5,5, 5,5,x5,5), | 5,5,x58, 5,8), 5,5),%8,8), | 8,8),%8,8,

d16 0 + t17 0 1,07 6,12 3,h3 8,2k 6,28 3,33 10,11 10,53 3,57 5,55 13,20
d16 1+ 17 1 9,98 13,25 4,63 5,06 7,2k 5,33 11,50 19,08 1,60 12,2h 1,43
d1T 0 + t18 0 7,12 3,28 W, 37 2,78 3,02 6,1h 5,80 16,83 16,7h },88 1h,60
a17 1+ £18 1 6,60 5,97 0,59 2,59 5,52 2,66 3,87 9,7h 1,78 5,01 25,50
418 0 + t19 0 19,00 20,03 11,17 5,55 5,32 11,80 16,57 5,20 7,27 8,11 2,38
di8 1 + 19 1 9,06 b, 12 kg, 12 39,38 28,80 30,98 13,40 5,86 36,5k 16,86 6,35
d19 0 + t20 0 15,30 8,61 12,07 15,93 15,45 9,78 10,40 11,35 6,98 16,62 6,65
d19 1 + t20 1 6,51 3,12 6,06 8,73 14,43 6,hh 4,00 7,45 6,11 7,68 5,10
d20 0 + t21 0 15,75 23,36 5,32 6,3k 8,36 12,19 8,20 7,63 12,13 13,21 10,08
d20 1 + t21 1 9,60 12,13 3,23 5,39 5,57 11,3k 16,1k 6,32 7,27 9,80 1,70
TOTAL 99,99 99,99 99,99 99,99 99,99 99,99 99,99 99,99 99,99 99,99 99,99
insaturées h1,75 38,59 63,63 61,15 61,56 56,75 48,91 h8, 45 53,30 51,62 53,08
saturées 58,2k 61,h0 36,36 38,84 38,43 43,24 51,18 51,50 h6,69 48,37 h6,91
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nonadécasphingénine, qui représentent pour les 3 cldnes &tudiés au moins
30 % de 1l'ensemble des bases stylaires. ‘

La sphinganine et 1'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 cldnes étudiés tandis qu'en xéno-
pollinisation, les variations observées sont plus faibles : les bases de
type pollinique augmentent cependant (d18 : 0 et t19 : 0 en particulier). No-
tons qu'en autopollinisation, 1'évolution des bases ne peut &tre schématisée ;
il existe, en effet, une nette opposition pour deux bases : di18 : 0 et
t19 : 0 (elles diminuent dans les génotypes Bb et 81, malis augmentent pour
Bg) ; en compatibilité, ces mémes bases subissent une évolution en sens in-
verse (les génotypes Bb et Sy présentent une augmentation et Bg une diminu-
tion).

L'évolution est encore plus tranchée pour le couple 419 : 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 &voluent vers un comportement analogue & celui des
styles vierges en autopollinisation ; ceci les différencie nettement des
styles x€nopollinisés pour lesquels ces mémes bases_évoluent vers un type de

métabolisme analogue & celui du pollen.

S5-conclusion et discussion : Le tableau 68 schématise les résultats enregis-
trés ; globalement la teneur en sulfatides est trés sensiblement plus impor-
tante dans le pollen que dans le style vierge ; la pollinisation induit une

redistribution appréciable des teneurs en sulfolipides : 1l'autopocllinisation
s'@ccompagne d'une importante augmentation des taux en sulfatides bien supé-

rieure 4 l'augmentation enregistrée apreés croisement compatible.

Les acides gras des pollens se différencient par une saturation plus &levée
et une longueur de chalne plus grande ; les bases & longue chalne des stylas
vierges sont, par contre, plus saturées. La pollinisation incompatible est
liée & une augmentation des taux d'acides gras longs et 3 un degré de satura-—

tion des bases plus &levé.

Les sulfolipides, par les charges négatives qu'ils portent, ont une affinité

prononcée pour les cations. Ils jouent donc un rdle de transport ionique et
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dans les mouvements d'eau i travers la membrane (HITCHCOCK et NICHOLS, 1975).
Il est de plus bien &tabli 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 1l'eau & 2 niveaux.

Or, en cas de pollinisation incompatible, le tube pollinique en cours de
croissance consomme &normément d'oxygéne et &tablit 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 phénoméne
peut &tre relié & la présence de fortes concentrations en sulfatides, qui
peuvent &tre a4 la base des mouvements d'eau par mobilisation intensive d'ions
& 1l'intérieur du tube pollinique : le blocage de la croissance pourrait alors
étre la conséquence de 1'éguilibre 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 3 longﬁe chaine
constitutives, allant dans le sens d'une baisse de la fluiditd et de la

perméabilité membranaire interviendrait alors comme un autre facteur tendant
d bloquer les échanges entre le tube pollinique et le style provoquant ainsi

1tautoincompatibilité.

Ces résultats sont & rapprocher de ceux obtenus pour les GSL neutres : aprés
autopollinisation, on enregistre &galement une forte augmentation de la lon-
gueur des chalnes des acides gras et des bases qui conditionnent la perméa-

bilité membranaire.
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CuapiTre IIT : DISCUSSION ET CONCLUSION

A, RESULTATS DES ANALYSES BIOCHIMIQUES

L'étude biochimique des réactions de reconnaissance et de
rejet qul suivent la pollinisation incompatible permet de dégager un certain
nombre de données intéressantes qui peuvent s'intégrer 3 1'intérieur d'un
métabolisme complexe dont tous les mécanismes sont loin d'&tre élucidés. Les
résultats obtenus, schématisés dans le tableau récapitulatif 69, nous per-

mettent de dégager les faits suivants

I - BILAN DES ACIDES AMINES

La signification des teneurs en amino-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 & interpréter ;
en effet, comme les acides aminés sont concernés par des métabolismes di-
vers (schéma de BANDURSKI et PISKORNIK, 1973) (tableau T0) ; le bilan des
acides aminés et leur &volution au cours des processus de pollinisation

représentent une "photographie" métabolique & un instant donné ; il n'est



TABLEAU 69 : RECAPITULATIF GENERAL

POLLEN : STYLES
i STYLES VIERGES , STYLES AUTOPOLLINISeS STYLES XENOPOLLIMNISES
..... S s ] BSOS TOUNU SO N ST SO NN SO S R 3 SO WL
5 <,8 25 $,S
Ui S o N O VR SO0 Wik o0 TO0 R S RS e SRS s St | SR S IO TS T I e T e Sl o O
TYPE DE CROISEMENT incompatible | incompatible( incompatible compatible (1/2 compatibie| compatible
_____ BILANS ... - _REMARDUES _....REMARQUES . ceenoREMARQUES
3_52. Thréo, Ser, Glu, Pro, Gly, Ala, Pas de vartation quali- | Asp, Thréo, Ser, Glu, Pro, Gly, Ala, Pas de variation guz Asp, Thréo, Ser, Glu, Pro, Gly, Ala, Pas de variation quali- | Asp, Thréo, Ser, Glu, Pro, Gly, Als, Pas de variation quali-
ACIDES  AMINES ut a NHp, vaT, 1Teu, [Bu, Tyr, PRala, | tative selon les clanes | But hg, vai, ITeu, Leu, Tyr, Fncala, [litative selon les 8ut o NH,, val, ITeu, Teu, Tyr, Pheala, | tative par rapport aux But o Wiy, val, lleu, Leu, Tyr, Phéala, |tative en fonction de la
But vy NHy, Orn, Lys, His, Arg, Ethanol- | (les AA les plus immor- | But ~ HHz, Orn, Lys, His, Arg, ftnanol- | clénes et par rappor- But v NH,, Orn, Lys, His, Arg. Ethanol- | styles vierges. But \ nHy, Ornm, Lys, His, Arg, £tnanol-  fpollinisation.
. amine. : tants sont soulignés). amine, au polien. amine. amine.
Teneur en A.A. 7571 2383 5234 1317 1318 852 3364 3294 3103 2578 1606
(en nanomoles/gramme
g:ol:;;g" en fonction Evolution variaile, tvolytion variable,notamment forte . .
qlu augmente régu- baisse de proline et pic & 42 heures Evolution variable
Yierement, pour Asp, Glu, Threo, Ser, Ala, val,
gut vy NHp. i
PROTEINES . . .
{aprés électrophorése 1 seul pic 2 pics & Apparition d'n_me protéin
preparative et chroma- 1 seul pic 3 278 nm 278 nm nouvelle en xénopollini-
tographie de gel fil- 3 278 nm (F\A) (FiAp FA) sation compatible.
tration sur G100 et (FiAD) 1
Sépharose 48)
GLYCANNES-HYDROLASES
{en unités spécifiques) o
agal 46 29,7 38 Activité ggal relative- 53 Activité géneraleme~- 50 Baisse de 1'aman. 144 Forte augmentation de
ggal 180 408,2 200 ment élevée pour Bb et 27 plus faitle pour le . 38 6G 1'agal en xénopollinisa-
aman 25 25,1 22 Activité N-acétyl glc 16 style vierge par 8 16 tion demi compatible.
N-acéty! glc 430 228 310 €levée pour S| 21 rapport au pollen. 16 28
N-acetyl gal 180 114 170 10 15 e
LIPIDES , )
-esters méthyliques oiéate et arachidonate de métnyle Pas de différences se- 0 0 0 Pas d'esters mathy- o) 0 0 Pas d'esters méthyliques| 0 ¢ 0 P?s q esters métnyliques
d'acides gras | Ton les clénes Tiques d'acides gras d'acides, gras d'acides gras
-acides gras des li- * caprique caprique Difference entre les palmitique Fas d'acice caprigue paimitique Pas d'acide caprigue : palmitique Pas d'acide caprique :
pides totaux © palmitique paimitique | palmitique clénes pour caprique et | Yinolénique linolénique pas de modification en linolénique pas de modification en
linoténique linoiénique | linolénique Tinoléique linoléique ; : ini ion linoléique xénopollinisation.
linoiéique autopollinisatiol q
linoléique
-phospholipides PE PE PE Teneur en P[ plus fai- PE PE oL Pas de Pl mais pre- PE Pas de variation par PE Pas de modification en
PC PC PL ble pour le cléne Bg PC PC PC sence ge PG pC rapport aux styles PC xénopollinisation.
PS PS PS P PS P PS vierges PS
) [ Pl 3 PG 6 5 PG PG
-P lipidi ’ ' .
(21;2: :(::;art au PF 1,07 1,05 1,45 Tenegr relative plus 0,42 0,16 0,14 Teneur relative moin 0,15 0,16 0,14 0,21 0,19
élevée dans le pollen élivee
surtout pour le cléne
Bg -
-A.G. des phospholi- | palmitique palmitique palmitigue Pas de différence selon | palmitique Linotéique present
pides linolénique |[linolénigue |linolénique les clénes lingléique dans le style
Tinolénique
-glycosphingolipides
.GSL totaux(nano- 94,4 91,3 87,7 Pas de variation selon 20,6 23,3 25 Pas de varistion se- 40.6 60 44 Forte augmentation par 70,5 48,5 61,5 Augmentation par rappor
moles/g de tissu) les clénes ; polien ’ Ton les clénes ' rapport aux styles aux styles autopollini-
plus riche que le style vierges sés.
.GSL acides(nano- 34 27 32 Teneur relativement éle- 1,3 3 1,5 Faible teneur 2.6 5 6 Faible augmentation par 2 2 2 Diminution par rapport
moles/g de tissu) . vée dans le pollen ) ' rapport aux styles v. aux styles autopol.
-CER 5.4 6.3 7.0 Polien < style ’ 7,0 10 10 Style > polien 13 23 13 autopol. = vierges 16 13 7 xenopol. < autopol.
.MGCer 31 32 28 Pollen > style 8 5 8 Style - poilen 18 20 18 autopol. > vierges 40 35 30 xénopol.>> autopol.
. DGCer 15 16 13 Pollen > style 1,8 2 3 Style « pollen 4 8 5 autopol. > vierges 8 6 5 xénopol. > autopol.
-JGCer 6 5 5 Pollen < style 1.5 2,5 L5 Style - pollen 1,2 2 0,7 autopol.<< vierges 2,5 2.5 1,8 xénopol. < autopol.
.TrGCer 3 5 3 Pollen<< style 1 i 1,8 1,1 Style»> polien 1’8 2 1.3 autopol. < vierges 2 3 3 1 xénopol. > autopol.
,
.A.G. des GSL palmitique palmitique palmitique Pas de différence selon | palmitique paimitique palmitique Pas de difference S vd ivs 1mitique Apparition d'AG "longs* | palmitique palmitique | palmitique Apparition d'AG “courts
neutres stéarique stéarique stéarique les clones (AG caracté- | stéarique stéarigue stéarique selon les clones g:;::‘:ﬁr g:;::;zeue E:é,::'iéae P 9 stéarique stéarique stéarique Disparition d'AG "longs
oléique oléique oléique ristique : linolénique) oTéigue aléique oleique (AG caractéristique linol&igue Tinoléique Tinoléique 1inoléigue linoléique Jinoléique
linoléique linoléique linoléique linoléique linoléique linoléique stéarique)
linolénigue |linolénique |linolénique linolénique | lTinolénique | tinolénique
$ de saturation 55,6 53,1 52,3 Pollen < style 67 77,2 69,8 Style - pollen 61,3 64,2 66,1 Eleve 51,4 65,4 60,8 Faible
rapport 1/P . 0,04 0,06 Pollen < style 0,09 0,14 0,11 Style > pollen ’ Elevé Faible
Longgew& de AG longs et en C18 plus importants AG moyens et en C18 plus importants AG longs AG courts
chaine
.8Lc d20 : 0 d20 : 0 d20 : 0 Pas de variation selon di7 : 0 dt7 - 0 d17 : © Style - pollien Yariable variable
d19 : | di9 : 1 dlg : 1 les clones ; pollen >
style
$ de saturation Pollen < style tyle = pollen
Longuesn de -
chaine 1mportante 47 0 Faible i . .
CER d20:0,d19:1 d19 : 1 d19 : 1 d17:0,d17:1  |d17:0,d20:1  [¢19:0,d20:0 « ,d17:0,d17:1 | d16:0,d17:0 [d16:0,d17:0 JAug. des DLC "courtes”  |d18:0,d20:0 {20:0,d17:0 | d20:0,d19:1 |Aug.des BLC "longues®
MGCen 420 : d20 : 0 d20 : 0 417 : 0 di7 : 0 di7 : 0 'od17:0 d20:0 d17:0,d19:1 id. d17:0,d18:1 d17:0 d17:0 Aug.des E}LC courtes
0GCer |d20:0,d19:1 d20:0,d19:1 {d20:0,d19:1 417 : 0 dl7 : 0 di7 : 0 d16:0,d18:1 d17:0,d18:0 }d17:0,d20:0 d17:0 d17:0 d17:0 id.
T6Cer d419'1 d420:0.d19:1 420:0 Aug. des BLC "longues” d18:1 420:0,d18:1
TaGCer d19:0 d19:0 419:0 id. dl9:1
.Copule osidique qlc glc glc glc glc qlc glc gle glc alc glc glc
.Sulfatides :
A.G. palmitique palmitique palmitique 0léique abondant dans paimitique palmitique palmitique Das ias almitique palmitique palmitigue
stéarique stéarique stéarique le pollen stéarique stéarique stéa_rique g:;’:’r:;a‘e‘e gz::s;ﬁe“e 2:;’::_:‘;&“ Etéarique stéarique stéarique
oléique oléique cléique oléique oléigue oléique oléique oléique oleique
$ de saturation 73,5 75 68,9 Pollen < style 88 85 79.6 Style » pollen
rapport 1/P 0,07 0,05 0,05 Pollen < style 0,09 0,11 012 Style - pollen 53,4 74,09 86,05 83,05 78,22
lz:gﬁ:" de AG longs et en C18 plus importants AG moyens et en (18 plus importants AG moyens, en (18 et longs AG moyens et en C1€
.BLC 418:0,t19:0 d18:0,t19:0 [d18:0,t19:0" d18:1,d19:1 |d18:1,d19:1 ' |d1g:1,d19:1 d18:1, 419:0, d19:1 d17:1, 418:0, d20:1 .
t de satunation Pollen > style ) Style - pollen variable Saturation augmente:
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pas possible de savoir a priori vers quelle orientation métabolique particu-
liére va s'engager chaque écide.aminé : d'une part, les possibilités d'inter-
conversion sont trés grandes, et d'autre part, le turn-over des protéines
structurales et enzymatiques implique un continuel va et vient entre la forme
libre et la forme lie. Bien que les teneurs en acides aminés apolaires sont
significativement plus élevées dans les protéines de membrane gque dans les
autres protéines, le bilan des acides aminés libres n'autorise pas une hy-

pothése précise gquant a leur devenir.

Cependant, un rdle plus spécifique de facteur de croissance
pour le tube pollinique germant Zn vitro (SAWADA, 1958) a pu &tre attribué
3 certains acides aminés ; de plus, la proline Joue un rdle particulier dans
la paroi des cellules végétales en cours de croissance (LAMPORT, 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 contrdle de 1'AIA
{BANDURSKI et PISKORNIK, 1972). L'abondance de proline du pollen peut donc
8tre reliée 3 son rdle dans 1l'élaboration de la paroi du tube pollinique en
cours de croissance. La réaction d'arrét pourrait &tre interprétée comme résultant

de la diminution du taux de proline dans le style autopollinisé.

Ces travaux, d&j3 anciens, devralent étre repris, en particu-
lier pour suivre 1l'incorporation de la proline dans la paroi du tube pollini-
que ; & cet effet, il serait intéressant de suivre le devenir de la proline

marquée au C1L ; de plus, le rdle éventuel de 1'AIA dans ce mécanisme devrait

8tre défini.

II - ANALYSE DES PROTEINES

L'analyse des protéines stylaires et polliniques dont le r8le
est fondamental dans la plupart des théories sur le mécanisme de l'autoincom-
patibilité (détaillées dans le paragraphe suivant) apporte des dléments qu'il
faudrait préciser : aprés &Lectrophordse préparative et chromatographie de gol
filtration, il apparalt 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 1'impossibilité d'extraire sélectivement toutes les protéines



FIGURE 70
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sans qu'elles soient associées 3 des pigments, ne permettent pas d'affirmer
avec certitude que cette protéine est lide & la réaction de rejet ; les modi-
fications quantitatives des teneurs en protéines devront donc &tre analysées
plus finemént,lorsque les techniques d'extraction et d'isolement permettront
de séparer les protéines solubles des tissus sans qu'elles puissent &tre liées
ou dénaturées,par les pigments ou les dérivés polyphénoliques issus en par-

ticulier, du systéme vacuolaire.

L'apparition d'une protéine spécifique du croisement compati-
ble est un résultat 3 comparer avec celul obtenu chez Petunia hAybrida ou,
une analyse effectuée dans des conditions identiques (LANIEZ, 1970) montre
qu'une fraction protéique (plus précisément glycoprotéique) disparait du style
aprés 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 (r8le dans la germination du tube pollinique in vivo et in
vitro). De plus, il faudrait définir la spéecificité de ces protéines (définie
par exemple par leur antigénicité) en relation avec les alléles S, de méme
que leurs éventuelles propriétés enzymatiques. Le but de cette &tude est
d'obtenir finalement des marqueurs génétiques c'est 4 dire des &léments spé-
cifiques de chaque cldne dont le devenir et le métabolisme peuvent &tre sui-
vis dans les différents cas de pollinisation. Enfin, il est nécessaire de
connaltre leur localisation dans le pistil. Il a, en effet, #té démontré chez
d'autres espéces, qu'il existe des protéines de surface stigmatique, pouvant
jouer un rdle spécifique dans la réaction de reconnaissance (MATTSON et coll.,
197k ; HESLOP-HARRISON et coll., 1975b ; SHIVANNA et SASTRI, 1976 ; SHIVANNA,
1977). Ces protéines ont été identififes sur les stigmates secréteurs et ncn
secréteurs. Dans ce dernier cas, ces protéines se situent sur la pellicule
stigmatique et sont présentes d8s le stade du bourgeon. La couche de protéines
pelliculaire est mise en é&vidence histochimiquement par son intense activité
estérasique non spécifique (SHIVANNA, 1979). Dans le cas de stigmates secré-

teurs, des protéines sont présentes dans 1'exsudat.

L'implication des protéines de surface stigmatique au cours de
la phase de reconnaissance est encore plus &vidente depuis les travaux de
£0X et coll. (i1976) sur Gladiolus, En effet, ces auteurs cnt dfmeortré qu'une
lectine, la concanavalline A, se fixe spécifiquement sur la pellicule protéi-
que alors que les stigmates de trés jeunes bourgeons floraux, qui ne possédent

pas cette pellicule, ne se lient pas & la concanavalline A. Or, chez les
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végétaux, la liaison de la concanavalline A n'avait pu jusqu'alors &tre 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 modéle pour l'analyse des surfaces'des cellules
végétales : directement accessible, elle remplit de plus une fonction précise,
la reconnaissance cellulaire ; 1'étude au microscope électronique & transmis-
sion montre que cette pellicule est secrétée 4 la surface de la cuticule et
permet le contact avec la membrane de la cellule stigmatique par 1l'intermé-
diaire de canaux dans la cuticule et la paroi cellulaire (KNOX et coll., 1976).
L'isolement de ces récepteurs de surface a pu étre réalisé. D'autre part, les
protéines de la paroi du grain de pollen ont également, semble-t-il un rdle

important 3 jouer dans la réaction d'incompatibilité.

SHIVANNA (1979) interpréte ainsi le r8le des protéines au cours ‘\\
de la phase progamique : aprés pollinisation compatible, le grain de pollen \
s'hydrate et libeére des protéines, localisées dans la paroi du grain de pol- :
len et réparties en 2 couches : les protéines de 1l'intine, produites par le
cytoplasme du pollen, d'origine gamétophytique et les protéines de 1l'exine,
€laborées par le tapis au cours de la maturation du pollen, qui sont sporophy—
tiques. Le processus de reconnaissance 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
hypothése. Cet auteur a en effet montré, chez Cosmos bipinmnatus, que 1'appli-
cation de protéines extraites de la paroi du pollen compatible sur le stig-

mate, avart pollinisation avec de l'autopollen, peut lever la réaction de rejet.

La différence entre 1'incompatibilité sporophytique et gaméto-
phytique s'expliquerait de la facon suivante : chez les premiéres la libéra-
tion des protéines de 1l'exine induit la réaction de rejet caractéristigue
sous la forme d'un bouchon lenticulaire de callose situé entre la paroi de la
celle}e et le plasmalemme ; dans le second cas, lorsque l'autoincompatibilité
est forte, les bouchons de callose se forment et 1l'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 proté&ines
de l'exine sont libérées dés l'hydratation du grain de pollen ; les protéines
de 1l'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 1l'exine ne suffit pas 3 initier la réaction de

rejet.
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Lorsque les tubes pollinigues sont blogués a4 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 paroci du pollen sont impliquées
dans 1'incompatibilité interspécifique ; KNOX a pu lever l'incompatibilité
par un mélange de pollen compatible tué et de pollen incompatible vivant au

cours du croisement : Populus deltofdes x P. alba.

D'autre part, SADAVA et CHRISPEELS (1973) ont démontréd que
les glycoprotéines des parois, riches en hydroxyproline, sont synthétisées
trés rapidement par les polyribosomes cytoplasmiques et s'intdgrent dans les
constituants cellulosiques. Ces faits sont & relier avec les résultats de
VAN der DONK (1975) qui a prouvé que la synthése de 1'ADN et de 1'ARN subis-
sent des modifications importantes dans les premifres heures qui suivent
l'auto ou la x€nopollinisation : ces différences signifient que la reconnais-
sance et ses conséquences métaboliques ont lieu de facon trds précoce sur le

stigmate, dés l'apport du pollen.

I1 reste néamnmoins & localiser in situ les protéines de 1la

- 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 r8le que chaque composant peut jouer dans la physiologie du
pollen, la réceptivité stigmatique, la réaction de reconnaissance et dans 1'é-

ventuelle acceptation -ou rejet- du tube pollinique.

Par ailleurs, les modifications du catabolisme énergétique ob-
servées dans 1l'analyse des échanges gazeux respiratoires du pistil (augmenta-
tion relativement importante de la conscmmation d'oxygdne pour les organes
autopollinisés) peuvent Stre relides 3 la dégradation protéique partielle sen-—
sible au cours des premiéres heures de pollinisation et qui se traduit par une
saugmentation de la teneur en acides aminés libres ; il semble clair que la
réaction incompatible est un processus actif nécessitant une stimulation du

. catabolisme &nergétique. Ce processus semble général (HSIANG, 1951 ; LINSKENS,
1955). Il se retrouve également dans le cas d'incompatibilité interspéeifi-

que ; LINSKENS (196k4) a en effet mis en &vidence un schéma respiratoire tout &

fait similaire & celul trouvé dans le cas de croisements autoincompatibles,

lorsqu'il pollinise des stigmates de Petunid avec du pollen issu de Salpiglossis.
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Une étude plus précise & l'aide de microdlectrodes de Clarke (LINSKENS et
SCHRAUWEN, 1966) 3 l'intérieur de styles d'Hippeastrum hybridum permet de
constater une consommation relativement plus importante d'oxygéne 3 1'extré-
mité des tubes polliniques en cours de croissance ; aprés leur passage 4 un

niveau donné dans le style, la teneur en oxygéne de celui-ci remonte.

Ces faits expérimentaux montrent 1'importance de 1'intensité
respiratoire pour les tubes polliniques & l'intérieur des tissus stylaires.
L'augmentation de la consommation d'oxygéne en situation incompatible peut
&tre interprétée comme une augmentation de la synthése des composés qui assu-
rent la réaction de rejet ou par une modification de la. nature du substrat
catabolisé. Une autre hypothdse plausible est qu'il y a déséquilibre entre les
voies métaboliques qui procurent de 1'énergie et les nécessaires synthéses

de matériaux indispensables i la croissance du tube pollinique,

Enfin, TARA et NAMBOODIRI (1976) ont montré que des facteurs
non protéiques peuvent jouer &galement un rdle, notamment au cours de 1l'hy-
dratation du pollen et de sa germination ; comme la croissance du tube pol-
linique préalable 3 la fécondation nécessite la perméabilité des membranes
et l'adaptation de systémes enzymatiques exactement adaptés aux processus
biochimiques locaux (HAVEZ, 196T), nos recherches se sont orientées vers la

définition de la structure des lipides membranaires.

III - BILAN DES ANALYSES LIPIDIQUES

Les principaux résultats sont consignés dans le tableau réca-
pitulatif 69. L'interprétation physiologique des différences quantitatives et
qualitatives mesurées entre le pcllen et le style, entre les génotypes pour
un méme matériel, entre les styles ayant subi la pollinisation compatible
ou non, doit &tre effectude avec beaucoup de prudence. Cependant, il est 1égi-
time de relier 1'hétérogénéité lipidique avec les activités habituellement
reconnues 3 ces molécules ; dans le probléme qui nous occupe, les lipides
peuvent intervenir dans le processus de croissance du tube pollinigue, dans
la perméabilité des membranes, dans la reconnaissance cellulaire, dans la

production et la transmission du signal.

Nous avons porté 1l'analyse successivement sur les esters mé—
thyliques.d'acides gras, les AG des lipides totaux, les phospholipides et

leurs composants, les glycosphingolipides neutres (AG, BLC et copule osidique),
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les sulfatides (AG et BLC) ; sur les constituants hydrophobes des GSL neutres
et acides, nous avons surtout envisagé la longueur de chalne ainsi que le
pourcentage de saturation, €léments 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.
T-comparaison des bilans entre Les différents génofypes

.pollen : l'analyse comparative des résultats présente globa-

lement une grande homogénéité pour les génotypes 8,8,5 8,8, et sgsu. I1 existe
cependant des différences, notamment pour le cllne Bg (S2Sh) : pourcentage de
P lipidique supérieur, teneur en phosphatidylinositol plus faible ; absence
d'acide caprique et présence d'acide linol&ique dans les acides gras totaux ;
teneur en sulfatides inférieured celle du pollen des autres génotypes.

I1 est tentant de mettre en paralléle ces différences avec
1l'absence de 1l'alléle S1 mais la prudence s'impose d'autant plus qu'elles ne
se retrouvent pas dans les styles correspondants ; en tout cas, une &tude

ultérieure, avec du pollen issu de plantes d'autres génotypes s'avére né-

cessaire.

.styles : 1'homogénéité des structures lipidiques est encore

plus remarquable pour les styles vierges. La teneur en P lipidique est ici

plus €levée dans le génotype S, et n'apparait pas significative. Qualitati-

1
vement, nous avons retrouvé les mémes constituants pour toutes les analyses.

2-comparaison pollen - style : Les variations observées sont, ici, significa-
tives : pollen et styles s'opposent souvent par les teneurs qualitatives et
guantitatives des constituants lipidiques : on peut définir un véritable pro-

fil pollinique et stylaire

Profil pollinique Profil stylaire
- présence d'oléate et arachidonate - absence d'esters méthyliques d'aci-
de méthyle des gras
- présence d'acide caprique dans - absence d'acide caprique
les Tipides toctaux {sauf pour Bg)
- teneur en P lipidique élevée - teneur en P lipidique faible
- présence de phosphatidylinositol - absence de phosphatidylinositol

- absence de phosphatidylglycérol - présence de phosphatidylglycérol
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- peu d'acide linoléique dans les AG - abondance d'acide 1inoléique dans
des phospholipides les AG des phospholipides
- forte teneur en GSL totaux - faible teneur en GSL totaux
forte teneur en GSL acides faible teneur en GSL acides
forte teneur en GSL MGCer faible teneur en GSL MGCer
forte teneur en GSL DGCer faible teneur en GSL DGCer
- AG des GSL : - AG des GSL :
[inoTénique surtout stearique surtout
% saturation faible % saturation élevé
% d'AG impairs faible % AG impairs élevé
AG longs AG courts
- BLC longs et insaturés - BLC plus courts et saturés
- sulfatides : teneur élevée - sulfatides : teneur faible
- Ag : - AE :
saturation faible saturation élevée
AG impairs faibles AG impairs élevés
AG longs
- BLC : saturation glevée - BLC : saturation faible

b) Biochimie de la pollinisgation.

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

ni dans la composition en acides gras ;

- pour_les glycosphingolipides neutres
.en xénopollinisation : augmentation des GSL totaux et parmi
eux surtout les Cer et MGCer
.en autopollinisation : augmentation moins forte des GSL to-

taux ; répartition plus uniforme des GSL entre les différentes classes ;

- pour les constituants des GSL neutres
.en xénopollinisation : abondance des AG A chalne courte, d&-
saturds ; abondance des BLC & nombre moins important d'atomes de carbone, saturés
. . . ~ _~
en autopollinisation : abondance des AG 4 chalne longue, sa-

turés ; abondance des BLC "courtes" et saturées ;

- pour les sulfatides : la teneur en sulfatides aprés autopollinisation est

tion comme en x&nopollinisation : baisse des AG courts ; augmentation du degré
de saturation en x&nopollinisation.

L'hétérogénéité lipidique peut &tre rapprochée des fonctions

connues de ces lipides.
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1-dans Les processus de crodissance : Les esters méthyliques d'acides gras na-—
turels (en particulier 1'oléate de méthyle) peuvent stimuler 1l'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 1'oléate et l'arachidonate de méthyle, exclusivement dans le pollen pour-

rait &tre en relation avec ce rdle.

Par contre, TSO (196L4) a démontré 1l'action inhibitrice sur la croissance des
acides gras 3 chaine 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 phénoméne d'autoincompatibilité mais sont peut &tre

des éléments importants dans la croissance du tube pollinique.

Les phospholipides pourraient, aussi, jouer un rdle : en effet, WEIGL (1969)

a démontré que 1l'acide B indolylacé&tique s'associe préférentiellement a4 la
phosphatidylcholine membranaire. Cette fixation, préalable 4 toute action auxi-
nique, peut également &tre situfe 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 &tre rapprochée de celle des glycolipides dans les cellu-
les en croissance : VICKER et CRITCHLEY (1977) ont montré que la croissance
tissulaire &tait accompagnée d'une diminution des teneurs en glycolipides et
d'un raccourcissement des chaines polysaccharidiques ; or, nous avons cons-
taté en xfnopollinisation une plus grande richesse en céramides et monogly-
cosylcéramides qu'aprés pollinisation incompatible ; ce fait semble donc

s'appliquer également pour le tube pollinique en cours de croissance active.

De plus, la réorientation de la structure des GSL en situation incompatible
est 4 relier avec la déviation du métabolisme glucidique qui caractérise
1'autoincompatibiltéd : il est établi depuis longtemps que 1'autopollinisation
incompatible induit dans le tube pollinique et dans le style d'abondants
dépSts de callose (enchainements de glucoses 1iés en B 1,3) ; la xénopollini-
sation, par contre, nécessite l'intervention de systémes enzymatiques diffé-
rents aboutissant essentiellement 3 1la biosynthése de cellulose (polymére

du gluccse en B 1,4) s indispensable pour la croissance de la paroi. (r,
BRETT et NORTHCOTE (1975) ont démontré que les oligosaccharides 1liés aux
protéines et aux lipides peuvent &tre considérés comme des intermédiaires
dans la biosynthése des B glucannes ; i1l est donc possible de relier ces deux

phénoménes et de considérer les étapes de biosynthése de la cellulose et de
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la callose pour mieux apprécier leur rdle &ventuel dans la réaction d'in-

compatibilité.

La biosynthése de la callose dépend d'une B 1,3 glucanne synthétase fonction-
nant comme transférase & partir de 1'UDP glucose ; la cellulose dépend d'une
B 1,4 glucanne synthétase ayant également une activité transférase. Ces deux
enzymes sont compétitives pour le méme substrat et diversement activées par
1'ion Mg't qui favorise 1'une ou l'autre de ces enzymes en fonction de sa
concentration. Il est intéressant de noter que la biosynthése de cellulose

est stimulde par 1'élévation du pH et par le glucose et la cellobiose.

D'autre part, BRETT et NORTHCOTE ont constaté gque la synthése des B glucannes
est catalysée par des enzymes liés aux membranes utilisant 1'UDP glucose pour
les B 1,3 et B 1,4 glucannes et le GDP glucose pour les B 1,4 glucannes exclusi-
vement. L'activité B 1,4 glucosylsynthétase est associée au plasmalemme et &
d'autres ultrastructures cellulaires (dictyosomes, mitochondries, reticulum
endoplasmique) ; par contre, la synth&se de callose, semble localisée & la

surface cellulaire.

La synthése de cellulose est contr8lée par 1'ATA. L'intervention de cette
hormone devrait &galement &tre envisagdée car elle intervient dans les &chan-—
ges membranaires : en particulier, 1'AIA modifie la pression osmotique, con-—
tréle la perméabilité membranaire et la biosynthése des &léments de la paroi.
A son tour, 1'AIA est soumise 3 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
dinydroascorbique avec libération d'hydrogeéne, avec comme conséquence 1l'aug-
mentation des groupements SH par rupture des ponts disulfures des glycopro-

téines localisées dans la paroi.

I1 existe donc une corrédlation entre AIA et biosynthése de cellulose ou de
callose. La réaction d'incompatibilité induit semble-t-il un déséquilibre dans
le métabolisme glucidique provoquant une déviation vers la biosynthése de

callose. Ces relations demanderaient également & &tre précisées.

?2-dans La perméabilit? : Les variations de la composition en acides gras
(pourcentage de saturation et longueur de chafne) et des BLC (pcurcentage de
saturation, longueur de chaine, nombre de groupes OH) sont en relation avec
la structure membranaire et donc de ses propriétés physiologiques telles que
la perméabilité ; de nombreux auteurs comme HASTAM et coll., 1973 ; DAVIS et
coll., 1974 ; WOJCJAK, 19TL ont démontré la relation qui existe entre la
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composition en acides gras des lipides membranaires, la perméabilité aux
ions et les activités enzymatiques ; en général, la permédbilité 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 apparalt que la présence des
groupements hydroxy libres et celle d'une liaison amide permet aux céramides
d'intervenir & la fois comme donneur de liaison hydrogéne et comme accepteur ;
cette propriété distingue de fagon caractéristique les sphingolipides des

glycérolipides (qui ne peuvent fonctionner que comme accepteur) .

En général, la présence de groupes hydroxy et amide dans un composé augmente
sa polarité et son interaction avec l'eau ; si ces groupes participent a la
formation de liaisons hydrogénes & 1l'intérieur de la matrice lipidique, ils
augmentent considdrablement la stabilité et 1'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 &

des stress physiques ; les attractions latérales entre chalnes hydrocarbonées
& l'intérieur de la membrane sont généralement liées & des forces de VAN Der
WAALS et donc assez faibles lorsque les lipides se trouvent sous forme de
eristaux liquides ; la formation d'une liaison hydrogéne latérale d 1'inté-
rieur de la matrice lipophile contribue fortement & 1l'interaction lipide -
lipide et augmente ainsi considérablement la stabilité et 1'imperméabilité de

la membrane (PASCHER, 1976).

L'addition de groupes hydroxy qui fonctionnent & 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 effectufes sur les cons-
tituants des GSL neutres et aclides mettent en relief une modification de leur
structure aprés autopollinisation, allant dans le sens d'une augmentation du
pourceantage de saturation et de la longueur de chafne; il paralt légitime de
penser que la baisse de fluidit€ membranaire qui en résulte modifie la
perméabilité,ce qui va aboutir & 1'impossibilité pour le tube pollinique d'as-
surer sa nutrition d partir des éléments puisés dans les tissus stylaires ;

on peut également relier ces faits 4 l'atténuation du phénoméne de rejet

avec l'augmentation de température : la hausse de la température extérieure
peut augmenter la fluidité membranaire, &lever la perméabilité et permettre

ainsi la nutrition du tube pollinique (DE GIER, 1980).
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Par contre, les techniques utilisées ne permettent pas de distinguer les
BLC dihydroxylées des trihydroxylées et donc de suivre 1'évolution des bases,

a ce niveau, au cours de la pollinisation.

3-dans La neconnaissance ceflulairne : Nous avons déja signalé que les glyco-—
sphingolipides pouvaient intervenir comme &léments dans la reconnaissance

cellulaire.

BURNET (1971) a d&fini les bases moléculaires de la reconnaissance cellulai-
re par "la liaison spécifique, réversible ou irréversible entre des consti-
tuants chimiques locélisés d la surface cellulaire". La reconnaissance mutuel-
le peut intervenir stériquement entre des molécules complémentaires de fagon
analogue au'complexe enzyme-substrat ou antig@ne-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 coll., 1973), dans l'interaction virus-
érythrocytes (LAVER et WEBSTER, 1966), l'agglutination des cellules sexuelles
(YEN et BALLOU, 197Lk), les récepteurs des toxines bactériennes (LUDERITZ et
coll., 1966).

Chez les végétaux, le plasmalemme est recouvert par la paroi pectocellulosi-
que : cependant, SMITH (1976) a pu fabriquer, & partir d'extraits tissulaires,
des antisérums ayant des déterminants antigéniques présentant une variation
taxonomique. De méme, l'apparition séquentielle d'antigénes spécifigues em-—
bryonnaires dans les caryopses de Mals en cours de développement implique ces

déterminants dans le développement tissulaire (KHAVKIN et coll., 1977).

La spécificité de la réaction de reconnaissance est déterminée par la séquence
osidique terminale des glycoprotéines et des glycolipides de surface (WATKINS,
1966). Ce fait a 2té mis en évidence par 1'utilisation de divers types de lec—
tines ou, par exemple, l'association entre des ligands 3 résidus fucosyl et

mannosyl et des récepteurs spécifiques de ces hydrates de carbone i la surface
des gamétes préalables 2 la fécondation chez Fucus serratus (BOLWELL et coll.,

1979).

L'implication des glycolipides dans le processus de reconnaissance préalable
3 la réaction incompatible a été démontrée en 1976 par KNOX et coll. : des
extraits de surface stigmatique soumis 3 &lectrophorése sur gel de polyacry-
lamide révélent la présence de 2 types de composants de nature glycoprotéigue

et glycolipides.
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De plus, il existe d'autres arguments permettant d'effectuer une relation entre
les lipides stigmatiques ou polliniques et 1l'incompatibilité. Ainsi, WILLING

et PRYOR (1976) ont mis en 8vidence que des solvants organiques, en particu-
lier 1l'hexane, peuvent, lorsqu'ils sont appliqués sur le stigmate avant la
pollinisation, lever l'obstacle 3 la fécondation dans des cas de croisements

interspécifiques chez Populus.

De méme, ROGGEN (197h et 1975) a mis en relief le rdle des lipoprotéines dans
la phase de reconnaissance ; cet auteur fait 1'hypothése que 1l'hexane, en
dissolvant les lipoprotéines de surface, &limine les processus cognitifs préa-

lables & la fécondation.

DICKINSON et LEWIS (1973) ont apporté une série de preuves morphologiques met-—
tant en &vidence, au niveau stigmatique, des structures de nature lipidique
le microscope 4 balayage indique, en effet, chez Raphanus, la présence de pe-

tites dépressions stigmatiques, de 6 microns de diamétre, bourrées de lipides.

Pour ce qui concerne le pollen, ROBERTS et coll. (1979) ont impligué les lipo-
protéines complexes qu'on trouve dans les cavités de 1l'exine chez Brassica
(connue sous le nom de tryphine) dans le processus d'identification. Cette
pellicule qui entoure le pollen peut étre &limin€e par des solvants covalents.
De plus, les composants de la tryphine, visibles au microscope &lectronique

i balayage sont totalement extraits par le chloroforme (ROGGEN, 197k).

Cependant, l'organisation des GSL & 1l'intérieur des membranes est mal connue ;

il semble qu'ils soient localisés dans des cryptes intramembranaires.

L'analyse des résultats des teneurs et compositions des GSL des tissus sty-
laires et du pollen montre qu'il n'existe pas de constituant (en particulier
osidique) caractéristique d'un cldne ou d'un alldle ; les &léments de spé-
cificité, s'ils existent, sont donc vraisemblablement 1iés aux séquences osi-
diques des GSL complexes d'autres composés, par exemple glycoprotéiques. Cette
affirmation doit €tre nuancée car 1'édtude des GSL plus complexes et en par-
ticulier des gangliosides, en cours de réalisation, pourralt apporter 4'au-

tres éléments.

I1 reste 3 intégrer ces résultats dans les différentes thdories proposées

pour expliquer Le mécanisme moléculaire de 1'AIG.
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B. INTEGRATION DES RESULTATS DANS LES MODELES
EXPLICATIFS DE L'AIG

I - MODELES POUR LA RECONNAISSANCE ET LA REGULATION DE LA REPONSE INCOMPATIBLE
DES SYSTEMES AIG

Les modéles proposés sont nombrsux. Pour &tre satisfaisants, ils
doivent permettre d'expliciter les faits suivants
1) la réaction est contrdlée 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) 1l'intervention de trés nombreuses séries alléliques au locus S ;
3) la détermination tardive du phénotype incompatible du style ;

4) la présence d'antigénes spécifiques du géne S dans le pollen ;

5) la perte du caractére d'incompatibilité dans le pollen diploide ;

6) la sensibilité de la réaction d'incompatibilité 3 la chaleur et aux ir-
radiations ;

7) l'absence d'interactions entre les tubes polliniques compatibles et in-
compatibles en cas de pollinisation mixte ;

8) une activité génique variable aprds auto et xénopollinisation.

Les différents modéles proposés consistent en un processus i

[13)Y

2 Ztapes avec une &tape initiale de reconnaissance suivie d'une phase de ré-
ponse qui est le rejet de 1'autotube guand les alléles du pollen et du style

sont 1ldentiques.

Trois catégories de modéles peuvent &tre distinguées : ceux

. . N - ~ - . . . . . Ve
qul assimilent la réponse 4 une réaction de type 1mmunitaire, ceux quil pré-
sentent une analogie avec les systémes induction-répression trouvés chez les

microorganismes et ceux bas&s sur un systéme enzymatique dé&ficient.

a) Analogie avec les réponses immunitaires.

1-EAST (1926-1929) postule que le produit des alldles S du pollen agit comme

un antigéne, qui est reconnu, au cours de la croissance, par un anticorps du

style (produit par un alléle identique).
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2-LEWIS (1960) propose une preﬁiére hypothdse concernant la structure du géne
S, 3 partir de considérations biochimiques et génétiques : 1'alléle S coderait
deux protéines différentes : ﬁne pour le pollen, l'autre pour le style : ces
protéines du pollen et du style auraient une configuration complémentaire

analogue aux complexes antigéne-anticorps ou enzyme-substrat (figure TA).

b) Analogie avec les systémes induction-répression des
microorganismes.

]-dans la deuxiéme hypothése (figure 7B) , LEWIS postule que le locus S est
un complexe qui code pour
- une protéine spécifique commune au pollen et au 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 gdne S produit un polypeptide dont la spécificité déterminée par la struc-—
ture primaire est différente pour chaque alldle. Chaque polypeptide allélique

est une molécule identique dans le pollen et dans le style.
Le polypeptide polymérise en dimére dans le pollen et dans le style.

La premidre &tape de la réaction AI est la formation d'un tétramére par com-
binaison de 2 diméres identiques provenant du pollen et du style. Cette com-

binaison se fait 4 1'aide d'une molécule allostérique.

La deuxidme étape est une régulation génique par le té&tramére qui peut induire
la synthése d'un inhibiteur ou réprimer la synth@se d'une auxine nécessaire

4 la croissance du tube pollinigue.

joyg

Cette hypoth&se d'un dimére, produit primaire d'un géne, s'unissant a un
dimdre identique en impliquant une molécule allostérique, est basée sur la

structure des immunoglobulines G.

2-modéle d'ASCHER (1966} : I1 correspond & une adaptation du modéle de JACOB-
MONOD (1961) (figure T1).

Tes alldles d'incompatibilité S jouent le rdle de génes régulateurs : il y a
donc 2 génes régulateurs dans le style diploide et un gé€ne régulateur dans

le tube pollinigue.

Ces régulateurs gouvernent un systéme d'opérons dans le tube pollinique qui
contrdlent le métabolisme de ce dernier. ASCHER distingue 2 opérons qui assu-

rent :
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-~ un systéme 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 systéme de croissance rapide (HVS = high velocity growth
system) qui implique l'utilisation de voies métaboliques différentes : il con-
duit & la croissance rapide de tubes polliniques compatibles.

Quand les produits des alléles 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 systéme de croissance lente (LVS).

Aprés pénétration du tube pollinique dans le tissu stylaire, les produits des
régulateurs stylaires (alléles S) diffusent dans le tube pollinique, ol ils
rencontrent les produits de 1'alléle régulateur du pellen ; si les produits
sont identiques, les 2 molécules forment un dimére répresseur qui s'attache

3 l'opérateur du systéme & croissance rapide (HVS). L'opéron ainsi réprimé

ne fonctionne pas quand le tube pollinique a besoin des substrats stylaires
pour sa croissance. Le métabolisme du tube pollinigque va en faiblissant
jusqu'a ce que ses propres réserves soient &puisées, d'ou 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 &tre
formé ; le systéme HVS peut fonctionner., En plus des cistrons structuraux

dans 1'opéron HVS, i1l peut y avoir, un régulateur contrdlant 1'opérateur du
systSme LVS. L'activité de ce régulateur se fait par activation de 1'opéron

HVS et emp&che le fonctionnement du systéme LVS.

En résumé, la reconnaissance et la spécificité de la réaction dépendent de
1l'analogie qui, lorsqu'elle existe pour un des alléles régulateurs style et
pour celul du pollen, aboutit 4 la formation d'un répresseur fonctionnel qui
inhibe le systéme HVS ; les alléles S du pollen et du style ont la méme fonc-
tion : produire une demi-molécule de répresssur ; la dimérisation ne peut se
produire gqu'entre un monomére pollinigue et un monomére stylaire. Cette théo-

rie explique 1'irréversibilité de 1'inhibition de croissance des tubes pol-

liniques incompatibles.

3-hypothese de LINSKENS (1965) : LINSKENS résume ainsi les diverses théories.
Un géne de structure 8, produit un ARN qui conduit 3 la synthése d'une pro-
téine spécifique du géne S, 3 ce processus a lieu de facon identique dans le

style et le tube pollinique.
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Dans un croisement incompatible 8181’ il vy a formation d'un dimére. Ce dimére
peut agir comme inducteur d'un gene opérateur normalement réprimé. La molé-
cule inductrice annule la répression de ce g@ne opérateur et permet la pro-

duction d'un systéme inhibiteur.

En résumé, dans les pollinisations incompatibles, la régulation de 1'activité
du géne S conduit & la production d'un dimére qui induit la formation d'un
systéme inhibiteur ; dans les croisements ccompatibles, un monomere est pro-

duit dérépressant le systéme promoteur de la croissance.

Toutes les théories énoncées précédemment (analogie aux systémes immunitaires
ou aux systémes induction-répression) possédent un &lément commun : la syn-—
thése d'une substance spécifique dans le tube pollinique et le style et c'est
l'interaction entre ces produits spéecifiques du géne S qui provoque ou non
la reconnaissance AI. On ne poss&de cependant aucun &lément sur ces substances.
Sont-elles identiques ou posseédent—elles des structures stériques complémen-
taires ?. Aprés la phase de reconnaissance vient la phase de réponse. Comment
1'inhibition a-t-elle lieu ? C'est la question i laquelle ces théories répon-
dent différemment : induction des systémes inhibiteurs (LEWIS, 1965), répres-
sion des systémes de croissance (LEWIS, 1965 ; ASCHER, 1966 ; PANDEY, 1975)
ou dérépression des systémes inhibiteurs (LINSKENS, 1965).

¢) Théories enzymatiques.

1-STRAUB (1947) a proposé une hypothdse d'aprés laquelle le géne S induit dans
le pollen la synthése d'une substance spécifique en quantité définie, néces-
saire & la croissance du tube pollinique. En présence d'un alléle S identigue
dans le tissu conducteur, un systéme spécifique est formé qui inactive la

substance du tube pollinique et le prive d'un métabolite indispensable.

2-KROES (1973) base son hypothése sur le fait que les pollens d'alldles S dif-
férents sont distincts entre eux non par une substance qu'ils synthé&tiseraicnt

-
mals par celle dont ils manqueraient

- la présence dans le grain de pollen d'un alldle S spécifique
correspond 3 l'absence d'un enzyme spécifique ;

- la présence dans le style d'un alléle S spécifique correspond
8 la formation d'un complexe spécifique dans lequel un él&ment nécessaire 3
la croissance du tube pollinique (monosaccharide ou un élément inorganique tel
que le bore) est 1ié 3 une protéine. Comme le style est diploide et peut con-—
tenir deux alléles S différents, 1'élément peut &tre 1ié & 2 molécules protéi-
gques différentes.
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Exemple : le pollen Sx ne posséde pas l'enzyme EX

un style SySy synthétise un complexe protéique PN Py ol N est
1'812ment nécessaire & la croissance du tube,

Le pollen a besoin des enzymes E, et Ey pour libérer N de son complexe ;

dans un style SXSy, ni le pollen Sx’ ni le pollen Sy ne peuvent y arriver.

Ainsi, chaque tube pollinique est capable de synthétiser tous les enzymes né-
cessaires 4 la destruction du complexe stylaire, exception faite d'un seul

enzyme correspondant 4 1'alléle S qu'il porte.

En faveur de cette hypothdse

1) la similitude entre la croissance du tube pcllinique dans
le style et celle d'un mycélium : le tube pollinique, comme 1l'hyphe, a besoin
d'enzymes pour incorporer des substances 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 i prélever des substances dans le style ;

3) la thermosensibilité de la réaction et le rGle des cutinases
dans le systéme AIS.

IT - COMPARAISON DES DIFFERENTS MODELES

Les théories que nous venons de résumer apportent des &léments
de réponse 3 un mécanisme dont les modalités d'expression apparaissent treés
diversifiées ; les travaux expérimentaux n'ont pu, jusqu'd présent, identifier
de facon décisive les molécules intervenant dans le phénoméne. Cependant,
1'nypothése A'ASCHER qui prend en compte la quasi totalité des événements qui
se succeédent pendant la phase progamique semble trés plausible, bien que les
produits de 1l'activité des opérons n'aient jamais pu, jusqu'a présent, Stre

identifiés.

Notre travail ne se situe pas du méme point de vue 3 il se
cadre essentiellement dans 1l'analyse des structures spécifiques qui intervien-
nent dans la reconnaissance, et du signal membranaire déclenchant la récrien-
tation métabolique ; c'est pourquei, nous nous proposons dans nos perspecti-
ves de recherche d'étayer un modéle faisant intervenir la fixation, sur des
sites spécifigues du tube pollinique, de substances d'activation ayant une

influence directe ou indirecte sur la perméabilité membranaire.

En effet, il est désormais &tabli que les réactions immunolo-
giques ont un effet sur la perméabilité des membranes aux cations. Les anti-

génes et les récepteurs de surface sont considérés comme faisant partie des
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constituants membranaires impliqués dans les systémes 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 métabolisme

cellulaire ce qui peut €tre schématisé de la fagon suivante :

métabolisme cellulaire

16/ 7
% \1
3
perméabilité aux ions &————  structure membranaire

2
™ e
antigénes récepteurs

1
lectines
protéines d'activation

Les lectines, ainsi que les activateurs ou inhibiteurs de na-
ture protéique peuvent agir sur la permdabilité cellulaire soit directement
(voie L), soit indirectement (voie 2-3) ; la perméabilité de la membrane aux
cations peut 8tre modifiée par de telles molécules de plusieurs fagons : ac-—
tivation ou inactivation des sites de transport, changement de paramdtres 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 cations et la structure
membranaire (voies 6 et 7) peuvent &tre analysées dans leurs effets sur la
distribution et la conformation stérique des antigdnes de surface membranaire
(voie 8) et leur interaction avec des aspects immunologiques j; une amplifi-

cation peut également intervenir (voies 7-3-5 et 7-8).

Lorsque l'on connait le r8le du calcium dans le processus

d'élongation du tube pollinique, on congoit qu'il est possible que les
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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 €tre calqué sur celui des anticorps ou des lec-
tines : en effet, ceux-ci, bien que trés 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 molécules 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 & 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 & résidus fucosyl ou mannosyl i la surface de l'ovule et des récep-

teurs spécifiques de ces hydrates de carbone i la surface du gaméte.

Dans d'autres cas, il a également été défini que la liaison
initiale et la reconnaissance de gamétes est déterminée par l'association de
molécules complémentaires spéeifiques avec des éléments de reconnaissance lo-
calisés sur les surfaces des gamétes ; cette association fait intervenir des
hydrates de carbone. Ainsi, plusieurs chercheurs ont mis en évidence le rdle
des résidus polysaccharidiques spécifiques dans la reconnaissance entre gamé-
tes en utilisant des lectines notamment chez les Mammiféres (LIS et SHARCK,

1973 ; CALLOW, 1976) et les Oursins (HOWE et METZ, 1973 ; AKETA, 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 1'étude analytique des GSL complexes du type des gangliosi-
des, qui peuvent €tre le support moléculaire de la fonction de reconnaissance ;
d'autre part, la fixation de lectines spéeifiques 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 reconnalssances sont

analogues aux systémes dé&jad identifiés.

Une autre direction de recherche envisagée concerne 1l'étude des
substances qui se sont révélées &tre les messagers de 1l'information : AMP ou
GMP cyeclique ; de la méme facon, le rdle de 1l'ion calcium accompagné ou non de

1l'ionophore A 23187 devra &tre précisé.
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MOTS CLES

2 Oenothera missouriensis;Onazraces ; protéines ; lipides ; pollen
style ; glycosphingolipides ; sulfatides ; phospholipides ; auto- incompatibilité.

RESUME :

Notre travail consiste, danc une premifre partie, en une mise au
point bibliographique sur le ph&ncméne d'auto-incompatibilité de fécondation.
Puls nous exposons nos ré&sultats sur l'identification et 1l'analyse des protéines
_de structure et enzymatiques ainsi que des lipides du pollen et des pistils chez
Oenothera missouriensis Sims, espéce présentant 1'auto-incompatibilité gamétophytique.

Le bilan des perturbations métaboliques qui accompagnent la pollinisation
permet de dégager les cenclusions sulvantes

1) Le phénomdne de rejet du pollen incompatible dépend d'un processus
actif, consommateur d'€nergie.

2) Le métabclisme protéique est impliqué par une évclution caracté-
-ristique des acides amin&s libres et par la producticn d'une protéine nouvelle
en xénopollinisation qui semble absente ou dégradée en autorsllinisation.

3) Les glycannes hydrolases ont des activités dépendantes de la
réaction d'incompatibilité.

L) Le phosphatidylinositol est speifique du pollen alors que.le
phosphatidylgiycérol caractérise le style. La pollinisation des styles est
accompagnée par des variations des teneurs et des structures des constituants
des phospho et des glycosphingolipides. La modification de structure des acides
gras et des bases & longue chaine des GSL en fonction de 1'inhibition de 5
croissance du tube pollinique apparsit Ztre en relation avec la diminution de la
perméabilité membranaire des styles, facteur limitant les &changes entre le
tube pollinique et le tissu conducteur. Ce résultat conduit & proposer un
schéma fondé sur une nodélisation physicochimique se substituant au modéle
physiologique ce qui devrait conduire & une meilleure compréhension du processus
d'incompatibilité.






