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I. INTRODUCTION 

I. 1. INTRODUCTION GÉNÉRALE : 

Les plantes à fleurs (Angiospermes) sont aujourd’hui dominantes dans tous les 

environnements, mais cela n’a pas toujours été le cas. L’angiosperme vivante la plus 

primitive est Amborella trichopoda, qui serait apparue il y a 135 millions d’années 

(Endress and Igersheim, 2000). Elle a été découverte, nommée et décrite pour la 

première fois en 1869 par le botaniste français Baillon (Baillon, 1869). Au Crétacé 

supérieur, la végétation change d’aspect : l’ancienne flore à ptéridophytes (ex : fougères) 

et à gymnospermes (ex : les conifères), typique du Jurassique et du Crétacé inférieur, est 

progressivement remplacée par une végétation où dominent les angiospermes. Celles-ci 

ont conquis l’Europe en trois phases s’étalant sur plus de 40 millions d’années (Coiffard 

et al., 2012). Les espèces se sont ensuite diversifiées rapidement. Les angiospermes 

dominent aujourd’hui largement la flore dans le monde entier avec environ 250 000 

espèces, soit 70% des végétaux connus. Soixante-quinze pour cent d’entre eux sont 

hermaphrodites : la fleur est bisexuée et possède à la fois la partie mâle et la partie 

femelle.  

Les fleurs sont les organes de la plante servant à la reproduction. C'est une 

étape clé du cycle de développement des plantes car elle aboutit à la production de 

graines permettant la pérennisation de l'espèce. Les fleurs sont extrêmement 

hétérogènes d’une espèce à l’autre. Par exemple, la taille peut varier de 1 m de diamètre 

(Rafflesia arnoldii, rafflésie plante parasite découverte en 1818 en forêt tropicale 

d’Indonésie par le naturaliste britannique Joseph Arnold ; Figure 1) jusqu’à 0,25 mm 

(Wolffia arrhiza, lentille d’eau originaire du Brésil découverte dans les années 1850 par 

le naturaliste français Weddell). Outre la taille qui les différencie, les couleurs, les formes 

ainsi que les odeurs peuvent être aussi très surprenantes. Ainsi, la rafflésie dégage une 

odeur de viande en décomposition qui attire des diptères et facilite la pollinisation.  
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Figure 1 : Hétérogénéité morphologique des fleurs.  
A) La rafflésie dont les fleurs sont les plus grandes connues à ce jour (1 m de diamètre) sont des 

plantes qui ont perdu leurs chlorophylles et parasitent d'autres plantes. B) Les fleurs des 
lentilles d'eau (Lemna minor) sont les plus petites d'Europe (1 mm de diamètre) connues à ce 

jour. (Hallé F, 2012 ; http://www.flickr.com/photos/gjshepherd/2951671000/)  
  

Certaines orchidées sont également très impressionnantes. Les ophrys par 

exemple, sont principalement pollinisées par des abeilles mâles sauvages (Figure 2) car 

ses fleurs dégagent une odeur très proche des phéromones sexuelles femelles. La 

pseudo-copulation de l’abeille mâle sur le labelle (lèvre inférieure) de la fleur et les 

mouvements associés entrainent le dépôt des pollinies (petits globules contenant le 

pollen) sur la tête ou l’abdomen de l’animal.  

 

Figure 2 : L'orchidée Oprhys scolopax (A) émet un parfum qui ressemble à l'hormone sexuelle 
femelle d'une d'abeille solitaire.  

De plus, la couleur et la forme de la fleur lui donneraient l'aspect d'une abeille. Les mâles se 
laissent abuser et tentent de s'accoupler avec les fleurs (B), se couvrant du pollen qu'ils 

transportent à une autre fleur (D'après Pichersky, 2012). 
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I. 2. LA REPRODUCTION SEXUÉE : 

I. 2. a. Anatomie de la fleur : 

La fleur est une structure complexe portant les organes reproducteurs : 

l'androcée est la partie mâle de la fleur, elle est composée d'étamines. Les étamines sont 

composées d’un filet surmonté d'anthères dans lesquelles les grains de pollen seront 

formés puis libérés une fois arrivés à maturité. Le gynécée ou pistil est la partie femelle 

de la fleur et comporte un ou plusieurs carpelles. Ce carpelle est composé de l'ovaire, 

d’un style surmonté d’un stigmate qui est le réceptacle sur lequel le pollen mature 

germera. 

Les structures des stigmates et des styles varient selon les espèces et peuvent 

être classées en plusieurs catégories (Allen et al., 2010). Chez Arabidopsis thaliana (A. 

thaliana), les stigmates sont secs, et possèdent à la surface des papilles une fine pellicule 

hydratée de protéines, de glycoprotéines et de lipides (Tung et al., 2005 ; Allen et al., 

2010 ; Lehner et al., 2010). Tandis que chez le tabac ou la tomate, les stigmates humides 

sécrètent une abondante quantité d'exsudats hydrophiles riches en sucre ou d'exsudats 

riches en lipides, jouant un rôle prépondérant pour diriger le tube pollinique en 

croissance (Mollet et al., 2007). Il existe également les stigmates semi-secs (stade 

intermédiaire entre les stigmates secs et humides). 

Les styles peuvent être creux ou pleins. A. thaliana, le tabac ou la tomate 

possèdent un style plein (Figure 3 A). Celui-ci est constitué de cellules spécialisées 

formant le tissu de transmission dans lequel les tubes polliniques se développent de 

façon intrusive (Lord, 2000). Le lys possède un style creux (Figure 3 B). Celui-ci est 

constitué d'un canal bordé par l'épiderme du tissu de transmission. Un exsudat est 

sécrété permettant entre autres le guidage et l'adhésion des tubes polliniques (Mollet et 

al., 2000 ; Lord, 2001).  

Autour de ces organes reproducteurs se trouvent la corolle, ensemble des 

pétales, et le calice, ensemble des sépales formant une enveloppe protégeant la corolle, 

généralement de couleur verte. 
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Figure 3 : Représentation schématique des différents styles. 
 (A) Style plein chez A. thaliana et (B) style creux chez le lys. (D'après Lord, 2000). GP : Grain de 

pollen, TP : Tube pollinique, TT : Tissu de transmission. 

I. 2. b. La double fécondation chez les angiospermes : 

Chez les angiospermes comme A. thaliana, la reproduction sexuée commence 

par la pollinisation au cours de laquelle les gamétophytes mâles ou grains de pollen 

adhèrent aux papilles du stigmate (Zinkl et al., 1999) (Figure 4). La réhydratation des 

grains de pollen sur le stigmate due à l'absorption de l'eau permet la germination du 

grain. Durant cette hydratation des grains de pollen, les vacuoles turgescentes poussent 

le cytoplasme vers une des trois apertures du grain de pollen permettant la rupture de 

l’intine et/ou de l’exine : c’est le début de la croissance du tube pollinique (Lord et 

Russell, 2002). 

Un tube pollinique se développe et croît à travers le tissu de transmission du 

style afin d’aller féconder les ovules. Pour cela, les tubes pénètrent la paroi des papilles, 

entrent dans le style court et grandissent dans l’apoplaste des cellules spécialisées du 

tissu de transmission enrichi en nutriment extracellulaire (Kandasamy et al., 1994 ; 

Lennon et al., 1998). A ce moment, le tube pollinique héberge trois noyaux distincts qui 

sont le noyau végétatif et les deux gamètes mâles fonctionnels. Le noyau végétatif 

contrôle la croissance du tube. La taille des tubes polliniques est très variable selon les 

espèces mais peut atteindre in-vivo une cinquantaine de centimètres chez les plantes à 

style long comme le maïs. Le tube pollinique est une cellule à croissance polarisée dont 

l'élongation se fait dans la zone apicale. Ainsi, afin de conserver un volume cellulaire 

relativement stable, la cellule végétative synthétise périodiquement, grâce aux callose 

http://www.botanique.org/breve.php3?id_breve=23
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synthases (Cai et al., 2011), des bouchons de callose permettant son maintien dans la 

zone apicale du tube.  

Lorsque le tube a atteint l’ovule, il éclate et libère les deux cellules spermatiques 

aboutissant à la double fécondation (Figure 4). Dès lors, l'œuf principal, qui résulte de la 

fusion entre un noyau spermatique et l’oosphère (fécondation vraie), prolifère en un 

embryon. La fusion du second noyau spermatique avec les deux noyaux polaires de 

l’ovule (pseudo-fécondation), donne naissance à l'albumen, destiné à servir de réserves 

nutritives à l'embryon. Cet albumen subsistera au cours de la maturation de la graine 

(graine albuminée) ou sera digéré par l‘embryon afin de stocker les réserves dans les 

cotylédons (graine exalbuminée). 

 
Figure 4 : Cycle de reproduction sexuée des angiospermes  

(http://www.colvir.net/prof/chantal.proulx/images/reproduction/<cycle-Angio.jpg). 
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I. 2. c. Formation des gamétophytes : 

2. c. 1. Formation des ovules :  

La gamétogenèse femelle est une succession d'étapes ayant lieu dans la partie 

ovarienne de la plante. Le mégasporocyte, cellule initiale, subit une division méïotique 

aboutissant à la formation de 4 cellules haploïdes (Figure 4). Sur l'ensemble de ces 

cellules, trois vont dégénérer tandis que la quatrième cellule (le mégaspore) va subir 

trois mitoses successives et produire le gamétophyte femelle encore appelé le sac 

embryonnaire. Celui-ci, destiné à devenir le siège de la future fécondation, se trouve au 

centre du nucelle recouvert superficiellement par les téguments. 

Le sac embryonnaire est composé de 8 noyaux répartis dans 7 cellules de taille 

inégale et de rôle distinct : une vaste cellule centrale pourvue de deux noyaux (noyaux 

polaires), trois cellules situées au voisinage de l'orifice de l'ovule, le micropyle (une 

cellule médiane (oosphère) entourée par deux cellules appelées synergides) et trois 

cellules autour du pôle opposé au micropyle (cellules antipodales) (Figure 4) (Bewley et 

al., 2000 ; Yadegari et Drews, 2004 ; Boavida et al., 2005). 

2. c. 2. Formation du pollen :  

La gamétogenèse mâle se déroule dans les anthères (Figure 5). Les grains de 

pollen, ou gamétophytes mâles, sont issus d’une méïose du sporocyte et seront libérés 

des anthères après leurs maturations (Twell et al., 1998 ; Honys et Twell, 2004). La 

cellule mère initiale (microsporocyte) subit une méïose qui donne 4 cellules filles 

haploïdes (microspore) en tétrade.  

Durant la prophase I, un dépôt massif de callose (β-1,3-glucane) apparait entre 

les différents microsporocytes (Figure 5 D). Les microspores sont séparés les uns des 

autres par la formation d’une paroi de callose. Par la suite, les microspores sont libérés 

de la tétrade par l'action conjointe d'enzymes comme des glucanases, des 

polygalacturonases (PGases) et des pectines méthylestérases (PMEs) issues du tapis 

staminal, couche cellulaire bordant les locules de l’anthère (Figure 5 E, F) (Hird et al., 

1993 ; Rhee et al., 2003 ; Francis et al., 2006). Cette séparation permet ainsi l’expansion 

et la maturation de chaque microspore.  
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Figure 5 : Principales étapes aboutissant à la formation du pollen mature chez A. thaliana 
(D'après Mollet et al., 2007). 

 

Après la méïose II, la formation de la paroi du pollen commence notamment 

avec le dépôt de fibrilles de cellulose (primexine) qui est renforcée par des protéines et 

des lipides. Le dépôt final de sporopollenine (composant principal de l'exine) donnera la 

taille et la forme du grain de pollen (Piffanelli et al., 1998) (Figure 5 G, H et Figure 6). 

Un nombre important de facteurs de transcription participant à la formation de 

l'exine a été récemment décrit. AtMYB103/MALE STERILE 188 (MS188) est un facteur de 

transcription qui est spécifiquement exprimé dans les anthères et les trichomes d'A. 

thaliana (Li et al., 1999 ; Higginson et al., 2003). Zhang et al., (2007) ont décrit que 

AtMYB103/MS188 régulait directement l'expression d'un gène précédemment décrit 

comme impliqué dans la formation de l'exine (MS2) ainsi que le gène callase-related A6. 
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L'étude du mutant Knock-Out (KO) pour le gène AtMYB103/MS188 a montré une 

dégénérescence précoce du tapis staminal ainsi que des microspores anormaux (Zhang 

et al., 2007). Le gène MALE STERILE 1 (MS1)/HACKLY MICROSPORE (HKM), codant pour 

une protéine leucine zipper-like, est également impliqué dans la fonction du tapis 

staminal (Ariizumi et al., 2005 ; Vizcay-Barrena et Wilson, 2006 ; Ito et al., 2007 ; Yang et 

al., 2007). Les analyses phénotypiques du mutant ms1 indiquent que MS1 est impliqué 

dans la formation de la primexine, la synthèse de la sporopollenine ainsi que dans le 

développement du tapis staminal (Ito et al., 2007). L'étude du gène codant EFD (EXINE 

FORMATION DEFECT) a montré qu'il était aussi nécessaire pour la formation de la 

primexine et que l'absence d’expression de celui-ci induisait un défaut de fertilité du 

pollen chez A. thaliana (Hu et al., 2014). D'autres résultats ont aussi démontré que le 

gène MS1 est exprimé dans les cellules du tapis staminal (Yang et al., 2007). D'ailleurs, 

c'est à partir du tapis qu'une partie de l'exine se développe (Quilichini et al., 2014). Un 

autre facteur de transcription impliqué dans la formation de l'exine, a été identifié par 

Gibalová et al., (2009) qui ont démontré que les mutants Atbzip34 présentaient des 

défauts dans la structure de l'exine. 

A la fin de la maturation du grain de pollen, l’exine est complète. Elle est 

composée de deux couches : la sexine (à l'extérieur) et la nexine (à l'intérieur) (Figure 6) 

(Paxson-Sowders et al., 1997). La sexine est majoritairement composée de 

sporopollenine (Lou et al., 2013). En plus de l’exine, le grain de pollen possède une paroi 

interne, l’intine, partiellement exposée à l'environnement via les apertures (Figure 6) et 

composée principalement de polysaccharides comme la callose, la cellulose et les 

pectines (Hesse et al., 2009).  
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Figure 6: Microscopie électronique à balayage et schémas d'un grain de pollen sauvage chez A. 

thaliana.  
Les apertures sont indiquées par les flèches jaunes sur un grain de pollen sec possédant une 

forme oblongue. L'encadré zoomé montre les différentes enveloppes du grain de pollen, l'exine à 
l'extérieur (blanc MEB et vert schéma) et l'intine à l'intérieur (rouge schéma). En bas, le schéma 
de la structure de la paroi du pollen montre que l'exine est divisée en deux couches : la sexine et 
la nexine. La sexine se compose du tectum et de la bacula tandis que la nexine est composée de la 

footlayer (nexine I) et de l’endexine (nexine II). Le manteau pollinique (pollen coat, PC) 
provenant du tapis staminal est déposé sur l’exine. L’intine est composée de deux couches, 

l’exintine et l’endintine (d’après Jiang et al., 2013).  

 

La dernière étape de maturation du grain de pollen est la déshydratation. Cette 

étape est accompagnée de la mise en place du manteau pollinique, puis, d'un 

ralentissement progressif du métabolisme. 

En parallèle au cours de la maturation du pollen, le noyau subit une division 

mitotique asymétrique, donnant la cellule végétative et la cellule génératrice (Figure 5 

G). Cette dernière subit une seconde mitose qui aboutira à la formation des deux cellules 

spermatiques (Twell, 2011). Cette mitose aura lieu avant l’anthèse chez les espèces tri-

nucléées (A. thaliana ou le maïs) ou après la germination du grain de pollen chez les 
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espèces bi-nucléées (le lys, le tabac ou la tomate) (Twell et al., 1998; Edlund et al., 2004; 

McCormick, 2004; Twell, 2006; Takeda et Paszkowski, 2006). 

I. 2. d. La pollinisation et la croissance du tube pollinique : 

Une fois libérés des anthères, les grains de pollen peuvent être transportés par 

le vent (plantes anémophiles), les insectes (plantes entomophiles) ou animaux comme 

les oiseaux (plantes ornithophiles), les chauves-souris (plantes chiroptérophiles) ou par 

l’eau (hydrogamie, réservée à quelques rares espèces de plantes aquatiques qui 

dispersent leur pollen de forme très allongée dans l’eau, ce qui permet aux courants de 

le transporter d'une plante à l'autre). Certaines espèces se reproduisent 

préférentiellement par autogamie et d’autres non car elles possèdent des barrières 

anatomiques, temporelles ou génétiques qui vont empêcher l’autofécondation. 

2. d. 1. Les systèmes d’incompatibilité génétique : 

Il existe l’incompatibilité inter-spécifique qui permet à une plante de rejeter le 

pollen d’une plante d’une autre espèce et l’incompatibilité intra-spécifique qui induit le 

rejet du pollen issu de la même plante favorisant ainsi un plus grand brassage génétique. 

Récemment, il a été proposé un modèle dans lequel une voie universelle de l'inhibition 

du pollen est partagée par les deux systèmes d'incompatibilités (Kitashiba et Nasrallah, 

2014). Une étude a démontré que la ligase E3 ARC1 est nécessaire pour l'auto-

incompatibilité chez deux espèces différentes de Brassicacées, Brassica napus et 

Arabidopsis lyrata (A. lyrata), et est fréquemment supprimée des espèces auto-

compatibles, y compris chez A. thaliana (Stone et al., 2003). Dans une autre étude, plus 

récente, ARC1 a été examinée pour reconstituer l'auto-incompatibilité chez A. thaliana et 

il a été découvert un rôle important des ARC1 dans la réponse forte et stable du rejet du 

pollen lorsqu'elles sont exprimées avec deux autres facteurs d'auto-incompatibilité d'A. 

lyrata (Indriolo et al., 2014). De plus, ARC1 produirait un phénotype d'herkogamie dans 

les fleurs A. thaliana. Ainsi, l'expression de ARC1 entraînerait, chez A. lyrata, le rejet de 

l'auto-pollen et jouerait un rôle clé dans l'évolution et le maintien des systèmes de 

pollinisation croisée (Indriolo et al., 2014).  

L'auto-incompatibilité pollinique paraît être une des méthodes du contrôle de la 

pollinisation les plus élaborées chez les végétaux, car elle fait appel à un complexe 
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multigénique dit complexe SI (pour Self Incompatibility ou rejet du Soi). Le rejet du Soi 

(de l'auto-pollen) se produit lorsque l'haplo-type S du pollen correspond à un des haplo-

types du pistil. Ces allèles sont localisés, dans les deux cas que nous allons présenter, sur 

un seul locus (De Nettancourt, 2001 ; Takayama et Isogai, 2005 ; Poulter et al., 2008 ; 

Zhang et al., 2009 ; Kitashiba et Nasrallah, 2014). La présence d'un allèle commun 

(indiqué par un chiffre) entre le grain de pollen et le pistil déclenche une réaction de 

rejet. La croissance du tube se trouve compromise soit très tôt (à la surface du stigmate, 

Figure 7 D) soit plus tardivement au cours de la progression du tube pollinique (Figure 7 

C) dans le tissu de transmission (Takasaki et al., 2000 ; Takayama et al., 2000 ; Samuel et 

al., 2009 ; Tsuchimatsu et al., 2010 ; Osaka et al., 2013).  

Les deux mécanismes de rejet les plus étudiés sont les rejets sporophytique et 

gamétophytique (Figure 7) :  

 
Figure 7 : Représentation schématique de l’auto-incompatibilité génétique du pollen (D'après 

Tourte et al., 2005).  
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L’incompatibilité sporophytique 

Chez les Brassicacées et plus précisément chez le chou, espèce la plus étudiée, le 

système d'incompatibilité est sous la dépendance du génome paternel diploïde (contrôle 

sporophytique) (Figure 7 D).  

Le système repose sur la reconnaissance au niveau des papilles stigmatiques 

d’un déterminant mâle et d’un déterminant femelle. Le déterminant mâle, SCR/SP11 (S-

locus Cysteine-Rich / S-locus Protein 11), est un peptide sécrété d'environ 80 acides 

aminés riche en résidus cystéines et présentant certaines similarités avec les défensines 

(Schopfer et al., 1999 ; Takayama et al., 2000). Il se trouve à la surface du grain de pollen 

dans le manteau pollinique et provient du tissu diploïde, le tapis staminal (Schopfer et 

al., 1999 ; Takayama et al., 2000).  

Le déterminant femelle forme un complexe protéique multimérique à la surface 

des papilles stigmatiques constitué d’un récepteur transmembranaire à activité kinase 

(SRK, S-locus Receptor Kinase) et d’une glycoprotéine (SLG, S-locus Glycoprotein) 

(Nasrallah et Nasrallah, 1993 ; Takasaki et al., 2000). Il a été montré par 

immunolocalisation que le récepteur SRK est majoritairement présent dans des 

endosomes et qu’une petite fraction est détectée au niveau de la membrane plasmique 

(Ivanov et Gaude, 2009). Cette faible proportion de SRK au niveau de la membrane 

semble cependant suffisante pour fixer le ligand. Le récepteur SRK est alors rapidement 

internalisé après perception du signal (Ivanov et Gaude, 2009). La reconnaissance entre 

la partie extracellulaire du complexe et du déterminant mâle provoque 

l’autophosphorylation du récepteur et induit une cascade de réaction intracellulaire qui 

aboutit au rejet du pollen. Comme la réaction d’incompatibilité se traduit par une 

absence de réhydratation des grains de pollen, une des cibles proposées pourrait être 

une dégradation localisée d'une aquaporine-like : MOD-locus associated aquaporin, mais 

aucune preuve expérimentale ne l’a montrée (Goring, 2000 ; Kachroo et al., 2002).  

A. thaliana, autre Brassicacée, ne possède pas un système fonctionnel de rejet 

du soi. L’autofécondation est favorisée bien que les gènes d’incompatibilités aient été 

mis en évidence (Sherman-Broyles et al., 2007). D'ailleurs, une étude récente portant sur 

le rejet du soi de plantes transgéniques d'A. thaliana, a mis en évidence l'importance de 

la N-glycosylation du recepteur SRK pour la mise en place du rejet, permettant 

notamment une meilleure internalisation de celui-ci (Yamamoto et al., 2014). Il a 
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récemment été montré que la perte de ce mécanisme de rejet, au cours de l’évolution, 

était due à une mutation dans les gènes codant pour le déterminant mâle (Tsuchimatsu 

et al., 2010).  

L’incompatibilité gamétophytique 

Chez les espèces comme les Solanacées, les Plantaginacées et les Rosacées, le SI 

est contrôlé génétiquement par le gamétophyte mâle. Ce système de rejet est le plus 

répandu et 50% des plantes le posséderaient (Steinbachs et Holsinger, 2002). 

Chez le tabac et le pétunia, le gène S du pistil code pour une ribonucléase de la 

famille T2, nommée S-RNase (Figure 8 A et B). Ces S-RNases secrétées par le tissu de 

transmission pénètrent dans les tubes polliniques et dégradent les ARNr empêchant 

toute synthèse protéique aboutissant à l’arrêt de la croissance du tube (McClure et al., 

1989 ; Clark et al., 1990 ; Lee et al., 1994 ; Murfett et al., 1994 ; Sassa et al., 1996 ; Xue et 

al., 1996). Les S-RNases pénètrent à la fois dans les tubes polliniques incompatibles mais 

aussi compatibles suggérant que ces dernières sont 1) inactives en pénétrant dans le 

tube pollinique puis activées dans les tubes incompatibles ou 2) rendues inactives ou 

isolées dans des organites chez les tubes polliniques compatibles (Luu et al., 2000 ; Liu 

et al., 2014). 

Dans le pollen, le gène S coderait chez le pétunia pour de multiples protéines F-

box paralogues, appelées SLF (S-locus F-box) (Lai et al., 2002 ; Zhou et al., 2003 ; Sijacic 

et al., 2004 ; Qiao et al., 2004 ; Kubo et al., 2010 ; Williams et al., 2014). Ces SLFs feraient 

partie d’un complexe SCF (SKP1/Cullin1/F-box), agissant comme des complexes 

ubiquitines ligases (Figure 8 A, B) qui seraient capables d'interagir avec les S-RNases du 

pistil, induiraient leurs poly-ubiquitinations et leurs dégradations par le protéasome 26S 

(Smalle et Vierstra, 2004 ; Liu et al., 2014).  

De plus, chez le tabac, d'autres facteurs non codés par les gènes S ont été mis en 

évidence dans la partie femelle et seraient aussi impliqués à différents stades de la 

réaction SI (Figure 8 B) : la 120K (une glycoprotéine de 120 kDa), la protéine HT-B et la 

NaStEP (Nicotiana alata Stigmata Expressed Protein) (McClure et al., 1999 ; Hancock et 

al., 2005 ;. Jimenez-Durán et al., 2013). 

La 120K, une glycoprotéine spécifique du style, et la protéine HT-B sont 

incorporées dans les tubes polliniques pendant la pollinisation (Lind et al., 1996 ; 
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Schultz et al., 1997). La suppression de l'expression de 120K empêche le rejet spécifique 

du pollen (Hancock et al., 2005). De même, des études de perte de fonction ont montré 

que HT-B est aussi essentielle pour le rejet du pollen (McClure et al., 1999 ; Kondo et al., 

2002 ; O'Brien et al., 2002 ; Sassa et Hirano, 2006 ; Puerta et al., 2009). Finalement, 

NaStEP est un type d'inhibiteurs de protéases et un régulateur positif de la stabilité HT-

B dans des tubes polliniques de N. Alata (Busot et al., 2008 ; Jimenez-Durán et al., 2013.). 

 

Figure 8 : Modèles du rejet gamétophytique induit par les S-RNases.  
A. Modèle chez le pétunia, B. Modèle chez le tabac (D'après Liu et al., 2014). CPC : Cross-pollen 

compatibility response ; SPI : Self pollen incompatibility response ; PP : Pollen protein . 
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2. d. 2. L'implication de l'eau dans la germination du pollen :  

Plusieurs procédés durant la reproduction sexuelle chez les végétaux supérieurs 

nécessitent le mouvement de l'eau entre les cellules ou les tissus, comme cela se produit 

au cours de la déhiscence de l'anthère et de l'hydratation des grains de pollen après son 

dépôt sur un stigmate.  

La paroi du grain de pollen est caractérisée par l’absence d’exine au niveau des 

apertures compensée par une double paroi d’intine permettant au grain de pollen une 

réhydratation rapide, en partie due à une différence de potentiel osmotique entre le 

grain de pollen et le stigmate (Taylor et Hepler, 1997). Cette réhydratation aboutit à la 

reprise de l’activité métabolique du grain de pollen, et donc à la croissance du tube 

pollinique (Lord et Russell, 2002). 

Les aquaporines jouent un rôle central au cours de la réhydratation. Les 

aquaporines végétales peuvent être divisées en quatre sous-familles : plasma 

membrane-intrinsic proteins (PIPs), tonoplast-intrinsic proteins (TIPs), nodulin26-like-

intrinsic proteins (NIPs) et small and basic membrane-intrinsic proteins (SIPs) (Soto et al., 

2008 ; Wudick et al., 2009). Chez A. thaliana, six (sur 35) aquaporines sont exprimées 

dans le pollen : 2 NIPs (AtNIP7-1, AtNIP4) et 2 TIPs (AtTIP1-3 et dans une moindre 

mesure AtTIP5-1 (Pina et al., 2005 ; Borges et al., 2008 ; Qin et al., 2009 ; Loraine et al., 

2013). Deux SIPs (AtSIP1-1 et AtSIP2-1) ne sont pas spécifiques du pollen mais sont 

également exprimées dans d'autres tissus (Ishikawa et al., 2005 ; Pina et al., 2005; Li et 

al., 2011). Selon les études, des PIPs pourraient également être présentes dans les 

parties femelles (Marin-Olivier et al., 2000 ; Dixit et al., 2001). 

Parce que ces aquaporines sont principalement localisées dans le tonoplaste, 

l'apparition des TIPs spécifiques du pollen a souligné le rôle de ces protéines dans le 

transport de l'eau vacuolaire. Ces aquaporines peuvent aussi faciliter le transport 

bidirectionnel des petits solutés ou de gaz à travers les membranes cellulaires (Soto et 

al., 2008) permettant aussi à celles-ci de jouer un rôle dans la tolérance à la toxicité de 

certains éléments (Pang et al., 2010 ; Wudick et al., 2014).  

Pour étudier le rôle physiologique putatif des aquaporines dans l'absorption 

d'eau et la croissance du tube pollinique, quatre gènes PIPs bien caractérisés chez A. 

thaliana ont été transitoirement exprimés dans le pollen du lys (Sommer et al., 2008). 

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1469-8137.2008.02607.x/full#b25
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1469-8137.2008.02607.x/full#b10
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Ces quatre gènes PIPs ont été choisis parce qu'ils sont fortement exprimés dans les 

plantes d'A. thaliana (Kammerloher et al., 1994 ; Jang et al., 2004). L'expression a 

montré que les membres de la sous-famille PIP1 n'améliorent pas l'activité des canaux, 

tandis que les membres de la sous-famille PIP2 l'améliorent (Bots et al., 2005a). Ceci 

suggère que ces aquaporines peuvent jouer un rôle dans le transport de l'eau dans le 

pollen. De plus, les aquaporines de la classe PIP2 seraient nécessaires pour la 

déshydratation efficace des anthères avant la déhiscence chez le tabac (Bots et al., 

2005b). 

2. d. 3. L'implication des ions :  

Une autre caractéristique remarquable de tubes polliniques en croissance est la 

distance qu'ils parcourent en une courte durée allant de quelques centaines de 

micromètres chez A. thaliana et jusqu'à 50 cm chez le maïs (Michard et al., 2009 ; 

Mouline et al., 2002). L'expansion du tube pollinique, nommée scalariforme, se fait 

exclusivement à l'extrême apex (Zonia et Munnik, 2008) qui présente une zone "claire" 

(clear zone ; Campanoni et Blatt, 2007) comme chez le lys (Figure 9) (Cai et al., 2015 ; 

Hepler et Winship, 2015). Cette zone claire est composée de nombreuses vésicules de 

sécrétion golgienne qui migrent vers l'apex et s'accumulent sous forme d'anneau dans la 

région sub-apicale du tube où elles fusionnent avec la membrane plasmique pour 

soutenir la croissance du tube pollinique (Cheung et Wu, 2008 ; Bove et al., 2008 ; 

Moscatelli et Idilli, 2009 ; Wang et al., 2010 ; Zonia, 2010 ; Cai et al., 2015 ; Hepler et 

Winship, 2015). La poussée du cytoplasme entraîne une élongation. En parallèle, un 

influx de calcium précède la poussée de croissance du tube pollinique (Hepler, 2005 ; 

Hepler et al., 2012). 

Cette croissance exclusivement apicale nécessite des changements coordonnés 

dans les propriétés de la paroi cellulaire, dans l'endo et l'exocytose, dans la régulation du 

cytosquelette et des variations des flux ioniques suivies éventuellement par la 

modification de la pression de turgescence. Des modèles qui tiennent compte de la 

prévalence soit de l'une soit de l'autre force ont été proposés : un «modèle de la paroi 

cellulaire» ou un «modèle hydrodynamique», comme forces motrices de la croissance du 

tube pollinique (Zonia et Munnik, 2011 ; Winship et al., 2011 ; Cai et al., 2015 ; Hepler et 

Winship, 2015). 
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Figure 9 : Représentations de la zone claire (cercles jaunes ; A et B) et de l'apex (cercles rouges ; 
A et B) du tube pollinique chez le lys suivies d'un schéma de l'apex d'un tube pollinique avec 

représentation de la zone claire. 
 La pointe est caractérisée par une concentration de calcium cytoplasmique élevé, et est remplie 
par des vésicules sécrétoires denses, qui fusionnent à la membrane. Les organites y compris les 

mitochondries, RE et appareil de Golgi (du système endomembranaire) sont exclus de l'apex. Les 
microtubules et les filaments d'actine cytoplasmiques sont parallèles à la direction de 

croissance. Des microfilaments plus courts guident la livraison des vésicules à la zone claire 
(clear zone ; d'après Cai et al., 2015 et Hepler et Winship, 2015). 

2. d. 4. Les différents signaux de guidage : 

Chez A. thaliana, le tube pollinique va s'enrouler autour des papilles du stigmate 

avant de s'introduire dans la paroi entre les cellules des tissus femelles (Edlund et al., 

2004). Les tubes vont croître, en traversant le style, adhérant aux cellules du tissu de 
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transmission et fournissant des nutriments (Lennon et al., 1998 ; Lord et Russell, 2002, 

Palanivelu et Preuss, 2000). 

Le tube pollinique émerge ensuite vers le septum sur lequel il croît en contact 

étroit puis sur le funicule pour se diriger vers le micropyle (Lennon et al., 1998) où des 

mécanismes d'attraction ont été mis en évidence. Parmi ces signaux, un gradient d'acide 

gamma-aminobutyrique (GABA) régulé par POP2 (pollen-pistil-interaction2), une 

transaminase qui dégrade le GABA, permettrait le guidage des tubes polliniques vers les 

ovules (Palanivelu et al., 2003). Ce GABA est donc impliqué dans la croissance du tube 

pollinique, mais les mécanismes moléculaires et cellulaires qu'il module restent 

largement inconnus, malgré de nombreuses études (Palanivelu et al., 2003 ; Yu et al., 

2006). Il a notamment été démontré que les signaux GABA pouvaient déclencher 

l'activation de différentes voies qui convergent vers la régulation de la F-actine et 

directement ou indirectement dans le contrôle du trafic des vésicules et donc la 

régulation de la croissance dans l'apex du tube pollinique (Dowd et al., 2006). 

Finalement, un ajout exogène de GABA actionnerait des canaux calciques putatifs sur les 

membranes plasmiques des grains de pollen et tubes polliniques chez le tabac (Yu et al., 

2014).  

Un autre acide aminé rare, la D-sérine (D-Ser), a aussi été impliqué dans la 

croissance des tubes polliniques (Michard et al., 2011). Cet acide aminé serait généré par 

le pistil à partir de la L-sérine. D-ser serait capable d’activer des GLRs (Glutamate 

Receptor-like) dans la zone apicale des tubes polliniques permettant un influx de Ca2+ 

dans le cytoplasme affectant l’intensité et les amplitudes d’oscillations calciques dans le 

tube. En effet, la plante mutante dont le pistil est déficient en activité serine racemase 

(SER1, enzyme capable de convertir la L-ser en D-ser) empêche la progression normale 

des tubes polliniques (Michard et al., 2011). 

Chez Torenia fournieri, il a été montré que les tubes polliniques étaient attirés 

vers les ovules grâce aux polypeptides LUREs (attraction en anglais) riches en cystéines 

présentant comme SCR/SP11 des similarités avec les défensines et sont sécrétés par les 

synergides (Higashiyama et al., 2001 ; Okuda et al., 2009). Il est intéressant de noter que 

les tubes polliniques cultivés in-vitro ne sont pas sensibles à ces peptides alors que ceux 

cultivés en semi-in-vitro, c'est-à-dire étant préalablement passés à travers le stigmate et 

le style sont capables de les percevoir (Higashiyama et al., 1998). Ces résultats suggèrent 

que les tubes polliniques sont rendus compétents à percevoir ces signaux lors de leurs 
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croissances dans les différents tissus femelles (Okuda et Higashiyama, 2010 ; Okuda et 

al., 2013). Chez le maïs, une attraction micropylaire des tubes polliniques serait aussi 

provoquée par un peptide ZmEA1 (Zea mays EGG APPARATUS1) (Márton et al., 2005). 

Lors de l'arrivée du gamétophyte mâle au sac embryonnaire, le tube pollinique 

va pénétrer dans une des deux synergides et libérer ses deux cellules spermatiques. 

L'explosion du tube pollinique serait contrôlée par FERONIA (FER), un récepteur 

transmembranaire à activité kinase localisé dans l'appareil filiforme des synergides 

(Escobar-Restrepo et al., 2007). FER contrôlerait directement ou indirectement NORTIA 

(NTA), un autre récepteur (Kessler et al., 2010). En effet, chez les mutants fer et nta, les 

tubes polliniques n'explosent pas et continuent à se développer dans le sac 

embryonnaire (Escobar-Restrepo et al., 2007 ; Kessler et al., 2010). Une étude récente 

(Duan et al., 2014) a montré que FER contrôle la production élevée des espèces réactives 

de l'oxygène (ROS) à l'entrée du gamétophyte femelle pour permettre d’induire la 

rupture du tube pollinique et la libération des cellules spermatiques. Les tests de 

croissance de tubes polliniques in-vitro et dans le pistil ont démontré que les radicaux 

libres hydroxyles, probablement les molécules d'oxygène les plus réactives, induisent la 

rupture du tube pollinique dans un processus dépendant de l’activation des canaux 

calciques et d’une Rho GTPase (Duan et al., 2014).  

Des homologues de FER ont aussi été trouvés dans le tube pollinique (ANXUR1 

et ANXUR2). L’analyse des tubes polliniques anxur1/anxur2 a révélé que leur croissance 

in-vitro est perturbée (éclatement des tubes dans la zone apicale) et qu’in-vivo ils sont 

incapables de fertiliser les ovules (Boisson-Dernier et al., 2009), suggérant qu’ANXUR1 

et ANXUR2 joueraient un rôle important dans le maintien de l’intégrité de la paroi du 

tube dans l’apex. Récemment, il a été montré qu’ANXUR1 et ANXUR2 moduleraient les 

pulses de calcium dans la zone apicale du tube par activation des canaux calciques et des 

ROS via l’activité NADPH oxydase (Boisson-Dernier et al., 2013). 

De plus, une étude récente portant sur deux nouveaux membres de la voie de 

signalisation médiée par FER, a révélé que ces deux protéines TURAN (TUN) et EVAN 

(EVN) sont impliquées dans la N-glycosylation des protéines dans le RE (Lindner et al., 

2015). TUN est une protéine appartenant à la famille des UDP-glycosyltransférases, et 

elle serait nécessaire pour la croissance du tube pollinique, notamment en affectant la 

stabilité d’ANX1 et d’ANX2, les homologues de FER spécifiques du pollen. EVN serait 

essentielle pour le développement du pollen. Les phénotypes observés chez ces mutants 
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sont les mêmes que pour les mutants fer, à savoir une prolifération de la croisssance du 

tube pollinique à l'intérieur du gamétophyte femelle sans rupture du tube pollinique, ne 

permettant pas la fécondation (Lindner et al., 2015).  

I. 2. e. La culture in-vitro des tubes polliniques :  

L'étude des tubes polliniques est possible in-vitro, notamment grâce à la mise en 

place de milieux de germination artificiels simples contenant au minimum du 

saccharose, du bore et du calcium (Boavida et McCormick, 2007). Cette fonctionnalité a 

permis d’utiliser les tubes polliniques comme d'excellents modèles pour les études de 

trafic cellulaire, de flux ioniques, de biosynthèse, de mise en place et de remodelage des 

composés pariétaux (Cai et Cresti, 2009 ; Mollet et al., 2013 ; Cai et al., 2015 ; Hepler et 

Winship, 2015). Néanmoins, il est à noter que les longueurs de tubes obtenues in-vitro 

sont très en dessous de celles observées in-vivo en raison sans doute de nombreux 

composés produits par le pistil et utilisés par les tubes polliniques lors de leurs 

croissances (Lord, 2000). 

La capacité des grains de pollen à germer et des tubes polliniques à pousser in-

vitro est très dépendante des espèces. Les tubes polliniques de lys, de tabac, de pois ou 

de tomate sont cultivés très facilement et ont des croissances rapides (Mollet JC, 

communication personnelle). Pour A. thaliana, la culture in-vitro a été plus 

problématique. En effet, le premier milieu de germination de pollen développé par Fan 

et al. (2001) a permis l'obtention de tubes polliniques assez courts (environ 135 µm de 

longueur) avec un taux de germination n'excédant pas 75%. Les conditions de culture 

ont été optimisées six années plus tard par Boavida et McCormick (2007). Ce milieu 

permet d'obtenir des taux de germination proches de 80% et des longueurs de tubes 

supérieures à 1 mm après 12 h de culture. Récemment, l’ajout exogène de 0,25 mM de 

spermidine ou 10 mM de GABA et la culture sur membrane de cellulose ont permis 

d’obtenir des taux de germination de l’ordre de 90% bien que la longueur des tubes 

restât inférieure (entre 300 et 800 µm après 24 h de culture) (Rodriguez-Enriquez et al., 

2013) à celle obtenue dans le milieu de Boavida et McCormick (2007).  

Le choix du milieu de culture est central lors de travaux sur la germination et la 

croissance du pollen. En effet, la composition du milieu de culture peut fortement 

influencer l'expression de gènes et plus particulièrement l’expression de gènes 
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impliqués dans la biosynthèse et le remodelage des composés pariétaux (Costa et al., 

2013). De même, l’utilisation d’un milieu sub-optimal peut aussi exacerber un 

phénotype lors d’études de mutants. De ce fait, le choix du milieu de culture lors 

d’études in-vitro doit être bien défini au départ. Notre choix s’est porté sur le milieu 

développé par Boavida et McCormick (2007) qui est actuellement largement utilisé par 

la communauté scientifique et en routine au laboratoire depuis plusieurs années 

(Dardelle et al., 2010 ; Dumont et al., 2014 ; Paynel et al., 2014 ; Leroux et al., 2015 ). 
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I. 3. LA PAROI VÉGÉTALE :  

Les cellules végétales sont entourées d'une matrice extracellulaire appelée 

également paroi. Lors des mitoses, les cellules sont séparées par une lamelle moyenne 

riche en polysaccharides pectiques puis chaque cellule va synthétiser une paroi dite 

primaire qui constituera l'unique enveloppe durant toute la croissance cellulaire. Cette 

paroi confère à la cellule de multiples fonctions tant physiques (squelette de la plante) 

que biologiques (protection et signalisation). Ainsi, outre sa capacité à maintenir la 

turgescence cellulaire (Ray et al., 1972) et la transduction de signaux (Shibuya et 

Minami, 2001 ; Roberts, 2001), notamment pour la défense des plantes (Silipo et al., 

2010), elle est également impliquée dans l'adhésion cellulaire (Durand et al., 2009) ou 

encore dans la communication avec les cellules environnantes (Brownlee, 2002). Une 

fois la croissance cellulaire terminée, certains tissus synthétiseront une paroi dite 

secondaire pour consolider la paroi primaire, conférant ainsi aux tissus une plus forte 

rigidité. 

La biosynthèse et la mise en place de la paroi présentent un coût énergétique 

élevé pour la plante. On estime à 10% les gènes impliqués dans le métabolisme de la 

paroi chez A. thaliana, regroupant la biosynthèse, le transport et le remodelage des 

molécules pariétales ainsi que la régulation de tous ces processus (McCann et Carpita, 

2008). Malgré l'importance de la germination des grains de pollen et la croissance des 

tubes polliniques pour assurer la double fécondation, peu de données sont disponibles 

concernant la biosynthèse et le remodelage de la paroi du tube pollinique au cours de sa 

croissance. Ce chapitre sur la paroi végétale se focalisera sur la paroi primaire et plus 

particulièrement sur la paroi des grains de pollen et des tubes polliniques, modèles de 

cellules à croissance polarisée utilisés lors de cette étude. 

I. 3. a. La paroi primaire :  

La paroi primaire est principalement de nature polysaccharidique. Trois 

familles de polysaccharides sont distinguées dans la paroi primaire : la cellulose, les 

hémicelluloses et les pectines (Figure 10). Des protéines structurales et enzymes 

pouvant être glycosylées résident aussi dans cette matrice (Gibeaut et Carpita, 1994).  
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Figure 10 : Représentation schématique de la paroi d’une cellule végétale (D'après Smith, 2001). 

 

La première caractérisation complète des polysaccharides pariétaux chez A. 

thaliana provient des travaux de Zablackis et al. (1995). Les auteurs estiment que la 

paroi isolée de feuilles contient environ 40 % de pectines, 24 % d'hémicelluloses, 14 % 

de cellulose et une même proportion de protéines. 

La biosynthèse de chacun des polymères pariétaux mobilise un grand nombre 

de protéines enzymatiques appartenant à la famille des CAZYmes pour "Carbohydrate-

Active enZYmes" (Cantarel et al., 2009). L'ensemble de ces protéines est regroupé dans 

une base de données disponible sur le site http://www.cazy.org. 

I. 3. b. Les protéines pariétales : 

Il existe 2 familles principales de protéines pariétales, les glycoprotéines riches 

en hydroxyproline (Hydroxyproline-Rich GlycoProteins, HRGPs) et les protéines riches 

en proline (Proline-Rich Proteins, PRPs).  

3. b. 1. Les glycoprotéines riches en hydroxyproline (HRGP) : 

Cette superfamille de protéines est largement répandue dans le règne végétal 

depuis les algues jusqu’aux plantes supérieures (Adair et Appel, 1989). Elle représente 

entre 5 à 10 % de la masse sèche de la paroi des suspensions cellulaires (Wilson et Fry, 

1986). Les glycoprotéines riches en hydroxyproline (HRGP) sont des protéines végétales 

de la paroi cellulaire liées à la croissance et au développement des plantes (Showalter et 

al., 2010). La famille des HRGPs regroupe les arabinogalactane-protéines (AGPs), en 
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général fortement O-glycosylées et les extensines, le plus souvent modérément O-

glycosylées (Showalter et al., 2010). Néanmoins, il existe des protéines chimères, ainsi 

une HRGP de 120 kDa, spécifique du style de Nicotiana alata (N. alata) et précédemment 

décrite comme impliquée dans le rejet gamétophytique, possède un domaine extensine 

en N-terminal et un domaine de type AGP en C-terminal (C-term) (Schultz et al., 1997). 

Les extensines : 

Les extensines représentent une classe de HRGP modérément à fortement O-

glycosylée et largement distribuée dans le règne végétal (Kieliszewski et Lamport, 

1994 ; Lamport et al., 2011). Les extensines se caractérisent par une richesse en Hyp et 

en Ser, mais aussi en d’autres acides aminés comme Val, Tyr, Lys et His. Elles sont aussi 

caractérisées par la présence du motif Ser-(Hyp)n qui peut représenter jusqu’à 60 % de 

la chaîne polypeptidique (Showalter, 2001). 

Les O-glycanes peuvent représenter jusqu’à 60 % de la masse moléculaire de la 

protéine. Cette O-glycosylation est représentée en majorité (90-97 %) par des courtes 

chaînes latérales de résidus arabinoses (de 1 à 4) liées aux résidus Hyp (Hyp-(Ara)1-4), 

avec une forte proportion de tri et tétra-arabinoses (Akiyama et al., 1980) et un à deux 

galactoses liés en alpha sur des résidus Ser (Lamport et al., 1973). 

Les extensines sont rapidement insolubilisées après leur sécrétion dans les 

parois. Il existe également des interactions ioniques et des liaisons covalentes entre les 

extensines et d’autres composés pariétaux. En effet, les extensines sont capables d’auto-

assemblage pour former des complexes chargés positivement au pH extracellulaire 

(environ 4,5) du fait de l’abondance des résidus Lys. Elles sont aussi capables d’interagir 

avec les domaines pectiques chargés négativement (Cannon et al., 2008) et de se lier de 

manière covalente avec les pectines (Qi et al., 1995). L’ensemble de ces données suggère 

que ces protéines joueraient un rôle important dans la rigidité de la structure pariétale. 

Plusieurs fonctions ont été attribuées aux extensines. Ainsi, un mutant 

dépourvu d'une glycosyltransférase impliquée dans l'ajout de l'arabinose sur le corps 

protéique présente des défauts d'élongation (Gille et al., 2009). Le gène LRX1 (LEUCINE-

RICH REPEAT/EXTENSIN 1) code une protéine contenant un domaine extensine 

nécessaire à la morphogenèse des poils absorbants chez A. thaliana (Baumberger et al., 

2001). Des mutations dans les gènes codant des prolyl-4-hydrolases qui définissent les 
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sites de O-glycosylation, provoquent l'inhibition de la croissance des poils absorbants 

(Velasquez et al., 2011). La O-glycosylation a donc un rôle essentiel dans les fonctions 

des HRGPs (Velasquez et al., 2011). Il a également été suggéré que les extensines 

participent à l'assemblage de la paroi lors de la formation des plaques cellulaires. Les 

interactions extensines et pectines formeraient un complexe initiateur afin de 

poursuivre l'assemblage pariétal (Cannon et al., 2008). Enfin, les extensines participent 

aux mécanismes de défense (Kieliszewski et al., 2011). En présence d'un pathogène, les 

proportions de HRGPs et extensines sont augmentées (Esquerré-Tugayé, 1979) et la 

surexpression d'une extensine endogène réduit considérablement la propagation d'un 

pathogène virulent (Wei et Shirsat, 2006). 

La paroi des tubes polliniques contient aussi des extensines (Rubinstein et al., 

1995 ; Sommer-Knudsen et al., 1997). Le gène PEX1 (POLLEN EXTENSIN-LIKE 1) est 

spécifiquement retrouvé dans le pollen de maïs. Il code une protéine significativement 

plus riche en motifs (Ser-Hyp₄) que les autres HRGPs (Rubinstein et al., 1995). La 

protéine est retrouvée dans la paroi interne du tube pollinique avec la callose. Bien que 

sa fonction exacte n'ait pas été élucidée, il a été suggéré que PEX1 pouvait avoir une 

fonction dans le développement du tube pollinique (Rubinstein et al., 1995). Des études 

ultérieures ont montré que le domaine LRR de PEX1 était très conservé et retrouvé chez 

de nombreuses eudicotylédones et monocotylédones (Stratford et al., 2001) avec un 

clade spécifique du pollen (Baumberger et al., 2003). Ce domaine pourrait servir de 

ligand pendant la croissance du tube pollinique (Stratford et al., 2001 ; Baumberger et 

al., 2003). 

Chez N. tabacum L., la fonction des HRGPs, en particulier les extensines, a été 

étudiée dans la croissance cellulaire des tubes polliniques dans le style (Zhang et al., 

2014). En utilisant l'immunohistochimie, les épitopes spécifiques des extensines 

reconnus par l'anticorps JIM20 (Smallwood et al., 1994) ont été abondamment retrouvés 

in-vivo dans les tubes polliniques et dans le tissu de transmission (Zhang et al., 2014). Un 

inhibiteur de la synthèse de l'hydroxyproline, la 3,4-déhydro-L proline (3,4-DHP), a été 

utilisé pour étudier les fonctions des HRGPs. L'ajout de 3,4-DHP a diminué la vitesse de 

croissance du tube pollinique et raccourci la longueur du style (Zhang et al., 2014). En 

outre, le dosage de l'hydroxyproline et l'immunolocalisation avec JIM20 ont confirmé 

que le traitement à la 3,4-DHP avait réduit le contenu en hydroxyproline et en 

extensines (Zhang et al., 2014). Ces résultats indiquent que les HRGPs, dont 
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probablement les extensines, peuvent jouer un rôle important dans la croissance 

cellulaire du tube pollinique et du style (Zhang et al., 2014). 

Les arabinogalactanes protéines (AGPs) : 

Une classe importante des protéines de la superfamille des HRGPs est celle des 

AGPs (Reiter, 2002). Leurs études ont été entreprises au début du XIXème siècle. Elles ont 

été mises en évidence pour la première fois dans les sécrétions de gommes, surtout de 

gomme arabique, qui représentent l’une des plus anciennes sources 

d’arabinogalactanes. Ces arabinogalactanes sont très étudiés du fait de leur utilisation 

dans de nombreux domaines comme les industries agro-alimentaire et pharmaceutique 

(Phillips, 2009). C’est notamment le cas pour la gomme arabique d’Acacia senegal en 

tant qu'agent de texture, de gélification et comme émulsifiant facilitant le mélange eau-

huile. Les AGPs sont présentes dans tout le règne végétal, aussi bien chez les 

angiospermes, les gymnospermes que chez les plantes inférieures (bryophytes et 

algues) (Fincher et al., 1983; Nothnagel, 1997 ; Majewska-Sawka et Nothnagel, 2000).  

Les AGPs constituent l’une des familles de macromolécules les plus complexes 

présentes chez les plantes. Cette complexité provient de la diversité des squelettes 

protéiques, des O-glycanes décorant le squelette protéique et des sucres périphériques 

décorant les chaînes d’arabinogalactanes. Possédant une partie glucidique pouvant 

représenter 90% de leur masse moléculaire, elles sont souvent appelées protéoglycanes. 

Cette partie glucidique est composée majoritairement de D-galactose (D-gal) et L-

arabinose (L-ara) (Showalter, 2001).  

Les AGPs classiques : 

Le corps protéique des AGPs classiques, comme AGP-Pc1 du pin (Chen et al., 

1994), AGP-Na1 du tabac (Du et al., 1994) et AGP1 de la tomate (Li et Showalter, 1996) 

est constitué de trois domaines : une extrémité N-terminale hydrophobe possédant une 

séquence avec un signal de sécrétion qui est absente dans la protéine mature, une partie 

centrale riche en Hydroxyproline/Proline (Hyp/Pro) fortement glycosylée, et une 

extrémité C-term hydrophobe constituant une hélice transmembranaire à laquelle est 

liée une ancre GlycosylPhosphatidylInositol (GPI), permettant un ancrage des AGPs dans 

la membrane plasmique (Figure 11) (Sherrier et al., 1999). 
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Les AGPs riches en Lys : 

Il s’agit d’un petit groupe d’AGPs qui se caractérise par un court domaine de 12 

acides aminés riche en Lysine (Lys), non glycosylé et inséré dans le domaine AGP 

classique (Figure 11). Chez A. thaliana, les AGPs riches en Lys représentent la classe la 

plus étudiée : AtAGP17 (Nam et al., 1999; Gaspar et al., 2004), AtAGP18 (Acosta-Garcia et 

Vielle-Calzada, 2004; Zhang et al., 2011) et AtAGP19 (Yang et al., 2011). Des protéines 

homologues ont été trouvées chez d’autres plantes comme LeAGP-1 chez la tomate (Sun 

et al., 2004a; 2004b), NaAGP4 chez N. alata (Gilson et al., 2001) et CsAGP-1 chez le 

concombre (Park et al., 2003).  

Les AGs peptides : 

Après leur première identification chez le blé (Fincher et al., 1974), les AG 

peptides ont ensuite été identifiés chez A. thaliana. Il s’agit de petits peptides de 10 à 13 

acides aminés formant une classe unique de molécules (Figure 11). AtAGP24 contenant 

17 acides aminés, est l’un des AG peptides les mieux étudiés. Il n’y a pas de données 

concernant la fonction de ces AG peptides (Schultz et al., 2002). 

Les AGPs de type fasciclin-like : 

Les fasciclin-like AGP (FLA) présentent en plus de leur domaine AGP, un ou deux 

domaines fasciclines (Johnson et al., 2003). Ces domaines sont homologues aux 

fasciclines de la drosophile (Elkins et al., 1990) connues pour jouer un rôle majeur dans 

l’adhésion cellulaire. Les FLA présentent en outre tous les autres domaines 

caractéristiques des AGPs classiques (Figure 11).  

Les AGPs chimériques : 

Parmi les AGPs chimériques (Figure 11), il y a les AGPs de type plastocyanine 

(PAG) et d’autres protéines comme le xylogène, contenant un domaine de transfert de 

lipide non spécifique et un domaine AGP (Kobayashi et al., 2011). 
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Figure 11 : Représentation schématique de structures putatives des différentes classes d’AGP 
chez A. thaliana (d’après Schultz et al., 2000 et Showalter et al., 2010). 

 Les ramifications bleues indiquent les AG et les vertes indiquent les arabino-oligosaccharides. 
La queue en zigzag à l’extrémité des AGP indique l’ancre GPI. Le nombre entre parenthèses 

indique le nombre de protéines dans chaque classe d’AGP identifiée chez A. thaliana. 

 

Dans l'architecture de la cellule, les AGPs interagissent avec les réseaux 

d'actines et de microtubules (Sardar et al., 2006 ; Nguema-Ona et al., 2007). Les AGPs 

sont également impliquées dans les interactions avec les microorganismes. Ainsi, la 

protéine AtAGP17 est requise pour qu’A. tumefaciens (Agrobactérium tumefaciens) 

puisse adhérer à la surface de la racine (Gaspar et al., 2004). Les AGPs participent 

également à la signalisation (Schultz et al., 1998 ; Sun et al., 2004a et 2004b), à 

l'expansion des plantules d'A. thaliana (Willats et Knox, 1996), au contrôle de la 

morphologie cellulaire (Andème-Onzighi et al., 2002) ainsi qu'au développement de la 

plante (Acosta-Garcia et Vielle-Calzada, 2004). 

Des études immunocytochimiques ont dévoilé la présence des AGPs dans les 

tubes polliniques de nombreuses espèces (Jauh et Lord, 1996 ; Mollet et al., 2OO2 ; 

Pereira et al., 2006 ; Qin et al., 2007 ; Chen et al., 2008 ; Dardelle et al., 2010 ; Coimbra et 

Pereira, 2012 ; Nguema-Ona et al., 2012). Des marquages de surface sur des tubes 

polliniques de lys ont montré la présence d’AGPs à l'apex mais aussi tout le long du tube 

pollinique après un traitement enzymatique avec une pectinase (Jauh et Lord, 1996).  
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Les AGPs ont la particularité de se lier de façon réversible à un antigène 

synthétique : le β-D-glycosyl de Yariv (Yariv et al., 1962 ; 1967), permettant ainsi leurs 

isolements, leurs localisations ainsi que l'étude de leurs fonctions. En effet, l'utilisation 

de ce réactif a permis la mise en évidence de l’implication des AGPs dans les interactions 

cellule-cellule : la perturbation des AGPs à l'aide du Yariv phénylglucoside empêche 

l'interaction cellule-bactérie à la surface de cellules apparentées aux cellules bordantes 

de la racine d'A. thaliana (Vicré et al., 2005). Les tubes polliniques de lys traités au Yariv 

phénylglucoside ont une croissance inhibée sans que la sécrétion des nouveaux 

composés pariétaux soit stoppée (Roy et al., 1998). Ce phénomène est réversible si l'on 

enlève le Yariv du milieu de culture (Mollet et al., 2002). Un nouveau tube émerge alors 

en arrière de l'apex. Le nouveau site d'émergence peut alors être prédit par la sécrétion 

localisée de nouveaux AGPs. Ces données suggèrent que les AGPs ont un rôle dans la 

polarisation initiale et l'élongation des tubes polliniques (Cheung et Wu, 1999 ; Mollet et 

al., 2002). 

Chez A. thaliana, les anticorps LM2 utilisés ont également localisé les épitopes 

spécifiques des AGPs dans l'apex ainsi que dans la zone d'émergence du tube pollinique 

(Pereira et al., 2006 ; Dardelle et al., 2010). Des analyses transcriptomiques 

complémentaires ont relevé chez cette même espèce que deux AGPs, codées par AGP6 et 

AGP11, sont spécifiquement exprimées dans le pollen (Pereira et al., 2006). Le double 

mutant agp6/agp11 présente de nombreux grains de pollen avortés (Coimbra et al., 

2009). Le taux de germination des grains de pollen est réduit de 80 % par rapport au 

pollen sauvage et pour ceux qui ont germé, ils présentaient des tubes polliniques ayant 

des longueurs inférieures de 35 % (Coimbra et al., 2010). La baisse de la fécondité 

observée dans le double mutant agp6/agp11 était due à l'avortement des grains de 

pollen au cours du développement (Coimbra et al., 2009) mais aussi à une germination 

prématurée des grains de pollen dans les anthères (Coimbra et al., 2010).  

Comme précédemment décrit, certaines AGPs sont ancrées à la membrane 

plasmique grâce à une ancre GPI et peuvent être libérées dans la paroi via l'action d'une 

phospholipase C ou D (PLC ou PLD) (Svetek et al., 1999 ; Takos et al., 2000 ; Gaspar et al., 

2001 ; Testerink et Munnik, 2011). Parmi les protéines prédites avec une ancre GPI, 11 

seraient "pollen spécifiques" et possiblement associées à la membrane plasmique 

(Lalanne et al., 2004). Les gènes SETH1 et SETH2 (Lalanne et al., 2004) ainsi que PNT1 

(Gillmor et al., 2005) sont impliqués dans les premières étapes de la biosynthèse des 
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ancres GPI. La mutation de ces gènes affecte la germination du pollen et la croissance 

des tubes polliniques (Lalanne et al., 2004 ; Gillmor et al., 2005). Ces macromolécules 

pariétales ont donc un rôle capital dans le développement des tubes polliniques.  

Les AGPs sont aussi potentiellement une source de molécules solubles après 

clivage de l’ancre GPI pouvant servir de signaux. Malgré la rareté des preuves 

expérimentales, la combinaison des caractéristiques principales des AGPs, à savoir la 

localisation à la surface cellulaire, leur présence probable dans les radeaux lipidiques de 

la membrane, une libération contrôlée de la membrane plasmique à des stimuli et la 

complexité structurale des chaînes osidiques, fait des AGPs, ou des fragments 

spécifiques d’AGPs, des candidats susceptibles d'exécuter des fonctions de signalisation 

chez les plantes et dans les processus de reproduction des plantes (Coimbra et Pereira, 

2012). 

Finalement, les AGPs sont aussi très abondantes dans les tissus femelles. Elles 

sont retrouvées dans les exsudats du stigmate et dans le tissu de transmission du style 

chez de nombreuses espèces (Cheung et al., 1995 ; Wu et al., 1995 ; Jauh et Lord, 1996 ; 

Coimbra et Salema, 1997 ; Coimbra et Duarte, 2003 ; Coimbra et al., 2008). Certaines 

AGPs seraient impliquées dans le guidage des tubes polliniques (Cheung et al., 1995 ; Wu 

et al., 1995 ; Coimbra et al., 2007 ; Coimbra et al., 2008 ; Pereira et al., 2014) et lors de 

l'incompatibilité gamétophytique (Nguema-Ona et al., 2012 ; Costa et al., 2013).  

Chez A. thaliana, Les AGPs des tissus femelles ont également été étudiées. Une 

analyse de plusieurs constructions contenant des protéines fluorescentes YFP sous le 

contrôle de promoteurs de gènes codant pour des AGPs a permis de déterminer la 

spécificité de leurs expressions. Ainsi, AGP1 serait exprimé dans le stigmate, le style, le 

tissu de transmission et certains tissus des ovules. AGP9 serait présent au niveau des 

tissus vasculaires, AGP12 dans les papilles stigmatiques, ovules et dans le septum, et 

AGP15 serait exprimé dans tous les tissus du pistil sauf dans le tissu de transmission 

(Pereira et al., 2014).  

3. b. 2. Les protéines riches en proline (PRP) :  

Les PRPs représentent une classe de HRGP faiblement glycosylées caractérisée 

par la présence du motif pentamérique répétitif (Pro-Hyp-Val-Tyr-Lys)n ou ses 

variantes (Cassab, 1998). Peu de données sur leurs glycosylations sont disponibles dans 
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la littérature. Leur teneur élevée en Lys leur confère un caractère basique. Du fait de 

leurs ressemblances avec les extensines, les PRPs pourraient avoir une forme en 

bâtonnets (Buchanan et al., 2000). Les PRPs présentent aussi une teneur relativement 

élevée en Tyr qui pourrait leur permettre de former des liaisons covalentes avec 

d’autres protéines pariétales sous la forme de liaisons di-tyrosine (Brady et al., 1998). 

I. 3. c. Les β-glucanes : 

Parmi les trois types de β-glucanes mis en évidence, seulement deux sont 

retrouvés chez A. thaliana : la cellulose et la callose. La dernière famille, les "Mixed-

Linked Glucans", est spécifique de certaines monocotylédones dont les Poaceae 

(Sørensen et al., 2008) et est assimilée à la famille des hémicelluloses du fait de leur 

biosynthèse complexe dans l'appareil de Golgi. 

3. c. 1. La cellulose : 

La cellulose se compose d'un motif répété de cellobiose (Haworth, 1932), lui-

même étant un enchaînement de deux résidus inversés de glucose liés en β-(1-4) (Figure 

12). 

 
Figure 12 : Modélisation d'un motif de cellobiose.  

Répété n fois, le cellobiose constitue la cellulose (n=250 à 7000) (D'après Egusa et al., 2010). 
 

Le degré de polymérisation varie entre 500 et 14000 résidus mais n'excède pas 

8000 dans la paroi primaire (Brett, 2000 ; Brown Jr, 2004). Plusieurs chaînes de 

cellulose s'associent entre elles à l'aide de liaisons faibles (Hydrogène et Van der Waals) 

pour former des structures paracristallines appelées microfibrilles (Harris et al., 2010). 

Ces microfibrilles sont synthétisées au niveau de la membrane plasmique par des 

CELLULOSE SYNTHASES (CESAs). Ces protéines sont à ce jour les seules composantes 

qui permettent de constituer la cellulose (Somerville, 2006). 

Chez les plantes supérieures, elles sont rassemblées sous forme de rosettes, 

mises en évidence par le groupe de Malcom Brown Jr. (Mueller et Brown Jr, 1980) et 
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chacune des 6 protéines CESAs synthétise une chaîne glucanique. Cependant, la 

possibilité que la biosynthèse de la cellulose commence dans l'appareil de Golgi pour les 

plantes supérieures ne peut être exclue (Guerriero et al., 2010). Ces rosettes sont elles-

mêmes regroupées par 6 pour former un total de 36 chaînes qui co-cristallisent en 

microfibrilles (Figure 13) (Cosgrove, 2005). 

 
Figure 13 : La formation de la microfibrille de cellulose par les cellulose synthases.  

De la synthèse d'une chaîne β-(1-4)-glucane à la formation de la microfibrille de cellulose 
(Cosgrove, 2005). 

 

Les microfibrilles de cellulose sont longues et rigides. Elles entourent les 

cellules leur assurant une résistance à la pression de turgescence créée par la vacuole. 

C'est cette pression qui permet le port dressé des végétaux jeunes et herbacés 

(Cosgrove, 2005 ; Somerville, 2006). Par conséquent, la cellulose possède un rôle central 

dans la régulation du volume cellulaire et la détermination de la forme et de la taille de 

la cellule végétale (Bessueille et Bulone, 2008). 

Différentes familles multigéniques sont impliquées dans la biosynthèse de la 

cellulose. Dans le génome d'A. thaliana, dix gènes codant pour des CESAs ont été trouvés 

et des études sur des mutants ont montré qu'ils jouaient des rôles distincts lors du 

processus de synthèse de la cellulose (Richmond, 2000 ; Doblin et al., 2002). Une autre 

famille multigénique, les CSLDs (pour "CELLULOSE SYNTHASE LIKE-D"), proche des 

CESAs, semble également impliquée dans la biosynthèse de la cellulose et contient 6 

membres chez A. thaliana (Richmond et Somerville, 2001 ; Bernal et al., 2008). 

Chez le tabac, NaCSLD1 (N. alata CELLULOSE SYNTHASE-LIKE D1) serait 

exclusivement exprimée dans les anthères et dans les tubes polliniques cultivés in-vitro 

et coderait pour une cellulose synthase dans le pollen (Doblin et al., 2001). Chez le riz, le 
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génome contient 7 gènes codants pour des CESAs et 5 gènes codants pour des CSLDs (Li 

et al., 2009 ; Wang et al., 2011).  

Perturber la cellulose lors de la mise en place des plaques cellulaires, comme 

montré chez le mutant korrigan (kor) déficient en une endo-glucanase, induit la 

formation de parois incomplètes, avec des cellules polynucléées aboutissant à des 

plantules sévèrement affectées dans leurs morphologies (Zuo et al., 2000).  

Malgré sa faible abondance (Schlüpmann et al., 1994), la cellulose est présente 

le long de la paroi des tubes polliniques et joue un rôle important dans la stabilisation de 

la paroi spécialement dans la zone de transition entre l'apex et le reste du tube 

(Geitmann, 2010). Les microfibrilles de cellulose sont orientées de façon oblique le long 

de la paroi des tubes polliniques du pin (Derksen et al., 1999) contre une orientation 

plus longitudinale observée chez le lys, Solanum chacoense et A. thaliana suggérant que 

les microfibrilles de cellulose ne sont pas les seuls composants ayant un rôle contre la 

pression de turgescence (Aouar et al., 2010 ; Lehner et al., 2010 ; Chebli et al., 2012 ; Cai 

et al., 2015 ; Hepler et Winship, 2015). Des traitements avec de la cellulase ou avec des 

molécules qui inhibent la synthèse de la cellulose comme le 2,6-dichlorobenzonitrile 

(DCB) produisent des tubes polliniques avec un diamètre plus grand et induisent un 

gonflement de l'apex voire un éclatement des tubes (Aouar et al., 2010 ; Anderson et al., 

2002 ; Hao et al., 2013) comme observé avec les mutants csld1 et csld4 (Wang et al., 

2011). 

3. c. 2. La callose :  

La biosynthèse de la callose est peu étudiée car elle est en général 

constitutivement peu abondante dans la paroi des plantes mise à part dans les tubes 

criblés du phloème (Xie et al., 2011), le pollen et les tubes polliniques (Parre et 

Geitmann, 2005b) et dans la plaque cellulaire lors des divisions (Chen et Kim, 2009). La 

formation de la callose intervient dans de nombreux processus de la plante, tels que le 

renforcement de la paroi suite à l'application de stress biotique et abiotique (Chen et 

Kim, 2009). La synthèse de la callose est ainsi observée lorsque la plante est exposée aux 

ions métalliques comme le cadmium et l'aluminium (Sivaguru et al., 2000 ; Ueki et 

Citovsky, 2002), à des pathogènes (Nishimura et al., 2003) ou en cas de blessures 
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(Jacobs et al., 2003). La callose régulerait aussi les mouvements de molécules entre les 

cellules en contrôlant la taille des pores des plasmodesmes (Zavaliev et al., 2011). 

La callose est un polysaccharide formé d'un enchaînement de résidus glucoses 

reliés par des liaisons en β-(1-3). Certains résidus glucosyles liés en β-(1-6) peuvent 

aussi être trouvés (Chen et Kim, 2009). Cette longue chaîne se conforme sous la forme 

d'une hélice, laquelle est capable de s'associer avec une, voire deux autres chaînes de 

même nature. La biosynthèse de la callose se fait au niveau de la membrane plasmique. 

Il avait été proposé que la synthèse de la cellulose et de la callose soit catalysée par une 

seule et même enzyme (Verma et Hong, 2001). Cependant, cette hypothèse a été réfutée 

suite à la découverte de gènes codant spécifiquement des callose synthases (CALS) 

(Hong et al., 2001 ; Verma et Hong, 2001). 

Parmi les 12 gènes codant pour les callose synthases, CALS5 est exprimé dans le 

pollen. En effet, CALS5 est impliquée dans le dépôt de callose dans les grains de pollen et 

participe également à la formation de l'exine du grain de pollen (Nishikawa et al., 2005 ; 

Dong et al., 2005) mais des données contradictoires ont été obtenues concernant la 

viabilité des grains de pollen et la capacité des tubes polliniques à grandir normalement. 

NaGSL1 (N. alata GLUCAN SYNTHASE-LIKE 1) serait une callose synthase (Brownfield et 

al., 2007), impliquée dans le contrôle de la synthèse de la callose durant la croissance du 

tube pollinique chez le tabac (Brownfield et al., 2008). Récemment, l'étude d'un mutant 

cdm1, mutant d'insertion pour le gène CDM1 (CALLOSE DEFECTIVE MICROSPORE 1), a 

montré une stérilité totale en raison de la dégénérescence des microspores due à une 

déposition anormale de la callose (Lu et al., 2014). 

En 2011, une étude a montré que les orthologues de CALS5 sont exprimés dans 

les grains de pollen de plusieurs angiospermes et gymnospermes mais CALS5 est 

principalement exprimé dans les tubes polliniques à croissance rapide (c.à.d. les 

angiospermes), suggérant que CALS5 joue des rôles différents mais cruciaux durant la 

formation du pollen et/ou la germination et la croissance des tubes polliniques 

(Abercrombie et al., 2011). En effet, en se basant sur la variabilité et le dépôt transitoire 

de la callose chez les gymnospermes et en particulier le pin dont les tubes polliniques 

croissent très lentement, Pacini et al., (1999) avaient proposé que la callose n'avait pas 

de fonction structurale chez ces organismes mais servait plutôt de réserve de 

polysaccharides. A l’inverse, chez les tubes polliniques à croissance rapide comme 
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Solanum chacoense et Lilium orientalis, la callose aurait une fonction mécanique 

importante (Parre et Geitmann, 2005a).  

La callose n’est pas répartie uniformément dans la paroi des tubes polliniques 

(Figure 14). Ainsi, les tubes polliniques chez de nombreuses espèces (Li et al., 1995 ; Roy 

et al., 1997 ; Ferguson et al., 1998 ; Lennon et Lord, 2000 ; Derksen et al., 2002 ; Bove et 

al., 2008 ; Moscatelli et Idilli, 2009 ; Dardelle et al., 2010 ; Guerriero et al., 2014) 

possèdent deux couches en arrière de la zone apicale, une interne enrichie en callose et 

une externe fibrillaire (Figure 14). A l’inverse, dans la région apicale, une seule couche 

est présente et ne contient pas, en condition normale, de callose.  

 

 

Figure 14 : Schéma de principe du processus de sécrétion dans des tubes polliniques.  
Seuls les éléments impliqués dans la synthèse de la paroi cellulaire sont représentés (PME, PMEI, 
CESA, CALS). Le gradient de gris dans la paroi du tube indique l'état de méthyl-estérification des 
pectines (gris clair: pectine entièrement méthyl-estérifiée; gris foncé: pectine acide). La cellulose 

est représentée par des lignes noires organisées de façon aléatoire dans la paroi de l’apex du 
tube et plus organisées dans la paroi externe dans la partie distale. La callose est représentée en 

marron dans la paroi interne des tubes polliniques. TGN, Réseau trans-golgien. Les filaments 
d'actine (lignes rouges) sont présentés comme interagissant avec l'appareil de Golgi, ce qui 

indique qu'ils sont impliqués dans le transport des vésicules. Les microtubules (lignes en vert) 
sont localisés dans la région corticale où ils pourraient probablement interagir avec les CALS et 

CESA. Les vésicules de sécrétion ne fusionnent pas exactement à la pointe du tube mais dans une 
région subapicale. Les processus d'endocytose pourraient se produire à la fois à l'extrême pointe 

et dans les régions plus distales du tube. D’après Guerriero et al., 2014. 
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Afin de déterminer si la callose est capable de fournir une résistance mécanique 

contre un stress de compression, des tubes polliniques ont été traités avec une lyticase 

(cocktail enzymatique capable de dégrader notamment les β-(1-3)-glucanes) et soumis à 

la déformation locale par microindentation (Parre et Geitmann, 2005a). Les données ont 

révélé que la réduction de la quantité de callose entraînait une réduction de la rigidité 

cellulaire et une augmentation de la viscoélasticité. Ces résultats suggèrent que la callose 

est capable de résister à une contrainte de compression et peut jouer un rôle mécanique 

dans les cellules végétales en croissance (Parre et Geitmann, 2005a). 

I. 3. d. Les hémicelluloses :  

Les hémicelluloses présentes chez les végétaux peuvent être de différentes 

natures. On comptabilise à ce jour de nombreux polymères appartenant à cette famille 

de polysaccharides. Parmi les plus abondants, on retrouve les xylanes, arabinoxylanes, 

les mannanes, les glucomannanes, les β-(1-3,1-4)-glucanes (mixed-linkage glucans) ainsi 

que les xyloglucanes (XyGs) (Scheller et Ulvskov, 2010). Les polymères 

hémicellulosiques s’associent à la cellulose par des liaisons non covalentes et permettent 

ainsi aux microfibrilles cellulosiques d’être indirectement, mais solidement reliées les 

unes aux autres (McCann et al., 1990 ; Scheller et Ulvskov, 2010). Ces polymères peuvent 

également établir des liaisons covalentes avec les pectines acides (Thompson et Fry, 

2000). 

Les hémicelluloses sont plus ou moins spécifiques d'une famille et/ou de 

l'origine de la paroi (primaire, secondaire ou graine). Les XyGs sont les hémicelluloses 

les plus abondantes de la paroi primaire chez les eudicotylédones. Ce polymère est 

constitué d'une chaine principale β-D-Glcp liés en (1-4) pouvant être ramifiée en 0-6, par 

des chaines latérales de natures diverses (Figure 15) contenant des résidus xylose, 

galactose et fucose chez la majorité des angiospermes (fucogalactoxyloglucanes) à 

l’exception des Lamiids (dont les Solanacées font parti) où le fucose est remplacé par 

l’arabinose (Fry, 2011). On parle alors d'arabinoxyloglucanes. Afin d'aider à la 

description des différentes structures, Fry et collaborateurs (1993) ont développé une 

nomenclature avec une lettre correspondant aux structures suivantes : G = β-D-Glcp non 

substitué ; X = α-D-Xylp-(1-6)-β-D-Glcp ; S = X substitué par un α-L-Araf-(1-2) et L = X 

substitué par un β-D-Galp-(1-2) et F = L substitué par un α-L-Fucp (Figure 15). 
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Figure 15 : Représentation schématique des principaux motifs de XyGs et leurs nomenclatures 

d'après Dardelle et al. (2015). 

 

 Les épitopes associés aux XyGs sont détectés tout le long du tube 

pollinique d'A. thaliana (Figure 16) et principalement dans la paroi externe fibrillaire 

(Dardelle et al., 2010). L'analyse biochimique par spectrométrie de masse MALDI-TOF 

des XyGs après traitement par une endo-glucanase de la paroi cellulaire des tubes 

polliniques a révélé deux oligosaccharides dominants mono O-acétylés (XLXG / XXLG et 

XXFG) qui représentent plus de 68% des ions totaux (Dardelle et al., 2010). Ces résultats 

démontrent que la paroi du tube pollinique d'A.thaliana a ses propres caractéristiques 

en comparaison avec d'autres types d’organes du sporophyte d'A. thaliana (Dardelle et 

al., 2010). En effet, les principaux fragments de XyG libérés après un traitement à l'endo-

glucanase de la paroi cellulaire des organes végétatifs d'A. thaliana sont généralement 

XXXG, XXLG / XLXG, XXFG, et XLFG (Zablackis et al., 1995 ; Lerouxel et al., 2002 ; 

Nguema- Ona et al., 2006 ; Obel et al., 2009). 



 

38 
 

 

Figure 16 : Immunomarquages des épitopes associés aux XyGs non fucosylés (motif XXXG) et 
fucosylés avec les anticorps LM15 and CCRC-M1, respectivement. D’après Dardelle et al. (2010).  

 

Plus surprenant, des XyGs fucosylés ont également été retrouvés dans les tubes 

polliniques de N. alata (Lampugnani et al., 2013) et de plusieurs espèces de tomate 

(Dardelle et al., 2015) alors que les XyGs analysés dans les organes végétatifs de la 

famille des Solanacées ne sont pas fucosylés mais arabinosylés. Ces observations 

semblent indiquer que la fucosylation des XyGs dans la paroi des tubes polliniques 

aurait un rôle important. 

I. 3. e. Les pectines :  

Les pectines sont avec les XyGs, les polysaccharides complexes les plus 

abondants de la paroi primaire. Elles constituent 40 % de la paroi primaire chez A. 

thaliana (Liepman et al., 2010). Les pectines sont majoritairement retrouvées dans la 

lamelle moyenne, assurant ainsi la cohésion entre les cellules végétales, et dans la paroi 

primaire. Plusieurs polymères composent cette famille (Figure 17). 

Chez A. thaliana, il avait été caractérisé trois domaines distincts : les 

homogalacturonanes (HG), les rhamnogalacturonanes de type I et II (respectivement 

RG-I et RG-II) (Zablackis et al., 1995). Mais ce n'est que bien plus tard que le 

xylogalacturonane (XG) a été identifié chez A. thaliana (Zandleven et al., 2007). Par la 

suite, d'autres composés pectiques ont été caractérisés chez la lentille d’eau comme 

l'apiogalacturonane (Schols et al., 1995 ; Hart et Kindel, 1970). 



 

39 
 

 
Figure 17 : Structure des principaux constituants des parois de type I et vue de détail des 

polysaccharides pectiques majeurs.  
Représentation schématique des xyloglucanes (XyG), des rhamnogalacturonanes de type I et II 

(RG-I et RG-II), des homogalacturonanes (HG) et des xylogalacturonanes (XG), d’après Wolf et al. 
(2012a).  

 

De nombreuses revues récentes décrivent la composition, la biosynthèse et les 

fonctions des pectines (Scheller et al., 2007 ; Mohnen, 2008 ; Caffal et Mohnen, 2009 ; 

Harholt et al., 2010 ; Fry, 2011) notamment lors de la morphogénèse des plantes (Palin 

et Geitmann, 2012). On estime que pas moins de 67 glycosyl-, méthyl- et 

acétyltransférases sont nécessaires pour l'élaboration des structures pectiques 

(Mohnen, 2008 ; Atmodjo et al., 2013) en plus des transporteurs et des enzymes 

d'interconversion de nucléotides sucres (Sandhu et al., 2009 ; Folley-Gueye et al., 2012). 

Leurs biosynthèses sont effectuées dans tous les compartiments de l'appareil de Golgi 

(cis, median et trans) puis ceux-ci sont sécrétés via des vésicules de sécrétions 

golgiennes (Driouich et al., 1993 ; Staehelin et Moore, 1995 ; Caffall et Mohnen, 2009 ; 

Chevalier et al., 2010 ; Driouich et al., 2012). 

3. e. 1. Le rhamnogalacturonane de type I (RG-I) : 

Le RG-I consiste en une chaîne principale du motif répété [α-(1-4)-GalA-α-(1-2)-

Rha] sur laquelle des ramifications de chaînes α-(1-5)-arabinanes, β-(1-4)-galactanes 

et/ou arabinogalactanes de type I peuvent être trouvées en position C-4 des résidus 

rhamnoses (Figure 17) (Harholt et al., 2010). Le RG-I semble participer à la rigidification 

de la paroi. En effet, une paroi riche en chaînes galactanes sera deux fois plus rigide 

qu'une paroi dépourvue de ces chaînes (McCartney et al., 2000). 
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Le RG-I est également présent dans la paroi cellulaire des tubes polliniques. Le 

marquage avec les anticorps LM6 et/ou LM13, reconnaissant des épitopes associés aux 

arabinanes (Willats et al., 1998), et LM5 reconnaissant des épitopes associés aux 

galactanes (Jones et al., 1997), est réparti uniformément le long de l'ensemble du tube 

pollinique chez A. thaliana (Dardelle et al., 2010), A. deliciosa (Abreu et Oliveira, 2004) et 

chez P. wilsonii (Chen et al., 2008). Deux autres anticorps monoclonaux (INRA-RU1 et 

RU2-INRA) ont été mis en évidence comme étant spécifiques de la chaine principale du 

RG-I (Ralet et al., 2010). En microscopie électronique, les arabinanes sont 

principalement détectés dans la couche externe de la paroi cellulaire des tubes 

polliniques chez A. thaliana (Dardelle et al., 2010). De plus, l'analyse biochimique de la 

paroi cellulaire des tubes polliniques d’A. thaliana a révélé une teneur importante en 

résidus arabinose (43%) provenant essentiellement des α-(1-5)-L-arabinanes des RG-I. 

Des compositions similaires ont été observées dans la paroi des tubes polliniques de N. 

alata (Lampugnani et al., 2013).  

La raison de l’abondance des arabinanes dans la paroi des tubes polliniques 

n’est pas connue. Cependant, chez A. thaliana, un double mutant KO (knock-out) pour 

deux RGPs (REVERSIBLY GLYCOSYLATED PEPTIDEs) (RGP1 et RGP2) présente une forte 

altération de l'intine et une létalité du pollen (Drakakaki et al., 2006). Ces RGPs 

présentent une forte homologie (~80%) avec la séquence protéique d'une UDP-

arabinopyranose mutase chez le riz impliquée dans l'interconversion de l'UDP-Arap et 

de l'UDP-Araf (Konishi et al., 2007 ; Rautengarten et al., 2011). Bien que l’analyse de la 

paroi des grains de pollen n’ait pas été entreprise afin de vérifier que les arabinanes des 

RG-I étaient affectés, les résultats suggèrent que RGP1 et RGP2 agissent de façon 

redondante durant le développement du pollen et pourraient être impliquées dans la 

synthèse des arabinanes lors de la maturation du pollen (Drakakaki et al., 2006). 

3. e. 2. Le rhamnogalacturonane de type II (RG-II) : 

Le RG-II ne contient pas de rhamnose sur sa chaine principale. Il s'agit en fait 

d'un squelette d'acide homogalacturonique sur lequel vient se substituer cinq chaînes 

latérales notées A à E. Ces oligosaccharides sont composés de 12 monosaccharides 

différents dont certains sont rares tels que l'apiose (Api), l'acide 3-déoxy-D-lyso-

heptulosarique (Dha), l'acide 3-déoxy-D-manno-octulosonique (Kdo) ou encore l'acide 
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acérique (Ace) (Figure 17) (Whitcombe et al., 1995 ; Pérez et al., 2003 ; Dumont et al., 

2014). 

L'un de ces monosaccharides, l'apiose de la chaine A, permet au RG-II de former 

des dimères par l'intermédiaire d'un pont diester de borate (Kobayashi et al., 1996 ; 

O'Neill et al., 1996 ; Vidal et al., 2001; Matsunaga et al., 2004) qui contribuerait à la 

rigidification de la paroi. Chez le mutant mur1-1 (murus1-1) et gme (GDP-d-mannose 3, 

5-epimérase), l'absence respective de fucose ou de L-galactose provoque une diminution 

de cette dimérisation et induit un phénotype nain (O'Neill et al., 1996, 2001, 2004 ; 

Voxeur et al., 2011). Dans les deux cas, la complémentation de ces mutants avec du bore 

restaure le phénotype sauvage suggérant que le développement de la plante dépend de 

l'organisation du réseau pectique et de la dimérisation du RG-II (O'Neill et al., 2001 ; 

Voxeur et al., 2011 ; 2012). De même, l'absence d'acide glucuronique sur la chaîne A du 

RG-II altère la dimérisation et entraine une perte d'adhésion des cellules en suspension 

chez le tabac (Iwai et al., 2002). 

Des immunomarquages utilisant un anticorps reconnaissant les formes 

monomérique et dimérique du RG-II semblent indiquer que le RG-II est présent dans la 

paroi des tubes polliniques du lys (Matoh et al., 1998), de la tomate, du tabac et d’A. 

thaliana (Dumont et al., 2014). La détection par GC-MS d’un des sucres à 8 carbones 

spécifiques du RG-II, le Kdo, dans un extrait pariétal de tubes polliniques d’A. thaliana a 

été la première preuve biochimique de la présence de ce motif pectique dans la paroi des 

tubes polliniques (Dumont et al., 2014). Cependant, aucune évidence ne permet de 

déterminer s’il se trouve sous forme monomérique ou dimérique. 

L'étude de l'implication hypothétique du RG-II dans la croissance des tubes 

polliniques est très récente. En 2006, il a été démontré chez le tabac, que la mutation de 

NpGUT1 (Nicotiana plumbaginifolia GLUCURONOSYLTRANSFERASE1) induit une 

inhibition de l'élongation du tube pollinique, probablement due à un dépôt anormal de 

RG-II et du bore dans la paroi (Iwai et al., 2006). Cependant, ces résultats sont 

controversés puisque des résultats ultérieurs ont montré chez A. thaliana que les 

protéines IRX10 (IRREGULAR XYLEM 10) et IRX10-L (IRREGULAR XYLEM 10-LIKE) qui 

sont très proches de NpGUT1 joueraient un rôle primordial dans la synthèse des 

glucuronoxylanes et non du RG-II (Wu et al., 2009 ; Brown et al., 2009). 
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Chez A. thaliana, 5 autres gènes impliqués dans la biosynthèse du RG-II ont 

permis de démontrer que ce motif était important pour l’élongation du tube pollinique. 

Les KDO-8-P SYNTHASEs (AtKDSA1 et AtKDSA2) seraient impliquées dans la synthèse 

du Kdo. Le double mutant Atkdsa1 et Atkdsa2 présente des grains de pollen incapables 

d'avoir une élongation convenable de leurs tubes polliniques et qui de ce fait ne peuvent 

permettre la fécondation (Delmas et al., 2008). L’étude du mutant dont le gène coderait 

pour la CTP:Kdo cytidylyltransferase (CMP:Kdo Synthetase, CKS) mitochondriale, 

responsable de l’activation du Kdo comme un sucre nucléotidique avant son 

incorporation dans le RG-II, n’a pas permis d’obtenir des lignées homozygotes 

(Kobayashi et al., 2011). Chez le mutant hétérozygote, il est observé une inhibition de 

l'élongation des tubes polliniques qui rend la plante stérile (Kobayashi et al., 2011). 

Finalement, l'étude de deux mutants mgp (male gametophyte defective) et d’un mutant 

sia2 (sialyltransferase-like2) a permis de conforter l’idée que l’altération de la 

biosynthèse du RG-II dans le pollen impacte la croissance du tube pollinique. Le mgp4, 

mutant KO pour une xylosyltransferase du RG-II (Liu et al., 2011) ainsi que le mgp2, 

mutant KO pour une sialyltransferase-like 1 (Deng et al., 2010) et sia2+/- (Dumont et al., 

2014) présentent des phénotypes similaires avec une forte inhibition de la germination 

du pollen ainsi qu'un retard de croissance des tubes polliniques in-vitro et in-vivo 

comparé au sauvage. Ces SIAs seraient responsables du transfert de sucres de structure 

proche de l’acide sialique, le Kdo et/ou le Dha.  

L’ensemble de ces données semble indiquer que le RG-II joue un rôle primordial 

dans la croissance du tube pollinique. Néanmoins, il est à noter dans ces études, 

l’absence d’analyse biochimique montrant que la structure du RG-II était affectée. 

3. e. 3. Le xylogalacturonane :  

Le xylogalacturonane possède une chaîne principale du type HG où des résidus 

xyloses sont substitués en position C-3 de certains acides galacturoniques (Figure 17).  

Une étude immunocytochimique avec l'anticorps LM8, spécifique des épitopes 

associés aux xylogalacturonanes (Willats et al., 2004), a permis la mise en évidence de ce 

motif pectique chez les tubes polliniques d'A. thaliana (Dardelle et al., 2010). Chez A. 

thaliana, le gène At5g33290 serait impliqué dans la synthèse du xylogalacturonane, mais 

le mutant xgd1 (xylogalacturonan deficient 1) ne présente aucun phénotype visible au 
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niveau de son grain de pollen ou de ses tubes polliniques (Jensen et al., 2008). Ceci 

suggère que d'autres gènes sont impliqués dans la biosynthèse du XG dans le pollen, 

mais ils n’ont pas encore été caractérisés. 

3. e. 4. Les homogalacturonanes :  

Les homogalacturonanes se composent de chaînes d'acides galacturoniques 

(GalA) liés en α-(1-4). Cette famille est la plus abondante car elle représente environ 

65 % des pectines totales. Ce polymère peut être méthyl-estérifié sur le carbone 6 et O-

acétylé en position 0-2 et 0-3 (Figure 17). D'ailleurs, c'est sous la forme fortement 

méthyl-estérifiée que les HGs sont synthétisés dans l'appareil de Golgi, où seraient 

localisées des protéines possédant un domaine méthyltransférase putative (Mouille et 

al., 2007). Dans la paroi, ces groupements méthyles peuvent être éliminés sous l'action 

de pectines méthyl-estérases (PMEs) pour aboutir à la formation de groupements 

carboxyliques sur le C-6. 

Selon les conditions de pH et la régulation ionique, les pectines vont subir, soit 

une dé-méthyl-estérification partielle et aléatoire, soit en bloc. Dans le premier cas, les 

HGs seraient alors sensibles aux endo-polygalacturonases, favorisant un relâchement de 

la paroi. Dans le second cas, les charges négatives contigües établies par les 

groupements carboxyles (COO⁻) pourront réagir avec des ions Ca²⁺ (Ralet et al., 2008) 

permettant l'association de plusieurs chaines HGs (Figure 18). Cette association établit 

la structure dite "boîte à œufs" (Jarvis et al., 2003 ; Micheli, 2001 ; Pelloux et al., 2007). 

En établissant des structures "boîte à œufs", les HGs se lient entre eux et rigidifient la 

paroi (Micheli, 2001 ; Pelloux et al., 2007). 

 
Figure 18 : Représentation schématique de la structure "boîte-à-œufs" ; plusieurs chaines d'HGs 

peuvent interagir par des ions Ca²⁺ (Vincken et al., 2003). 
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Des études d’immunomarquages sur les tubes polliniques avec des MAbs 

reconnaissant des épitopes associés aux HGs faiblement méthyl-estérifiés (JIM5) ou 

fortement méthyl-estérifiés (JIM7) montrent que ces pectines ont une distribution 

spatiale caractéristique chez de nombreuses espèces (Li et al., 1994), avec les HGs 

fortement méthyl-estérifiés localisés principalement dans la zone apicale (lieu de 

sécrétion des HGs, Figure 19) et les HGs faiblement méthyl-estérifiés en arrière (Figure 

19) suggérant l’action de PMEs (Bosch et Hepler, 2005 ; Dardelle et al., 2010 ; Lehner et 

al., 2010, Chebli et al., 2012 ; Mollet et al., 2013 ).  

 

Figure 19 : Immunomarquages de tubes polliniques d'A.thaliana cultivés in-vitro durant 6 h. 
 Les épitopes de la paroi du tube pollinique ont été marqués avec des anticorps monoclonaux 
anti-pectine JIM7 et JIM5. Ceux-ci sont spécifiques des HGs fortement et faiblement méthyl-
estérifiés, respectivement (Dardelle et al., 2010). pg : Grain de pollen, flèche : apex du tube 

pollinique. 

 

La synthèse des HGs nécessite des enzymes telles que les GAUTs 

(GALACTURONOSYL TRANSFERASES). GAUT1 a été la première identifiée chez A. 

thaliana (Bacic, 2006 ; Sterling et al., 2006). Celle-ci est une protéine membranaire de 

type II localisée dans l'appareil de Golgi, et permet l'élongation des oligogalacturonides 

dans la configuration α-1,4 (Sterling et al., 2006). Outre les GAUTs, il y a également les 

GATLs (GALACTURONOSYL TRANSFERASE-LIKE) qui sont impliquées dans la synthèse 

des pectines. Le génome d’A. thaliana contiendrait 13 GAUTs et 8 GATLs exprimés dans 

les inflorescences d'A. thaliana (Caffall et Mohnen, 2009 ; Kong et al., 2011). 

L'inactivation de QUASIMODO1/GAUT8 induit une réduction des épitopes 

associés aux HGs, une diminution de la quantité de GalA dans la paroi des cellules 

végétatives et un phénotype stérile partiel (Bouton et al., 2002). En accord avec les 

données de transcriptomique, seulement deux GAUTs (GAUT13 et GAUT14) et deux 
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GATLs (GATL4 et GATL7) sont exprimées dans les tubes polliniques (Qin et al., 2009 ; 

Kong et al., 2011 ; revue par Mollet et al., 2013). L'expression de GATL4 semble être 

spécifique du pollen et des tubes polliniques d'A. thaliana, ce qui suggère l'implication de 

ce gène dans la synthèse des HGs dans les tubes polliniques (Kong et al., 2011). 

Cependant des études fonctionnelles sont nécessaires pour prouver le rôle de ce gène 

dans la biosynthèse des HGs. Wang et al., (2013) ont fait la caractérisation fonctionnelle 

chez A. thaliana des deux gènes putatifs GAUT13 et GAUT14. Les mutants d'insertion 

d'ADN-T, gaut13 et gaut14, ne présentent pas de défauts observables, mais les doubles 

mutants gaut13/gaut14 montrent des défauts importants lors de la croissance des tubes 

polliniques. 35,2 à 37,3 % des tubes polliniques des doubles mutants hétérozygotes 

étaient enflés et ne présentaient pas de croissance. En outre, la distribution des HGs 

marqués avec JIM5 et JIM7 dans la paroi du tube pollinique du double mutant était 

modifiée de façon significative par rapport au type sauvage (Wang et al., 2013). Ces 

résultats suggèrent que GAUT13 et GAUT14 fonctionnent de façon redondante lors de la 

croissance du tube pollinique et pourraient participer à la synthèse des HGs de la paroi 

du tube pollinique (Wang et al., 2013). Néanmoins, des analyses biochimiques 

complémentaires sont nécessaires afin de déterminer chez les doubles mutants si le 

contenu en HG est réduit. 

I. 3. f. Les protéines de remodelage de la paroi : 

De nombreuses protéines de remodelage de la paroi ont été décrites. Ainsi, on 

peut noter les protéines impliquées dans le remodelage du réseau cellulose/XyG comme 

les expansines (EXPs) et les XyG endo-transglucosylase hydrolases (XTHs), celles 

impliquées dans la dégradation des polysaccharides appartenant à la famille des 

glycosides hydrolases (GHs) comme les glucanases, glucosidases, galactosidases, 

xylosidases, arabinosidases… et finalement, celles impliquées dans le remodelage des 

HGs comme les pectate lyases (PLs), polygalacturonases (PGases) et pectines 

méthylestérases (PMEs) (Figure 20). Ces protéines de remodelage peuvent être 

produites par le pollen lui-même mais dans un contexte in-vivo peuvent aussi émaner 

des tissus femelles facilitant ainsi la progression des tubes polliniques (Figure 20). 
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Figure 20 : Modèle présentant le dépôt des principaux polysaccharides dans la paroi cellulaire 
du tube pollinique et son remodelage possible avec les protéines provenant du tube pollinique 

ou du pistil.  
Les principales classes d'enzymes (cellulases, β-glucanases, pectate lyases (PLs), 

polygalacturonanes (PGases), β-galactosidases (ΒGALs), pectines méthylestérases (PMEs), α-
arabinosidases, α-xylosidases, expansines et XyG endo-transglucosylase hydrolases (XTHs) 

potentiellement impliquées dans le remodelage et / ou dans la dégradation de la paroi cellulaire 
du tube pollinique sont présentées. Le nombre correspond au nombre de gènes fortement 

exprimés dans le pistil (♀) et le tube pollinique (♂) chez A. thaliana. HG, homogalacturonan ; RG-
I, rhamnogalacturonane-I ; RG-II, rhamnogalacturonane-II ; XyG, xyloglucanes (Mollet et al., 

2013). 

3. f. 1. L'expansion cellulaire : remodelage des xyloglucanes et de la 

cellulose : 

Les expansines : 

Les expansines ont été découvertes dans les hypocotyles de concombre 

(McQueen-Mason et al., 1992) et dans les coléoptiles d'avoine (Li et al., 1993). Selon 

Sampedro et Cosgrove (2005), les expansines appartiennent à une superfamille 

composée de quatre familles : (1) une EXPANSINE A (EXPA), également appelée α-

expansine; (2) une EXPANSINE B (EXPB), également connue en tant que β-expansine; 

(3) une EXPANSINE-LIKE A (EXLA); et (4) une EXPANSINE-LIKE B (EXLB).  
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Les α- et β-expansines sont impliquées dans l'expansion des cellules : les EXPAs 

peuvent favoriser la séparation de microfibrilles de cellulose en induisant la dissociation 

locale et le glissement des XyGs sur la surface de la cellulose, tandis que les EXPBs 

fonctionnent sur différents polymères, avec un effet semblable (McQueen-Mason et 

Cosgrove, 1994). Le rôle précis des EXLAs et des EXLBs n'a pas encore été établi 

(McQueen-Mason et Cosgrove, 1994) et à ce jour, aucune activité enzymatique n’a été 

détectée pour ces protéines (McQueen-Mason et Cosgrove, 1995; Sharova, 2007).  

Le génome d'A. thaliana contient 36 gènes codant pour des EXPs putatives 

(Sharova, 2007; Mollet et al., 2013). L’analyse du profil d’expression des transcrits 

révèle qu’une α- (EXPA4) et une β-expansine (EXPB5) sont fortement exprimées dans les 

grains de pollen secs, au cours de l'imbibition du pollen et de la croissance du tube 

pollinique (Figure 20) (Mollet et al., 2013). En outre, quatre autres EXPs sont fortement 

exprimées dans le stigmate et une autre dans l'ovaire de A. thaliana (Mollet et al., 2013).  

Même si la fonction exacte des EXPs de pollen reste sans réponse, Cosgrove et 

collaborateurs (1997) ont suggéré que ces EXPBs seraient libérées des grains de pollen 

sur le pistil pour ramollir la paroi des cellules de stigmate facilitant ainsi la pénétration 

et la croissance du tube pollinique. D'autres ont émis l'hypothèse que les EXPBs seraient 

impliquées dans la formation de la paroi de l’exine lors de la formation de gamétophyte 

mâle (Jin et al., 2006). 

Endo-xyloglucane hydrolase Transglucosylase : 

Les deux activités connues des protéines XyG endo-transglucosylase hydrolase 

(XTH) sont les activités XyG endo-transglucosylase (XET) et XyG endo-hydrolase (XEH) 

(Rose et al., 2002). L'activité XET est de cliver les polymères XyG et de joindre 

l'extrémité nouvellement générée à une autre chaîne XyG, alors que l'activité XEH 

hydrolyse des polymères de XyG (Rose et al., 2002). Les XTHs sont censées jouer un rôle 

central dans la construction et le démontage de l'architecture de la paroi cellulaire (Rose 

et al., 2002). Celles-ci sont codées par une grande famille de gènes chez les plantes 

terrestres. Ainsi A. thaliana et le riz contiennent 33 et 29 gènes XTHs, respectivement 

(Yokoyama et Nishitani, 2001 ; Yokoyama et al., 2004).  

Parmi les 33 XTHs prédites dans le génome A. thaliana, 4 sont fortement 

exprimées dans les fleurs (Becnel et al., 2006). Les activités pXTH29::GUS et 
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pXTH30::GUS sont clairement détectées lors de l'élaboration des anthères et dans le 

grain de pollen mature (Becnel et al., 2006). En revanche, les activités pXTH1::GUS et 

pXTH33::GUS sont limitées aux très jeunes fleurs.  

De plus, les profils d'expression de XTH29 et XTH30 semblent être spécifiques 

du pollen, ce qui suggère une fonction spécialisée pendant le développement du pollen 

(Figure 20). Cependant, à ce jour, aucune évidence expérimentale n’a montré un rôle des 

XTHs dans la croissance du tube pollinique. Une seule XTH a été liée à la pollinisation. La 

perte de fonction d’AtXTH28 a conduit à une diminution spectaculaire de la production 

de graines en raison d’une réduction importante de la longueur des filets des étamines 

(Kurasawa et al., 2009) provoquant une impossibilité à la plante mutante de s’auto-

polliniser. 

3. f. 2. Les pectines lyases :  

Les gènes codant pour les PLs (pectine lyases) et les PLLs (pectine lyases-like) 

sont également abondamment exprimés dans la tomate, le tabac, la luzerne et le pollen 

d'A. thaliana (Wing et al., 1989 ; Kulikauskas et McCormick, 1997) et plusieurs 

allergènes de pollen ont des activités PLLs (Marin-Rodriguez et al., 2002). 

Sur les 26 gènes codant pour des PLLs, 14 sont exprimés dans le pollen (Palusa 

et al., 2007). Aucun de ces 14 gènes n'est cependant spécifiquement dédié au 

gamétophyte mâle, mais 4 d'entre eux sont fortement exprimés dans les grains de pollen 

(Figure 20) (Mollet et al., 2013). De nombreuses activités promotrices des gènes de PLLs 

sont similaires à celles présentées par des PGases (Sun et Van Nocker, 2010). Ceci 

pourrait impliquer une association fonctionnelle étroite entre les PLLs et les PGases, en 

particulier dans la digestion de la paroi cellulaire des grains de pollen, avant la 

germination, et pendant la croissance du tube pollinique (Figure 20) (Dai et al., 2007 ; 

Sun et Van Nocker, 2010 ; Jiang et al., 2014). 

3. f. 3. Les glycosides hydrolases : 

Les GHs sont des enzymes qui catalysent l'hydrolyse des liaisons glycosidiques 

entre deux ou plusieurs glycosides ou entre un hydrate de carbone et une fraction non 
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glucidique. Celles impliquées dans le remodelage de la paroi cellulaire du tube pollinique 

appartiennent aux GH3, 9, 10, 17, 28, 35, 43 et 51 (Mollet et al., 2013). 

Les endo-(1-4)-β-glucanases et les endo-(1-3)-β-glucosidases sont membres de 

la famille GH17 et GH9, respectivement (Mollet et al., 2013). Chez A. thaliana, 25 gènes 

codent pour des GH9 et 49 pour des GH17.  

Parmi les 25 CELLULASES putatifs, deux sont fortement exprimés dans les 

grains de pollen et trois dans les tubes polliniques cultivés in-vitro (Mollet et al., 2013). 

Récemment, il a été montré que la cellulose, malgré sa faible abondance dans la paroi 

cellulaire du tube pollinique, jouerait un rôle essentiel en agissant sur le diamètre des 

tubes polliniques cultivés in-vitro (Aouar et al., 2010). Comme décrit précédemment, la 

paroi cellulaire des tubes polliniques à croissance rapide est enrichie en callose (Figure 

20) et plusieurs études ont montré que des traitements modérés avec des β-(1-3)-

glucanases sont capables de stimuler la germination des grains de pollen (Roggen et 

Stanley, 1969 ; Parre et Geitmann, 2005a, 2005b).  

En outre, il a été signalé que des exo-β-glucanases pourraient jouer un rôle 

important dans la régulation de l'allongement du tube pollinique chez le lys (Takeda et 

al., 2004). A l’inverse, des traitements avec des inhibiteurs de glucosidases inhibent 

sévèrement la croissance des tubes polliniques (Kotake et al., 2000). Il a été émis 

l'hypothèse que les propriétés mécaniques de la callose et plus précisément la résistance 

à la déformation latérale du tube, seraient régulées par les glucanases (Parre et 

Geitmann, 2005a). 

Les PGases sont impliquées dans la dégradation des HGs. Elles ont été 

caractérisées dans le pollen de maïs (Pressey et Reger, 1969) et ont depuis été 

identifiées chez d’autres plantes dont le riz, le pois, la tomate et A. thaliana (Dai et al., 

2006 ; Sun et Van Nocker, 2010 ; Hadfield et Bennett, 1998 ; AGI, 2000). Les PGases 

appartiennent à la famille GH28, composée de 69 gènes chez A. thaliana (González-

Carranza et al., 2007 ; Kim et al., 2006). Six gènes codant pour des PGases sont fortement 

exprimés dans les tubes polliniques et un est exprimé dans le pistil (Figure 20) (Mollet 

et al., 2013) suggérant un remodelage important des pectines, notamment des HGs au 

cours de la croissance du tube pollinique. Les PGases sont impliquées, au cours de la 

maturation du pollen de Brassica campestris, dans la formation de l’intine et/ou de 

l’exine (Huang et al., 2009a, 2009b) et chez Turnera subulata, les PGases ont été 
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impliquées dans l'auto-incompatibilité (Tamari et Shore, 2006). Des PGases sont 

libérées lors de la réhydratation des grains de pollen chez Triticum (Zaidi et al., 2012) et 

sont également détectées à l'extrémité des tubes polliniques chez Brassica napus lors de 

la pénétration du tube pollinique dans les papilles du stigmate (Dearnaley et Daggard, 

2001) suggérant que certaines PGases sont plutôt impliquées dans le relâchement de la 

paroi cellulaire des tissus femelles.  

Les β-galactosidases (βGALs) appartiennent à la famille GH35. Les βGALs 

peuvent agir sur différents substrats dont les AGPs, des galactolipides, le RG-I, le RG-II et 

le XyG (Dey et Del Campillo, 1984). Dix-huit gènes codent pour des βGALs dans le 

génome d'A. thaliana et l'analyse transcriptomique révèle que les niveaux d'expression 

des βGALs sont élevés dans les feuilles matures, les racines, les fleurs et les siliques, mais 

sont faibles dans les jeunes plantes (Ahn et al., 2007). Deux βGALs sont fortement 

exprimées dans les grains de pollen matures et 2 autres sont fortement exprimées dans 

le pistil (Figure 20).  

Chez le riz, 35 gènes codent pour des βGALs ; parmi elles, deux sont fortement 

exprimées dans les grains de pollen secs (Tanthanuch et al., 2008). Comme les mutants 

défectueux en βGALs présentent des altérations de la fertilité, il a été émis l'hypothèse 

que celles-ci pourraient être impliquées dans le turnover de la paroi du tube pollinique 

chez Brassica campestris en hydrolysant des arabinogalactanes (Singh et Knox, 1985). En 

1995, il avait été aussi suggéré chez le tabac que les βGALs pourraient être sécrétées par 

les tubes polliniques et une fois dans le tissu de transmission du style modifieraient les 

chaînes latérales des AGPs. Cette modification de la glycosylation des AGPs du style 

permettrait le guidage des tubes polliniques (Cheung et al., 1995 ; Wu et al., 1995). Enfin, 

il a également été suggéré que les βGALs pourraient être requises pour l'activité des 

PMEs (Western et al., 2001 ; Walker et al., 2011).  

Les données de transcriptomique ont montré un très fort profil d'expression, 

spécifique du pollen, d'un gène codant pour une β-xylosidase dans les grains de pollen 

matures secs (Hruba et al., 2005) et dans les tubes polliniques cultivés in-vitro et semi-

in-vivo. Le substrat exact de cette enzyme n'est pas connu, mais il pourrait dégrader 

plusieurs polymères de la paroi cellulaire tels que les xylanes, les XyGs et 

éventuellement des N-glycoprotéines. Toutes les autres xylosidases putatives (12 gènes 

qui appartiennent aux familles GH3 et GH31) ne sont pas exprimées dans le pollen 
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(Figure 20). Cependant, deux gènes codant des α-xylosidases sont exprimés dans le pistil 

(Mollet et al., 2013).  

L'analyse du mutant Atxyl1 chez A. thaliana a montré une réduction de l'activité 

α-xylosidase, une modification de la composition en XyG et des siliques plus courtes par 

rapport au type sauvage. En outre, l’expression du promoteur couplé à une activité GUS 

pAtxyl1::GUS est forte dans le style (Sampedro et al., 2010). Ces résultats indiquent 

qu’AtXYL1 pourrait remodeler les XyGs. Cependant, il est difficile d'impliquer 

directement cette activité α-xylosidase à la croissance du tube pollinique car la 

production de graines n'est apparemment pas affectée.  

Finalement, les données de transcriptomique ne montrent pas de forte 

expression des gènes codant pour des arabinofuranosidases dans le pollen (Mollet et al., 

2013). Ceci est surprenant étant donné que l'arabinose est l'un des principaux 

monosaccharides présents dans la paroi cellulaire des tubes polliniques d’A. thaliana 

(Dardelle et al., 2010). Néanmoins, 3 gènes sont fortement exprimés dans les tissus 

femelles (Mollet et al., 2013) suggérant que si les arabinanes des tubes polliniques sont 

modifiés, ils le seraient par des enzymes émanant du pistil. 

Pour finir, une pectine acétyl-estérase putative a été détectée dans le pollen de 

riz (Dai et al., 2006) et une étude récente a montré que la surexpression de la PECTINE-

ACETYLESTERASE1 du peuplier chez le tabac affecte la forme des grains de pollen et 

leur capacité à germer (Gou et al., 2012).  
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I. 4. LES PECTINES MÉTHYLESTÉRASES : PMEs 

Les PMEs représentent une large famille multigénique de pectinases (Micheli et 

al., 1998 ; Sénéchal et al., 2014) et appartiennent à la famille CAZy des carbohydrates 

estérases de la famille 8 (CE8 ; E.C.3.1.1.11 ; http://www.cazy.org). Chez le riz, 127 

gènes putatifs coderaient pour des PMEs, d'après la base de données RGAP (Rice 

Genome Annotation Project, http://rice.plantbiology.msu.edu/), et 66 chez A. thaliana 

(AGI, 2000).  

I. 4. a. Structure des PMEs : 

Des alignements de séquences en acides aminés révèlent que de nombreuses 

PMEs issues d’organismes divers comme les plantes, les champignons ou les bactéries 

présentent des régions conservées (Figure 21). En effet, trois acides aminés du domaine 

catalytique (Asp157, Arg225 et Trp 227; Figure 21, en bleu) ; deux à trois glycines 

(Figure 21, en noir) ainsi que d'autres (Figure 21, Cys en rose, His en turquoise et 

Phe/Tyr en jaune) sont fortement conservés (Johansson et al., 2002 ; Pelloux et al., 

2007). 

http://www.cazy.org/
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Figure 21 : Alignements des séquences d'acides aminés provenant des segments conservés de 70 

PMEs issues de plantes, champignons et bactéries et montrant les acides aminés conservés 
(D'après Markovič et Janeček, 2004). 
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De même les structures tridimensionnelles, élucidées par cristallographie de 3 

PMEs de Dickeya dadantii (D. dadantii, anciennement Erwinia chrysanthemi), de la 

tomate et de la carotte, révèlent une structure assez proche (Figure 22) notamment via 

les 3 feuillets bêta (PB1, PB2 et PB3 en jaune) reliés par des boucles (T1, T2 et T3 en 

rouge).  

 
Figure 22 : Structures tridimensionnelles de différentes PMEs obtenues par cristallographie. 
 A : PME de D. dadantii ; B : PME de tomate ; C : PME de carotte (D'après D'avino et al., 2003). 

 

Le site de fixation des HGs méthyl-estérifiés est formé par une faille dont la 

partie centrale est composée notamment de résidus aromatiques (Tyr, Phe, Trp) 

caractéristiques des sites de fixation des polysaccharides (Jolie et al., 2010). Les résidus 

participant à la formation du site catalytique (Asp154, Asp175, et Arg243 chez la PME de 

D. dadantii, Asp132, Asp153, et Arg221 chez la PME de tomate, et Asp136, Asp157, et 

Arg225 chez la PME de carotte) ainsi que les résidus Trp présents au niveau du site actif 

clivé (Trp245 chez la PME de D. dadantii, Trp223 et 248 chez la PME de tomate, et 

Trp227 et 252 chez la PME de carotte) sont présents. Finalement, les trois acides aminés 

impliqués dans le site actif et les résidus Gln109 et Gln131 permettraient la stabilisation 

des intermédiaires catalytiques (Di Matteo et al., 2005). 

I. 4. b. Les modes d'actions des PMEs : 

Les PMEs sont des enzymes capables d’enlever les groupements méthylesters 

des HGs. Ces derniers sont synthétisés dans l’appareil de Golgi sous forme hautement 

méthyl-estérifiés (70 à 80 %) puis sont sécrétés dans la paroi (Willats et al., 2001 ; Wolf 

et al., 2009a et 2009b) où les PMEs agissent. Elles dé-méthylestérifient les HGs par 

conversion du groupement méthoxyl de la chaîne d’acide galacturonique (GalA) en 

groupement carboxyle chargé négativement libérant à la fois du méthanol et des protons 

(Figure 23) (Wolf et al., 2009a et 2009b ; Jolie et al., 2010). 
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Figure 23 : Réaction de dé-méthylestérification des chaînes des HGs méthyl-estérifiés catalysée 

par les PMEs (D'après Jolie et al., 2010). 
 

A ce jour, 2 modes d'actions des PMEs ont été proposés. Le premier correspond 

au mode processif, tandis que le second correspond au mode aléatoire.  

Le mode d’action des PMEs pourrait être régulé par le degré initial de méthyl-

estérification des HGs et le pH. En effet, les PMEs à action aléatoire sont fonctionnelles à 

pH acide et dé-méthyl-estérifient aléatoirement les chaînes d’HGs en fonction de leur 

degré initial de méthyl-estérification (DM, Figure 24 a). Ces polymères seraient alors la 

cible de PGases ou PLLs pariétales conduisant à un clivage des chaînes d'HGs qui 

affecterait ainsi la rigidité de la paroi cellulaire (Micheli et al., 2001 ; Cameron et al., 

2008).  

Les PMEs à action processive (Figure 24 b) sont fonctionnelles à pH basique. 

Lorsque les HGs sont dé-méthyl-estérifiés, ils peuvent alors interagir avec les ions 

calcium (Ca2+) et ainsi renforcer la structure de la paroi en formant un complexe dit « 

boîte à œufs». D’autre part, les protons produits lors de l’hydrolyse diminuent 

localement le pH de la paroi et cette acidification pourrait permettre l’activation des 

hydrolases pariétales qui jouent un rôle dans l’extension et la croissance cellulaire. 

Cette action séquentielle des PMEs et des PGases a été démontrée chez les 

mutants quartet qui libèrent le pollen sous forme de tétrade dû à la persistance des 

polysaccharides pectiques (Rhee et Somerville, 1998). En effet, l’action successive de 

QUARTET1, une PME, et de QUARTET3, une PGase, permet la dégradation des HGs de la 

tétrade entraînant une séparation normale des grains de pollen durant la 

microsporogénèse (Rhee et al., 2003 ; Francis et al., 2006). 
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Figure 24 : Modes d'action des PMEs.  
a) mode aléatoire, b) mode processif. L'encadré représente la variabilité du mode aléatoire de la 

PME de citron selon les DMs (représentés par les valeurs P~1 : faiblement méthyl-estérifiés à 
P~100 : fortement méthyl-estérifiés) des HGs (Adapté de Micheli et al., 2001 et Cameron et al., 

2008).  

I. 4. c. Les différents groupes de PME : 

En accord avec la structure primaire et la présence de l’extension N-terminale 

(N-term) (PRO-région), les PMEs peuvent être classées en deux groupes (Figure 25). Sur 

les 66 PMEs putatives d'A. thaliana, 23 sont prédites comme appartennant au groupe I et 

43 au groupe II. 

Les PMEs du groupe I (type 2) sont caractérisées par un peptide signal (SP 

signal peptide) permettant l’adressage au Golgi de cette protéine, un domaine 

transmembranaire (TM) et un domaine PME composé de cinq à six introns (Figure 25). 

Les PMEs du groupe II (type 1) sont caractérisées par la présence, en supplément des 

régions SP et TM, d’une PRO-région en N-term (Figure 25). La PRO-région en N-term des 

PMEs du groupe II présente une homologie significative avec les PMEIs (inhibiteurs de 

PME) et pourrait contenir de 1 à 3 domaines PMEI et dans la partie en C-term, un 

domaine PME dont les séquences nucléotidiques sont composées de seulement deux à 

trois introns (Pelloux et al., 2007). La PRO-région est clivée lors de la maturation des 
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PMEs au niveau du PM (processing motif), libérant ainsi le domaine PMEI (d'une taille 

comprise entre 17 et 70 kDa, et de pI entre 4,6 et 10,1) du domaine PME (d'une taille 

allant de 32 à 53,3 kDa, pI entre 4,3 et 10,6).  

Cette PRO-région pourrait donc jouer un rôle d’inhibiteur intramoléculaire de 

l’activité PME afin d’éviter une dé-méthyl-estérification prématurée des HGs méthyl-

estérifiés en cours de sécrétion dans les vésicules golgiennes (Figure 26) (Micheli, 2001 ; 

Pelloux et al., 2007 ; Wolf et al., 2009a et 2009b).  

 

 

Figure 25 : Les différents groupes de PMEs et leurs structures tridimensionnelles (D'après 
Pelloux et al., 2007). 

 SP, peptide signal (adressage au Golgi) ; TM, domaine transmembranaire ; SS : PRO-Région 
(inhibiteur de PME ou inhibiteur d'invertase, ayant 1 à 3 domaines) ; PM, zone de clivage par les 

subtilases (Processing Motif).  

 

La maturation est nécessaire pour que les PMEs soient actives dans la paroi 

cellulaire où elles sont sécrétées. En effet, dans la majorité des cas, comme pour AtPME3, 

seules les séquences peptidiques spécifiques des parties matures des PMEs sont 

retrouvées dans le protéome pariétal (Guénin et al., 2011). Cette maturation pourrait 

être réalisée par des subtilases (SBTs) qui peuvent cliver la partie PRO au niveau du 

domaine PM (Processing Motif) (Figure 25), qui présente deux motifs basiques très 

conservés (Wolf et al., 2009b). Les SBTs sont des protéases de type sérine de la famille 

S8 (Pfam00082), qui se distinguent des autres protéases par leur arrangement 

spécifique de résidus Asp, His et Ser en triade au niveau du site catalytique (Tripathi et 

Sowdhamini, 2006 ; Ottmann et al., 2009 ; Rose et al., 2010). Elles sont présentes dans 

l’ensemble du règne végétal où elles forment des familles de taille plus ou moins grande 
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: 23 gènes chez la mousse Physcomitrella patens, 56 gènes chez A. thaliana, 63 gènes chez 

le riz et 90 gènes chez le peuplier (Beers et al., 2004 ; Rautengarten et al., 2005 ; Tripathi 

et Sowdhamini 2006 ; Ottmann et al., 2009 ; Schaller et al., 2012). Cela suggère que ce 

type de protéases doit jouer un rôle important dans des processus conservés chez les 

végétaux. 

 

Figure 26 : Schéma représentant la co-sécrétion hypothétique des PMEs du groupe II et des HGs 
de l’appareil de Golgi et des vésicules golgiennes jusqu'à la paroi.  

Rectangle rouge PMEI, rectangle vert PME (D'après Micheli et al., 2001, modifié par Wolf et al., 
2009b).  

 

Chez A. thaliana, l'alignement des séquences protéiques des 56 SBTs et l'étude 

des similarités de séquences ont permis de révéler l'existence de six sous-familles 

(AtSBT1-6, Rautengarten et al., 2005). De plus, parmi ces 56 SBTs d'A. thaliana, 46 

isoformes possèdent un peptide signal putatif d’adressage vers les voies de sécrétion 

(Rautengarten et al., 2005). 82 % des SBTs, potentiellement localisées à un moment 

donné dans l’appareil de Golgi, pourraient agir localement sur des précurseurs 

protéiques qui nécessitent une maturation afin d’être activées et sécrétées (Liu et al., 

2007 ; Liu et al., 2008 ; Liu et Howell, 2010a ; 2010b). Les SBTs pourraient également 

être excrétées vers le compartiment extracellulaire où elles agiraient sur les protéines 
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pariétales. Des données expérimentales confirment en effet la localisation pariétale de 

quatre SBTs : AtSBT1.1, AtSBT1.2 (SDD1), AtSBT1.7 (ARA12 ou SLP1) et AtSBT3.3 (Von 

Groll et al., 2002 ; Hamilton et al., 2003 ; Srivastava et al., 2008 ; Ramírez et al., 2013). Le 

nombre élevé de SBTs sécrétées vers la paroi suggère un rôle dans la dégradation non 

spécifique de protéines structurales (Antão et Malcata, 2005 ; Rautengarten et al., 2008 ; 

D’Erfurth et al., 2012) et le clivage spécifique de domaines inhibiteurs d’enzymes de 

modifications de la paroi. Une étude a examiné le rôle d'une SBT sur une isoforme de 

PME (Sénéchal et al., 2014). Il a été montré que AtPME17 serait co-exprimée, à la fois 

spatialement et temporellement, avec AtSBT3.5 au cours du développement des racines 

(Sénéchal et al., 2014), indiquant une possible interaction des deux protéines. 

I. 4. d. La régulation des PMEs par les PMEIs :  

4. d. 1. Les PMEIs : 

Les PMEIs ne sont pas seulement trouvés dans la PRO-région des PMEs mais 

existent aussi en protéines libres. Ces PMEIs pourraient donc inhiber aussi la dé-méthyl-

estérification des HGs par les PMEs du groupe I qui ne possèdent pas la PRO-région. 

Ainsi, les PMEIs seraient capables de se fixer aux PMEs et inhiberaient ainsi leur activité 

de manière réversible. S'il est clair que le pH influence la formation et la stabilité du 

complexe PME-PMEI, il est aussi évident que cet effet est plus ou moins marqué en 

fonction du couple PME-PMEI considéré. Chez A. thaliana, les PMEs et PMEIs constituent 

des familles multigéniques de 66 et 76 membres putatifs, et des combinaisons 

spécifiques PME-PMEI pourraient donc exister selon les tissus et stades de 

développement considérés. Plusieurs analyses transcriptomiques montrent que des 

gènes codant des PMEs et des PMEIs sont co-exprimés au cours du développement chez 

A. thaliana (Ko et al., 2004 ; Pina et al., 2005 ; Zhao et al., 2005 ; Peaucelle et al., 2008 ; 

Minic et al., 2009; Wolf et al., 2009a ; Pelletier et al., 2010). Une analyse non-exhaustive 

de l'expression des gènes codant des PMEs et PMEIs au cours du développement, à 

partir des données publiques de transcriptomique, a permis de mettre en évidence cinq 

clusters d'expression distincts, dont chacun regroupe plusieurs gènes PMEs et PMEIs 

(Wolf et al., 2009a). 

Le premier PMEI découvert et caractérisé a été isolé dans les fruits de kiwi 

(Actinidia deliciosa) (Balestrieri et al., 1990 ; Giovane et al., 1994, 2004). Ce PMEI de kiwi 
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est capable d'inhiber l'activité des PMEs d'A. thaliana, in-vitro et in-vivo (Balestrieri et al., 

1990). Ce n'est que plus tardivement que les PMEIs d'A. thaliana ont été caractérisés 

(Wolf et al., 2003 ; Raiola et al., 2004). Lorsque l'on compare la structure 

tridimensionnelle du PMEI de Kiwi avec le PMEI1 d'A. thaliana, on observe que celle-ci 

est constituée de 4 hélices α formant un faisceau central, et est également constituée 

d'hélices α en N-terminal (Figure 27).  

 
Figure 27 : Structures tridimensionnelles des PMEIs de kiwi et d’A. thaliana. 

 (A) Structure tridimensionnelle de l’AcPMEI. Les hélices α formant le faisceau de quatre hélices 
α sont annotées α1, α2, α3 et α4 alors que les hélices α constituant la région N-term sont 

appelées αa, αb et αc (Di Matteo et al., 2005). (B) Structure tridimensionnelle de l’AtPMEI1 
cristallisée sous forme dimérique. Les hélices α constituant la partie N-term sont annotées α1 et 

α2, tandis que celles formant le faisceau de quatre hélices α sont appelées α4, α5, α6 et α7 
(D'après Hothorn et al., 2004b). 

 

Ces PMEIs sont capables de former un complexe stable avec les PMEs (Figure 

28), permettant ainsi l'inhibition des PMEs in-vitro et in-vivo (Wolf et al., 2003 ; Raiola et 

al., 2004 ; Lionetti et al., 2007). Lors de l’interaction entre la PME de tomate et le PMEI 

de kiwi, cinquante acides aminés (23 sur la PME et 27 sur le PMEI) permettent d'établir 

le contact entre les deux protéines (Figure 28). Vingt deux acides aminés sont liés par 

des liaisons hydrogènes et quatre forment des ponts salins (Di Matteo et al., 2005). Les 

résidus impliqués dans le site catalytique et dans la stabilisation des intermédiaires 

catalytiques n'interagissent pas avec le PMEI alors que trois acides aminés aromatiques 

(Phe80, Tyr135 et Trp223), impliqués dans la liaison de la PME à son substrat, 

établissent un contact avec le PMEI, notamment au niveau de cinq acides aminés 

conservés (Thr73, Glu76, Asn77, Thr113 et Asp116). Ce dernier, en interagissant avec la 

PME, recouvre le sillon peu profond de l’enzyme où se trouve le site actif. Plus 
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précisément, les hélices α2, α3 et α4 du PMEI se lient avec l’enzyme à proximité du site 

actif (Figure 28). De cette façon, le PMEI empêche la PME de se lier à son substrat.  

 
Figure 28 : Structure du complexe PME de tomate (bleu-vert) -PMEI de kiwi (D'après Di Matteo 

et al., 2005).  
PB : feuillets-β pouvant être impliqués dans le complexe PME-PMEI. αa, αb, et αc sont les hélices-

α de la région N-term, tandis que les 4 autres hélices-α de la PME sont numérotées de 1 à 4. 

 

En fonction du PMEI et du modèle de développement considéré, les rôles des 

PMEIs semblent relativement complexes. L'implication des PMEIs dans le contrôle de la 

forme ainsi que dans la plasticité cellulaire lors de l'élongation a été étudiée via le 

méristème caulinaire apical. En effet, plusieurs études ont montré que la modification 

des pectines était un élément crucial dans la formation des organes. Plus précisément, le 

DM des HGs joue un rôle essentiel dans la formation des primordiaux floraux au niveau 

du méristème apical caulinaire (Peaucelle et al., 2008 ; Peaucelle et al., 2011 ; Braybrook 

et Peaucelle, 2013).  

La surexpression chez A. thaliana des gènes AtPMEI1 et AtPMEI2 conduit à une 

diminution de l’activité PME et une augmentation du DM des HGs, stimulant 

l’allongement des cellules racinaires dans la zone d’élongation (Lionetti et al., 2007). La 

surexpression du gène AtPMEI3 chez A. thaliana conduit à l'inhibition de la formation 

des primordiaux, résultant d'une diminution de la dé-méthyl-estérification des HGs et 

d’une modification des propriétés physiques des parois (Peaucelle et al., 2008). De 

même, la surexpression de l’AtPMEI4 provoque un retard de croissance de l’hypocotyle 

étiolé, associé à des modifications du DM des HGs (Pelletier et al., 2010). Les mêmes 

conséquences phénotypiques (diminution de la croissance de l’hypocotyle à l’obscurité 

et de la racine principale) sont observées lorsque le gène AtPMEI5 est surexprimé chez 

A. thaliana (Wolf et al., 2012b). Les dernières études publiées montrent un rôle 
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particulier d’AtPMEI5 et d’AtPMEI6 dans la germination et la libération du mucilage chez 

A. thaliana. Lorsqu’AtPMEI5 est surexprimé, il inhibe l’activité PME et augmente le 

contenu en méthyl-ester dans la paroi (Müller et al., 2013). L’activité PME jouerait ainsi 

un rôle dans la régulation de l’émergence de la radicule en modifiant localement les 

propriétés mécaniques de la paroi entre la poussée de la radicule et les forces de 

résistance de l’endosperme. AtPMEI6 serait quant à lui impliqué dans l’excrétion du 

mucilage. En effet, le mutant pmei6-1 présente une augmentation d’activité PME totale, 

entraînant des modifications de la structure de la paroi qui affecte la libération du 

mucilage. Ceci est confirmé avec la complémentation du mutant pmei6-1 qui présente 

une libération du mucilage semblable à celle du sauvage (Saez-Aguayo et al., 2013). 

PMEI6 jouerait ainsi un rôle dans le contrôle du DM des pectines des parois des cellules 

à mucilage, ayant des conséquences sur la rupture de la paroi et la libération du 

mucilage. 

4. d. 2. Les PMEIs / Inhibiteurs d'invertases :  

Tout comme le domaine PRO des PMEs du groupe II, les PMEIs présentent aussi 

les mêmes similarités de séquences avec les inhibiteurs d'invertases, protéines 

localisées dans l’apoplasme et la vacuole. Les protéines sont de tailles similaires à celles 

des PMEIs mais inhibent spécifiquement les invertases qui interviennent dans le 

métabolisme du saccharose chez les plantes supérieures (Hothorn et al., 2004a ; Rausch 

et Greiner, 2004 ; Link et al., 2004 ; Hothorn et al., 2010). Si le pourcentage de similarité 

entre les PMEIs et les inhibiteurs d’invertases est relativement peu élevé (25 à 30 %), les 

quatre résidus Cys nécessaires à la formation des ponts disulfures sont hautement 

conservés (Scognamiglio et al., 2003 ; Giovane et al., 2004). Le cinquième résidu Cys 

porteur du groupement thiol libre, présent chez la majorité des PMEIs (Woriedh et al., 

2013), est en revanche absent de toutes les séquences des Inhibiteurs d'invertases 

identifiées jusqu’alors (Scognamiglio et al., 2003). Ce cinquième résidu Cys pourrait de 

ce fait être un élément déterminant dans l’interaction spécifique PME-PMEI.  

La cristallisation de l’AcPMEI (Di Matteo et al., 2005), d’un PMEI d’A. thaliana 

AtPMEI1 (Hothorn et al., 2004b) et d’un Inhibiteur d’invertases (CIF) de tabac Nt-CIF 

(Hothorn et al., 2003; Hothorn et al., 2004a) a permis de mieux appréhender les 

spécificités et différences de structures, existant entre les PMEIs et les inhibiteurs 

d’invertases (Hothorn et al., 2004b). L’AcPMEI est composé majoritairement d’hélice α. 
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L’inhibition de l’activité PME se produit grâce à la formation d’un complexe inactif et 

stœchiométrique 1:1 entre la PME et le PMEI (Giovane et al., 2004 ; Jolie et al., 2010).  

La cristallisation et la résolution de la structure tridimensionnelle du Nt-CIF ont 

permis de mettre en évidence un état monomérique de cet inhibiteur. Il présente le 

même type de structure tridimensionnelle que l’AtPMEI1, avec une structure très 

conservée au niveau du domaine central et des différences dans la région N-term 

(Hothorn et al., 2004b). L’affinité PME-PMEI et invertases-CIF serait liée à des 

différences observées dans l’extension N-term (Hothorn et al., 2004b). Une version 

tronquée de l’AtPMEI1, ne présentant plus l’extension N-term, inhibe l’activité PME 

seulement pour des doses très élevées, comparé au PMEI natif. Par ailleurs, une version 

chimère constituée de l’extension N-term du PMEI fusionnée au domaine central du CIF 

(XPMEI-CIF) inhibe l’activité PME, alors qu’une version du domaine central du PMEI 

fusionné à l’extension N-term du CIF (XCIF-PMEI) est incapable d’inhiber les activités 

PME et invertases dans les mêmes conditions (Hothorn et al., 2004b). L’extension N-

term du PMEI fusionnée à un domaine central de quatre hélices α (structure hautement 

conservée entre PMEI et CIF) est donc suffisante pour inhiber l’activité PME. Au 

contraire l’inactivation de l’activité invertase par les CIFs est dépendante du domaine 

central. Cela suggère que les PMEIs et les inhibiteurs d’invertases ont développé des 

mécanismes d’inactivation différents et spécifiques, malgré leurs fortes similarités 

structurales. 

I. 4. e. Implication des PMEs et des PMEIs dans le remodelage des 

HGs lors de la croissance du tube pollinique :  

Comme décrit précédemment, les HGs sont synthétisés dans l'appareil de Golgi 

et déposés à l'extrémité du tube en expansion sous une forme hautement méthyl-

estérifiée (Zhang et Staehelin, 1992). Les HGs méthyl-estérifiés dans la zone apicale 

pourraient fournir une plasticité suffisante pour soutenir la croissance du tube 

pollinique (Cheung et Wu, 2008). La dé-méthylestérification des HGs méthyl-estérifiés 

par les PMEs à l'extrémité du tube est accompagnée d'une libération de protons 

assurant une modification locale du pH dans la paroi cellulaire du tube pollinique 

(Micheli, 2001 ; Bosch et Hepler, 2005). En effet, dans les tubes en croissance, des 

oscillations d’influx (acidification apicale) et d’efflux (bande alcaline) de protons (H+) 

(Feijó et al., 1999) ont été observées. Ceci suggère qu’une variation du pH régulerait 
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l’activité des PMEs (Feijó et al., 1999). Ainsi, la croissance des tubes polliniques pourrait 

être associée à une régulation des PMEs permettant de maintenir une zone apicale lâche 

et à l’inverse de rigidifier l’arrière du tube (Figure 29 ; Bosch et Hepler, 2005). 

L’influx oscillatoire des H+ et du Ca²⁺, qui maintiennent respectivement un pH 

acide et un gradient de Ca²⁺ à l’apex du tube pollinique, influencerait l’activité des PMEs. 

De même, l’efflux de H+ qui maintient la présence d’une bande alcaline en amont de 

l’apex durant la croissance du tube pollinique pourrait réguler différemment l’activité 

des PMEs et activer des PGases (Figure 29). D’autres ions tels que le potassium ou le 

chlore, seraient également capables d’augmenter l’activité des PMEs in-vivo (Micheli, 

2001 ; Pelloux et al., 2007). Finalement, ces influx oscillatoires pourraient influer 

directement sur la formation des complexes PMEI-PME pH-dépendant, et sur le clivage 

de la PRO-région des PMEs du groupe II (Figure 29). Finalement, l’activation des PGases 

pourrait contrôler le relâchement de la paroi cellulaire du tube pollinique en arrière de 

la pointe et promouvoir l'impulsion de la croissance propre du tube (Mollet et al., 2013) 

en contrôlant les propriétés mécaniques de la paroi cellulaire (Figure 29).  

 
Figure 29 : Effet du pH sur l'activité des PMEs (D'après Bosch et Hepler, 2005). 

 

En effet, la modification des propriétés mécaniques de la paroi en utilisant de 

faibles concentrations en pectinases exogènes stimule la croissance du tube pollinique et 

diminue la rigidité du tube (Parre et Geitmann, 2005a ; Zerzour et al., 2009 ; Fayant et 

al., 2010 ; Palin et Geitmann, 2012). Comme attendu, un excès de pectinases induit dans 
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un premier temps un gonflement des tubes polliniques au niveau apical puis un 

éclatement des tubes polliniques. A contrario, la nécessité que les pectines soient 

méthyl-estérifiées à l'apex du tube pollinique est aisément démontrée par l'application 

d'un excès de PMEs qui arrête la croissance. Cet arrêt serait apparemment dû à la 

rigidification de la paroi cellulaire dans la zone apicale en raison de l’interaction des HGs 

et des ions calciques (Bosch et al., 2005 ; Parre et Geitmann, 2005b ; Palin et Geitmann, 

2012). Ceci a également été observé en utilisant du Propidium iodine (PI) sur des tubes 

polliniques traités avec une PME. Une augmentation dramatique de la fluorescence du PI 

au niveau apical sur les tubes traités a été observée, due à une augmentation de la dé-

méthyl-estérification des HGs (Rounds et al., 2011). Cela suggère que le PI interagirait 

avec les HGs dé-méthyl-estérifiés et entrerait en compétition avec le calcium. 

Parmi les 66 gènes codant pour des PMEs putatives dans le génome d’A. 

thaliana, 14 seraient spécifiques du pollen (Pina et al., 2005 ; Qin et al., 2009 ; Wolf et al., 

2009a ; Mollet et al., 2013). Dans Genvestigator, parmi ces 14 isoformes de PMEs, seules 

12 sont présentes (Figure 30) car les gènes At5g07410 et At1g69940 ainsi que 

At2g47040 et At2g47030 présentent de trop grandes similarités dans leurs séquences 

nucléiques pour pouvoir être différenciées. Sur les 14 PMEs spécifiques du pollen, 5 

appartiennent au groupe I et 9 appartiennent au groupe II (avec un domaine PMEI), ce 

qui suggère que ces PMEIs joueraient un rôle primordial dans la régulation de l'activité 

des PMEs durant la germination du pollen et la croissance du tube pollinique. De plus, le 

génome d'A. thaliana contient 76 gènes codant pour des PMEIs/inhibiteurs d'invertases 

putatifs. Des données de transcriptomique ont révélé que ces PMEIs/inhibiteurs 

d'invertases sont très exprimés dans le pollen d'A. thaliana comparé aux autres tissus 

(Wolf et al., 2003 ; Raiola et al., 2004).  

Des approches protéomiques ont aussi permis l'identification de plusieurs PMEs 

: 2 PMEs putatives dans le pollen germé de maïs (Zhu et al., 2011), une dans le pollen de 

riz (Dai et al., 2006) et une dans les tubes polliniques d'A. thaliana (Ge et al., 2011). Dans 

les tubes polliniques du tabac, des analyses biochimiques ont montré la présence de 7 

isoformes ayant le même pI (point isoélectrique) (Li et al., 2002). Deux de ces isoformes 

sont co-localisées avec les HGs méthyl-estérifiés dans la paroi et dans les vésicules de 

sécrétion provenant du Golgi, suggérant que ces PMEs sont transportées jusqu'à l'apex 

du tube pollinique sous leur forme inactive (Li et al., 2002). 
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Figure 30 : Expression des PMEs dans l'ensemble des tissus chez A. thaliana.  
Certaines PMEs sont ubiquitaires (carré bleu) tandis que d’autres sont très spécifiquement 

exprimées dans certains tissus, en particulier dans le pollen (carrés rouges). 
 

La première caractérisation fonctionnelle de gènes PMEs et leurs rôles cruciaux 

dans la croissance des tubes polliniques a été obtenue à partir de deux lignées mutantes 

: vanguard1 (vdg1) et ppme1, codant respectivement pour une PME du groupe 2 

(VANGUARD1) et pour une PME du groupe I (PPME1). Le mutant vdg1, dont le gène 

At2g47040 codant pour une PME pollen spécifique est inactivé, présente des tubes 

polliniques instables in-vitro et dont la croissance est fortement ralentie in-vivo (Jiang et 

al., 2005). L’étude d’un autre mutant, ppme1, dont le gène PPME1 est inactivé, présente 

des anomalies au niveau de la forme des grains de pollen, ainsi qu'au niveau du taux de 
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la germination, indiquant que cette PPME1 est nécessaire pour l'intégrité de la paroi et 

pour la croissance polarisée (Tian et al., 2006). 

Plusieurs études ont aussi montré l’importance des PMEIs dans la croissance 

des tubes polliniques. En effet, un apport exogène du PMEI de maïs purifié (ZmPMEI1) 

sur des tubes polliniques de cette même espèce, altère leur croissance en déstabilisant la 

paroi dans la zone subapicale du tube pollinique (Woriedh et al., 2013). Des résultats 

similaires ont été obtenus en apportant du PMEI de kiwi à une culture de tubes 

polliniques d’A. thaliana (Paynel et al., 2014). Récement, une étude de transcriptomique 

sur le pollen du lys a mis en évidence des gènes surexprimés dans le gamétophyte mâle 

par rapport aux organes végétatifs, et parmi ceux-ci, on retrouve une PME ainsi qu'une 

PMEI (Lang et al., 2015). De plus, des plantes d’A. thaliana transgéniques, transformées 

avec la version anti-sens du gène de brocoli BoPMEI1 sous contrôle d’un promoteur 35S, 

présentent une suppression de l’expression du gène orthologue (At1g10770). Ceci 

conduit à une diminution de l’allongement du tube pollinique associé à une stérilité 

partielle des gamètes mâles et un rendement en graines diminué (Zhang et al., 2010).  

Il a également été montré que PPME1 et AtPMEI2, tous deux spécifiques du 

pollen, pouvaient interagir physiquement et des tests in-vitro ont révélé que AtPMEI2 

était capable d'inactiver PPME1 (Röckel et al., 2008). De plus, l'expression transitoire de 

PPME1 et AtPMEI2 dans des tubes polliniques de tabac a démontré que PPME1 était 

accumulée uniformément dans la paroi le long du tube pollinique, tandis que AtPMEI2 

avait une localisation restreinte à l'apex du tube et dans les vésicules de sécrétions, 

suggérant sa possible internalisation et recyclage (Röckel et al., 2008 ; Wolf et al., 2003).  

L’ensemble de ces données indique que les PMEs et PMEIs sont importants dans 

le remodelage précis des HGs dans la paroi et la régulation de la croissance des tubes 

polliniques.  
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OBJECTIF DU SUJET DE RECHERCHE : 

Les recherches abordées au cours de cette thèse ont été réalisées sur le pollen 

d’A. thaliana. Le tube pollinique est une cellule unique présentant une forte croissance 

polarisée avec une sécrétion massive de composés pariétaux et en particulier des HGs 

méthyl-estérifiés. De ce fait, il représente un excellent modèle d'étude pour comprendre 

les mécanismes moléculaires impliqués dans la biosynthèse de la paroi et de son 

remodelage. Afin d’étudier les PMEs spécifiques du pollen, de déterminer leurs rôles 

dans la croissance du tube pollinique in-vitro ou in-vivo et leurs implications dans le 

remodelage des HGs dans la paroi, la plante modèle A. thaliana a été choisie en raison 

des nombreuses ressources disponibles (génome séquencé, bases de données, 

mutants…). A ce jour, seulement deux PMEs, VANGUARD1 (VGD1, At2g47040) et PPME1 

(At1g69940), sur les 14 PMEs putatives spécifiques du pollen ont été étudiées. 

Par conséquent, l’objectif de mon travail a été d’isoler et de caractériser des 

lignées de mutants homozygotes pour des PMEs exprimées spécifiquement dans le 

pollen. Ce travail a compilé des approches multidisciplinaires telles que la 

bioinformatique, les biostatistiques et le traitement d’images et des méthodes 

expérimentales dont la culture cellulaire in-vitro, les croisements permettant l’analyse 

in-vivo, la biologie moléculaire, l’imagerie cellulaire et l’immunomarquage et la 

biochimie des PMEs et de la paroi.  

Plusieurs lignées mutantes ont été étudiées au cours de mon projet. Le travail le 

plus abouti est sur la lignée mutante pme48 (At5g07410) dont le gène code pour une 

PME du groupe I. Deux mutants homozygotes knock-out ont été utilisés (la lignée 

SALK_122970 nommée pme48-1 et la lignée SALK_007330 nommée pme48-2). La 

PME23 (At3g06830), une PME du groupe 2, a également été étudiée (SALK_035240), 

ainsi que PPME1, codée par le gène At1g69940. La lignée mutante ppme1 

(SALK_077776) a déjà été caractérisée mais étant l'homologue de PME48, une étude 

comparative a été entreprise entre ces deux mutants. De plus, des tests de germinations 

in-vitro de pollen sauvage en présence de PMEI de kiwi dans le milieu de germination 

ont également été entrepris, ainsi qu'en présence d'EDTA, un agent chélateur du 

calcium, ou encore de PME d'orange. L’ensemble des travaux présentés dans ce mémoire 

de thèse permettent de mieux comprendre les rôles des PMEs et du calcium au cours de 

la germination du pollen.  
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II. MATÉRIELS ET MÉTHODES 

II.1. MATÉRIELS UTILISÉS :  

II. 1. a. Le matériel végétal : 

 Les travaux ont été menés sur des plantes d’Arabidopsis thaliana, écotype 

Columbia (Col-0) sauvages et mutantes des collections SALK (SALK Institute Genomic 

Analysis Laboratory, SIGnAL, Etats-Unis) et NASC (Nottingham Arabidopsis Stock 

Centre). 

Pour le gène PME48 (At5g07410), deux lignées mutantes pme48-1 

(SALK_122970) contenant une insertion d’ADN de transfert (ADN-T) 1423 paires de 

bases (pb) en aval du codon START et pme48-2 (SALK__007330) contenant une insertion 

d’ADN-T 1096 pb en aval du codon START ont été utilisées. Une lignée d’insertion a été 

étudiée pour le gène PPME1 (At1g69940). Il s’agit de la lignée ppme1 (SALK__077776, 

Tian et al., 2006) contenant une insertion d’ADN-T 60 pb en aval du codon START. Enfin, 

le gène PME23 (At3g06830) a été étudié à l’aide du mutant pme23-1 (SALK_035240) 

contenant une insertion d’ADN-T 516 pb en aval du codon START. Les cartes 

génomiques de ces séquences ainsi que la position de l'insertion de l’ADN-T pour chaque 

lignée sont présentées dans l’Annexe 3.  

Trois lignées contenant le gène rapporteur GUS sous le contrôle des promoteurs 

des gènes PME48, PME23 et PPME1 ont aussi été utilisées (Louvet et al., 2006). Ces 

lignées ont été fournies par le Prof. J. Pelloux (Laboratoire BIOPI, EA3900, Université de 

Picardie). 

II. 1. b. Les souches bactériennes : 

Escherichia coli : une préparation commerciale de bactéries E. coli, souche 

DH5α, thermocompétentes (« subcloning efficiency », Invitrogen) a été utilisée afin 

d’amplifier les plasmides. Elle se développe à 37°C dans du milieu Lysogeny Broth (LB). 

Agrobacterium tumefaciens : la souche d’A. tumefaciens GV3101::pSOUP a été 

utilisée afin de transformer les plantes d’A. thaliana (Hellens et al., 2000). Cette souche 
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présente une triple résistance aux antibiotiques : tétracycline (tétra), rifampicine (rif) et 

gentamicine (genta) et se multiplie à 28°C dans du milieu LB. 

II. 1. c. Les vecteurs plasmidiques : 

 Le vecteur plasmidique pPLV06 (N° d’accession GenBank : JF909459, De Rybel 

et al., 2011) a été utilisé pour l'analyse de l'expression du promoteur du gène PME48 

(PROPME48). Ce vecteur de 5827 pb fait partie d’une série de vecteurs binaires maintenant 

disponibles au NASC et compatibles avec l’utilisation d’une stratégie de clonage « LIC », 

Ligation-Independent Cloning (Li et Elledge, 2007, Eschenfeldt et al., 2009). Le clonage 

orienté d’un fragment d’ADN amplifié par réaction de polymérisation en chaîne (PCR) 

est possible grâce à l’addition d’adaptateurs « LIC » aux amorces (Figure 31). Dans le cas 

du plasmide pPLV06, la séquence du promoteur est clonée en fusion avec une séquence 

signal de localisation nucléaire SV40 (Lyssenko et al., 2007) couplée à la séquence 

codant la protéine fluorescente sYFP (super YELLOW FLUORESCENT PROTEIN)(Kremers 

et al., 2006). Ce vecteur plasmidique confère aux bactéries une résistance à la 

kanamycine (kana). 

 

Figure 31 : Représentation schématique de la technique LIC ainsi que des plasmides pPLV 
(D'après De Rybel et al., 2011).  
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II. 2. MÉTHODOLOGIE EXPÉRIMENTALE DES CULTURES : 

II. 2. a. Culture et transformation des plantes : 

Stérilisation des graines : 

 Les graines sont submergées pendant 5 min dans 1 mL d'une solution 

d'hypochlorite de sodium commerciale diluée au tiers (soit 2,6 % de chlore actif) puis 

rincées trois fois dans 1 mL d'eau stérile. Les graines sont ensuite immergées pendant 5 

min dans 1 mL d'éthanol 50 % et rincées de nouveau trois fois dans 1 mL d'eau stérile. 

Mise en culture des plantes : 

 Culture en terre : les graines stockées à 4 °C sont semées non aseptisées à la 

surface du terreau préalablement stérilisé par autoclavage (1 bar, 30 min) et mises en 

croissance dans un phytotron avec une photopériode de 16 h jour / 8 h nuit (20 °C 

pendant le jour et 16 °C la nuit) avec 60 % d’humidité. Des arrosages tous les deux jours 

ont été réalisés.  

 Culture in-vitro : les graines stérilisées sont déposées sur un milieu Murashige 

and Skoog (1962) (MS, Kalys-Duchefa) concentré 0,5X (4,3 g.L-1) contenant 5 % (poids / 

volume ; p/v) de saccharose et 7 % (p/v) d’agar bactériologique européen (Conda-

pronadisa). Ces semis sont réalisés dans des boîtes de Pétri carrées de 12 cm x 12 cm et 

elles sont placées 2 jours à 4 °C pour la stratification. Elles sont ensuite déposées 

verticalement dans une chambre de culture avec une intensité lumineuse de 200 

µmol.m⁻².s⁻¹ à 21 °C avec une alternance jour/nuit 16 h/8 h. Après 15 jours de culture, 

les plantules sont transférées en terre, recouvertes d'une cloche pour maintenir une 

forte humidité pendant les premiers jours suivant le repiquage. 

Transformation des plantes avec A. tumefaciens par « floral dip » : 

 Des plantes au stade « hampe florale » ont été transformées génétiquement par 

« floral dip » (Zhang et al., 2006) en mettant en contact les fleurs avec une solution d’A. 

tumefaciens portant le vecteur d’expression (cf. II. 3. c.). Les bactéries transformées sont 
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transférées dans un bécher et les hampes florales sont submergées entre 7 et 10 min. 

Les plantes sont ensuite placées horizontalement, enfermées dans un sac transparent 

afin de maintenir une forte humidité et laissées à l'obscurité pendant 16 h. Elles sont 

replacées verticalement à la lumière en gardant les sacs transparents. Après 3 à 5 

semaines de culture, les graines ont été collectées et soumises à sélection (Clough et 

Bent, 1998). 

II. 2. b. Récolte et culture du pollen : 

Culture in-vitro du pollen en milieu liquide :  

 Les fleurs fraîchement ouvertes sont récoltées à l’aide d’une pince brucelle et 

regroupées par 40 dans des tubes Eppendorf contenant 1 mL de milieu de germination 

liquide (MGL). Ce milieu, optimisé par Boavida et McCormick (2007), se compose de 5 

mM CaCl₂, 0,01 % (p/v) H₃BO₃, 5 mM KCl, 1 mM MgSO₄, 7H₂0 et 10 % (p/v) de 

saccharose. Pour les cultures à différentes concentrations en calcium, les 5 mM de CaCl₂ 

sont remplacés par 7,5 mM ou 10 mM de CaCl₂, les autres composants du milieu restent 

inchangés. Le pH est très exactement ajusté à 7,5. Les tubes sont agités manuellement 

pour libérer les grains de pollen dans le milieu pendant 5 min. Les fleurs sont éliminées 

à l’aide d’une pince avant de centrifuger les tubes pendant 5 min à 3200 g. Le MGL est 

enlevé et 250 µL de MGL frais sont ajoutés pour une culture en pilulier. Les grains de 

pollen sont placés à 22 °C pendant 2, 4, 6, 8, 10, 16 ou 24 h à l’obscurité sans agitation. 

Culture in-vitro du pollen sur milieu solide :  

 Les fleurs fraîchement ouvertes sont récoltées à l’aide d’une pince brucelle dans 

des tubes Eppendorf. Dans le MGL précédemment décrit a été ajouté 1,5 % d’agarose 

low-melting (p/v). La solution est déposée sur une lame de microscope après dissolution 

de l’agar par chauffage. Lorsque le milieu est solidifié, les fleurs sont tapotées 

délicatement au dessus du milieu afin d’y déposer les grains de pollen. Les lames sont 

placées dans une boîte étanche dont l’atmosphère est saturée en vapeur d’eau (humidité 

relative de 100%). Les boîtes sont incubées à 22 °C à l’obscurité sans agitation pendant 

2, 4, 6, 8, 10, 16 ou 24 h. 
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Culture in-vitro du pollen en milieux modifiés : 

 Ajout de PMEI : du PMEI de kiwi (AcPMEI, accession number P83326) purifié 

(Paynel et al., 2014) a été utilisé afin d’étudier l’effet de cet inhibiteur de PME sur la 

germination des grains de pollen et la croissance des tubes. Le pollen est récolté comme 

indiqué ci-dessus (Culture in-vitro du pollen en milieu liquide) à la différence qu’après 

centrifugation, le culot de grains de pollen a été repris dans 720 µL de MGL. 90 µL de 

MGL contenant le pollen de 5 fleurs sont transférés dans un puits de plaque 96 puits. Dix 

microlitres d'eau, de PMEI, ou d’un mélange des deux sont ajoutés dans le MGL afin 

d’obtenir des concentrations de PMEI de 0, 4, 10 et 20 µM. Les grains de pollen sont 

alors mis en culture à l'obscurité à 22°C durant 6 h. Le pourcentage de germination a été 

évalué sous lumière transmise à l’aide d’un microscope. 

Ajout d’EDTA : l’effet de la présence d’EDTA a été suivi en plaçant les grains de 

pollen dans du MG supplémenté par 1 mM d’EDTA. Ces cultures ont été réalisées en 

milieu solide et liquide. 

Ajout de PME d'orange : l'effet de PME exogène a été testé en utilisant la PME 

commerciale d'orange (Sigma) à une concentration finale variant de 0,01 à 20 mg.mL⁻¹ 

en MGL. Cette PME est une PME à activité processive. La séquence protéique de son 

domaine catalytique a été alignée avec les domaines catalytiques des PME48 et PPME1 

(Annexe 1). 

Ajout de Calcium : l’influence de la concentration en calcium a été étudiée en 

milieu liquide et solide en modulant la concentration de CaCl2 à 5 mM (milieu optimal), 

7,5 mM et 10 mM. 

Culture du pollen in-vivo :  

 Des fleurs immatures sont émasculées. Les sépales, pétales et étamines sont 

enlevés et le pistil immature est protégé par un sac en papier afin d’éviter une 

pollinisation indésirable. Les plantes émasculées sont replacées au phytotron jusqu’à ce 

que le pistil soit mature (72 h maximum). Une fois mature, le pistil est pollinisé 

manuellement en déposant sur le stigmate le pollen issu de plantes mutantes ou 

sauvages. Après 6, 16, 24 ou 48 h, le pistil est fixé dans une solution d’acide 
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acétique/éthanol (1/3, volume/volume ; v/v) et conservé à 4°C avant coloration à 

l’aniline bleue.  

Impact de la mutation sur les siliques et la production de graines : 

Une centaine de siliques matures provenant de plantes sauvages et mutantes 

pme48-1, pme48-2, ppme1 et pme23-1 a été mesurée et le nombre de graines dans 

chaque silique a été compté. 

II. 2. c. Manipulation des souches bactériennes :  

Cultures bactériennes : 

Pour l'ensemble des expérimentations avec A. tumefaciens, les bactéries sont 

cultivées à 28 °C sous agitation à 200 rotations par minute (rpm). Pour E. coli, la 

multiplication des bactéries s'est effectuée à 37 °C et à 200 rpm en milieu liquide.  

Transformation d'E. coli par choc thermique : 

Cinquante microlitres de cellules DH5α thermocompétentes (Invitrogen) sont 

mélangés à 10 ng de réaction de ligation. Le mélange est laissé pendant 30 min sur la 

glace, incubé durant 45 s à 42 °C et remis pendant 2 min sur la glace. Neuf cents 

microlitres de milieu SOC (Super Optimal broth with Catabolite repression, milieu de 

culture utilisé pour obtenir le meilleur rendement lors de transformation d'E.coli d'après 

Hanahan, 1983) sont ajoutés et les bactéries sont ensuite incubées pendant 1 h à 37 °C. 

Cent à 200 microlitres de suspension bactérienne, après concentration par 

centrifugation, sont étalés sur milieu LB solide (10 g.L⁻¹ de tryptone, 5 g.L⁻¹ d'extrait de 

levure, 10 g.L⁻¹ de NaCl et 10 g.L⁻¹ agar bactériologique Européenne) contenant 

l’antibiotique de sélection. Les boîtes de Pétri sont incubées pendant 16 h à 37 °C. 

Le milieu SOC est utilisé avec les bactéries « library efficiency » ; pour les 

« subcloning efficiency » (DH5α), on utilise en général du LB. 
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Transformation d’A. tumefaciens par choc thermique : 

Cinq cent microlitres de bactéries A. tumefaciens compétentes sont mélangés à 

10 µg de vecteur. Le mélange est laissé pendant 5 min sur glace, incubé durant 5 min 

dans l’azote liquide puis pendant 5 min à 37 °C. Huit-cent microlitres à 1 mL de milieu 

LB sont ajoutés et les agrobactéries sont mises en culture pendant 4 h à 28 °C sous 

agitation (200 rpm). La culture est ensuite centrifugée à 5000 g pendant 30 s, 800 µL de 

milieu LB sont éliminés et le culot est repris dans les 200 µL restant. Les agrobactéries 

transformées sont étalées sur du milieu LB contenant les antibiotiques adéquats et 

placées dans une étuve à 28°C pour une durée de 48 h à 72 h. 

II. 3. BIOLOGIE MOLÉCULAIRE :  

II. 3. a. Extraction et purification d'ADN : 

Extraction d’ADN génomique :  

Une ou deux feuilles sont prélevées puis broyées dans un tube Eppendorf stérile 

à l’aide d’un pilon dans 400 µL de tampon d’extraction (Tris-HCl pH 7,5 200 mM, NaCl 

250 mM, EDTA 25 mM, SDS 0,5 %). Après homogénéisation, le mélange est centrifugé 

pendant 1 min à 14000 g et 200 µL du surnageant sont transférés dans un nouveau tube. 

Deux cent microlitres d’isopropanol sont ajoutés avant d’agiter le tube par 

retournements puis de le laisser à température ambiante pendant 5 min. L’ADNg est 

concentré par centrifugation de 5 min à 14000 g, le surnageant est éliminé et le culot 

d’ADNg est rincé 2 fois à l’éthanol 70 % avant d’être séché à l’air. L’ADNg est repris dans 

100 µL d’eau milliQ stérile et incubé à 60 °C pendant 10 min avant d’être stocké à -20 °C 

jusqu’à utilisation. 

Extraction d’ADN plasmidique :  

La minipréparation d’ADN plasmidique est réalisée avec le kit PureYield Plasmid 

Miniprep System® (Promega), selon les instructions du fournisseur. La préparation 

d’ADN plasmidique en quantité plus importante a été réalisée avec le kit plasmid DNA 

purif Nucleobond Xtra Midi+® (Macherey-Nagel), selon les instructions du fournisseur. 
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II. 3. b. Analyse de l'ADN : 

Amplification par la réaction de polymérisation en chaîne (PCR) :  

Pour le génotypage, la Taq polymérase "GoTaq™ DNA Polymerase" (Promega) a 

été utilisée selon les instructions du fabricant. La réaction est effectuée avec 5 µL d'ADN 

matriciel (100 ng) dans le milieu réactionnel suivant : 0,5 µM de chaque amorce, 0,2 mM 

d'un mélange de dNTPs, 1X de tampon PCR (Promega) et 0,5 U d'ADN polymérase 

(GoTaq, Promega) ainsi que de l'eau stérile pour un volume final de 25 ou 50 µL (cf. II. 3. 

d. Tableau 6). Les paramètres thermocycliques ont été choisis en fonction des Tms 

(température de fusion ; melting temperature) des amorces pour la température 

d'hybridation et de la longueur du fragment à amplifier pour la détermination du temps 

d'élongation. 

Afin de réduire au maximum les erreurs d'amplification, pour les clonages de 

promoteurs et séquences codantes, la Polymérase "Extensor Hi-fidelity" (Thermo 

Scientific) a été utilisée en suivant les recommandations du fournisseur.  

Digestion enzymatique des produits de PCR et des plasmides : 

La digestion des plasmides est effectuée à l'aide d'enzymes de restriction (New 

England, Biolabs). Dans la majeure partie des cas, les digestions sont réalisées dans les 

conditions standards, à la température optimale de l'enzyme. Les quantités d'enzymes 

utilisées sont déterminées en fonction de la quantité d'ADN initial, avec 5 U d'enzyme de 

restriction pour 1 µg d'ADN. 

Electrophorèse d’ADN :  

L’ADN est analysé par électrophorèse non dénaturante en gel d’agarose (0,8 à 

1,2 % ; p/v selon la taille des fragments), contenant du bromure d’éthidium (BET) 

(LifeTechnologies) à raison de 100 ng.mL-1 dans du tampon TAE 0,5X (Tris-Acetate-

EDTA, pH 8). Du Gel Green (VWR) ou du SafeView (Gentaur) ont également été utilisés 

dans les conditions préconisées par les fournisseurs. Les échantillons sont mélangés à 

0,2 volume de tampon de charge (0,25 % bleu de bromophénol, p/v ; 0,25 % xylène 
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cyanol p/v ; 30 % de glycérol, v/v), puis déposés dans les puits du gel d’agarose. Les 

produits de PCR et de digestions d'ADN sont visualisés sous lumière UV (λ=312 nm). La 

migration de l’ADN est comparée à celle d’un marqueur de taille moléculaire (Smart 

Ladder, Eurogentec). 

Séquençage de l'ADN : 

Le séquençage des plasmides recombinés est effectué par la société GATC 

Biotech (GATC Biotech AG, Constance, Allemagne). Les séquences déterminées sont 

alignées avec les séquences disponibles sur TAIR (http://www.arabidopsis.org/), à 

l'aide de logiciels d'alignement tels que BLAST 

(http://www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) et ClustalW 

(http://www.genome.jp/tools/clustalw/). 

II. 3. c. Etude de l'expression du promoteur de la PME48 : 

PROPME48 

Clonage et purification de la séquence du promoteur du gène PME48 : 

Une lignée de plantes d’A. thaliana contenant la protéine fluorescente YFP sous 

le contrôle du promoteur du gène PME48 (PROPME48) a été créée. Une construction 

plasmidique contenant la séquence PROPME48 clonée dans le plasmide pBI101.3 nous a 

été fournie par le Pr. J. Pelloux (Laboratoire BIOPI, EA3900, Université d’Amiens). La 

séquence du promoteur a été amplifiée à l’aide des amorces présentées dans le Tableau 

1. Le produit d’amplification PCR obtenu (amplicon) est séparé sur gel d’électrophorèse 

(0,8 % agarose, Promega), 100 mV de voltage, durant 35 min) puis purifié à l’aide du kit 

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) en suivant les recommandations du 

fournisseur. Les conditions d'amplification par PCR sont présentées dans la partie II. 3. 

d.  

Tableau 1 : Liste des amorces pour la construction plasmidique. Les séquences adaptatrices LIC 
sont surlignées en vert. 

Amorces  Séquences  

PROPME48_LIC06_For  TAG-TTG-GAA-TGG-GTT-CGA-ATT-CTT-CGT-TTG-GTT-GGG-TTT-A  

PROPME48_LIC06_Rev  TTA-TGG-AGT-TGG-GTT-CGA-ATT-GAA-TTT-CGT-TTT-CGT-TTG-C  

http://www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Principe de la technique LIC et insertion dans le vecteur pPLV (LIC 

compatible) : 

La technique LIC consiste à amplifier un fragment d'intérêt par PCR en ajoutant 

aux amorces des séquences adaptatrices LIC. Les fragments ainsi amplifiés sont traités à 

la T4 DNA polymerase en présence d’un excès de dGTP. Le plasmide pPLV06 (De Rybel 

et al., 2011) est LIC compatible, ainsi après digestion de celui-ci par l'enzyme de 

restriction HpaI, il est traité à la T4 DNA polymérase en présence d’un excès de dCTP. 

Les vecteurs linéarisés ainsi que les fragments PCR s'hybrident entre eux grâce aux 

extrémités cohésives créées via les adaptateurs LIC par l’activité 3’-5’ exonucléase de la 

T4 DNA polymérase (Figure 31). 

Construction: 

La construction à réaliser est la suivante : PROPME48 :sYFP dans le plasmide 

pPLV06 (Tableau 2) pour l'analyse du promoteur PROPME48. (Figure 31). Il est à noter que 

le plasmide contient aussi un site d’adressage de la sYFP dans le noyau (nuclear 

localization signal, NLSSV40). 

Tableau 2 : Nom du plasmide utilisé, son utilisation, ses caractéristiques, ainsi que les séquences 
des adaptateurs pour les amorces Forward et Reverse (D'après De Rybel et al., 2011). 

Utilisation Analyse du promoteur 

pPLV pPLV06 

Vecteur pGIIK-LIC-SV40-sYFP-NOSt 

Antibiotique de résistance Kanamycine 

Séquence adaptatrice amorce L 5' - 3' TAGTTGGAATGGGTTCGAA 

Séquence adaptatrice amorce R 5' - 3' TTATGGAGTTGGGTTCGAA 

 

Linéarisation du vecteur plasmidique par HpaI :  

Le vecteur pPLV06 est linéarisé par digestion enzymatique avec HpaI. Pour cela, 

2-4 µg d’ADN plasmidique est digéré avec 1 µL d’enzyme HpaI (NE Biolabs) pendant 2 h 

à 37 °C dans un milieu réactionnel dont la composition est présentée dans le Tableau 3. 

Puis, la linéarisation est vérifiée par migration d’une aliquote (1-2 µL) en gel d’agarose 

(0,8 %). Ensuite, un gel d’agarose préparatif suivi d’une purification de l’ADN avec le kit 
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Wizard® SV gel and PCR Clean-Up System (Promega) permet de purifier le vecteur 

linéarisé. Une migration en gel d’agarose est réalisée pour le dosage de l’ADN purifié.  

Tableau 3 : Composition du milieu réactionnel pour la linéarisation par HpaI. 
H2O mQ qsp 50 µL 

Tampon NEBuffer4 5 µL 

ADN 2-4 µg 

HpaI 1 µL 

Volume final 50 µL 

 

Amplification PCR de l’insert :  

La séquence du promoteur PROPME48 a été amplifiée à l’aide des amorces 

présentées dans le Tableau 1. Le milieu réactionnel de la PCR est présenté dans le 

Tableau 6 et les conditions du thermocycleurs sont présentées dans le Tableau 7. 

Traitement à la T4 DNA polymérase :  

Une fois les produits de PCR purifiés, ceux-ci et le vecteur pPLV06 ont subi un 

traitement avec la polymérase T4 DNA (NE Biolabs) avec un excès de dGTP ou dCTP, 

respectivement (Tableau 4). Environ 400 ng de vecteur linéarisé et 200 ng de produit 

PCR purifié sont traités en parallèle (Tableau 4). 

Tableau 4 : Composition du milieu réactionnel pour les traitements à la T4 ADN polymérase. 

H2O mQ qsp 40 µL 

ADN vecteur linéarisé 200-400 ng 

Tampon T4 10x 4 µL 

100 mM de dCTP (Vecteur linéarisé) 

ou dGTP (Produit PCR) 
4 µL 

DTT 100 mM 2 µL 

BSA (10mg/mL) 0,4 µL 

T4 ADN polymérase (NEB) 0,8 µL 

Volume final 40 µL 

 

Le mélange est centrifugé pendant 1 min à la vitesse maximale, puis incubé à 22 

°C pendant au moins 30 min (et jusqu’à 2 h). Ensuite, l'enzyme est inactivée par 
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incubation à 75 °C pendant 20 min, puis une nouvelle centrifugation est réalisée pendant 

1 min à la vitesse maximale. Le vecteur et l’insert traités « T4 » sont stockés à 4 °C 

jusqu’à utilisation. 

Afin de les lier, l'insert (10-40 ng) est combiné avec le vecteur linéarisé pPLV06, 

tous deux traités précédemment à la T4 DNA polymérase, avec un rapport molaire de 

1:3 (en général environ 1 à 3 µL de chaque). Après incubation à 22 °C pendant 30 min à 

2 h ou à 4 °C pendant une nuit, la totalité de ce mélange est utilisée pour transformer 

E.coli (DH5α) par la technique du choc thermique. 

Transformation d’E. coli et contrôle de la séquence : 

Les bactéries E. coli transformées sont sélectionnées sur du milieu LB contenant 

25 mg.L-1 de Kana, et incubées pendant une nuit à 37 °C. Ensuite, les colonies sont 

criblées par PCR pour vérifier la présence de l'insert. Des pré-cultures des clones positifs 

sont faites dans 6 mL de LB + Kana²⁵ puis l'ADN plasmidique est purifié et validé par 

digestion avec des enzymes de restriction, avant séquençage de l'insertion. 

Obtention de l'expression stable chez A. thaliana :  

Le plasmide généré est transféré dans A. tumefaciens (souche GV3101::pSOUP) 

par choc thermique, et les agrobactéries transformées sont sélectionnées sur milieu LB 

(voir plus haut) contenant de la rif (50 mg.L⁻¹), de la genta (25 mg.L⁻¹) et de la tétra (5 

mg.L⁻¹) ainsi que de la kana (25 mg.L⁻¹) qui est la résistance apportée par le plasmide 

pPLV06. Une colonie isolée d'A. tumefaciens est ensuite mise en culture dans 5 mL de 

milieu LB, contenant les antibiotiques de sélection pendant une nuit à 28 °C et sous 

agitation à 200 rpm. Ensuite, 5 mL de pré-culture d’A. tumefaciens ayant atteint la phase 

stationnaire sont dilués dans 495 mL de milieu LB contenant les antibiotiques de 

sélection et laissés de 18 à 24 h sous agitation (200 rpm) à 28 °C. La culture est 

centrifugée à 5000 g à 4 °C et le culot bactérien est repris dans du milieu d’infiltration 

composé de saccharose 5 % (p/v) et de Silwet L-77 0,02 % (v/v) (http://www.silvet.fr/) 

pour obtenir une DO₆₀₀ = 0,8. La transformation des plantes d'A. thaliana est réalisée par 

trempage floral (floral dip). (Se référer au paragraphe II. 2. a). 

http://www.silvet.fr/
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Sélection des plantes transformées : 

Les graines transformées sont sélectionnées sur le milieu MS complémenté avec 

de la kana à la concentration finale de 25 mg.L⁻¹, puis sont cultivées jusqu'à la troisième 

génération, comme décrit dans la partie mise en culture des plantes, condition in-vitro. 

(Se référer au paragraphe II. 2. a). 

II. 3. d. Sélection des lignées homozygotes mutantes : 

Amplification par PCR :  

Deux réactions PCR sont réalisées, la première PCR avec deux amorces qui 

s'hybrident spécifiquement sur la séquence génomique du gène d'intérêt (exemple pour 

PME48 : PME48-1_FP et PME48-1_RP, Tableau 5) et une seconde paire d'amorces 

composée d'une amorce spécifique du gène d'intérêt (exemple pour PME48 : PME48-

1_FP) et d'une amorce s'hybridant sur l'ADN-T (LBb1.3, Tableau 5) (Figure 32).  

 

Figure 32 : Représentation schématique expliquant la sélection des lignées homozygotes.  
 

Les amorces utilisées pour la sélection des mutants d’insertion sont données 

dans le Tableau 5. Les cartes génomiques des mutants sont présentées dans l’Annexe 3 
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avec la position de l'insertion d'ADN-T, ainsi que la position d'hybridation des différents 

couples d'amorces. Dans tous les cas, la présence de l'insert est vérifiée par PCR en 

utilisant les couples d’amorces adéquats (Tableau 5). 

Tableau 5 : Liste des amorces utilisées pour le génotypage des mutants d'insertions.  
ADN Gènes Amorces RP Amorces FP TM °C pb 

A
D

N
g

 W
T

 

PPME1 GCGGTACCGTCATAGGTGAT GTCCATTTTATTAGGCCTGTTG  

 

 

59 

474 

PME48-1 GAAGAGAGGATTTCTGGAAATTGA TGACAGGACCGTGTTCTACG 315 

PME48-2 GAAGAGAGGATTTCTGGAAATTGA CTGGAGGAGGAATCTATTTGG 526 

PME23-1 GCACAGCATTTAGAGCATCG TGGCTCCATCGCATTCCAGCA 455 

A
D

N
g

 m
u

ta
n

t PPME1 GCGGTACCGTCATAGGTGAT LBb1.3 : ATTTTGCCGATTTCGGAAC 669 

PME48-1 LBb1.3 : ATTTTGCCGATTTCGGAAC TGACAGGACCGTGTTCTACG 402 

PME48-2 LBb1.3 : ATTTTGCCGATTTCGGAAC CTGGAGGAGGAATCTATTTGG 289 

PME23-1 GCACAGCATTTAGAGCATCG LBb1.3 : ATTTTGCCGATTTCGGAAC 647 

TM, température d'hybridation ; pb, taille de l'amplicon attendue sur de l'ADN matriciel WT. 

 

Les couples d'amorces pour la sélection des lignées mutantes homozygotes sont 

les suivants : ppme1 : RP / LBb1.3 taille attendue 669 pb ; pme23-1 : RP / LBb1.3 taille 

attendue 647 pb ; pme48-1 : FP / LBb1.3 taille attendue de 402 bp et pme48-2 : FP / 

LBb1.3 taille attendue de 289 bp. 

Pour la sélection du mutant ppme1 : la taille attendue de l'amplification avec ce 

couple d'amorces est de 474 bp avec de l'ADNg WT. Un second couple d'amorces 

composé de PPME1_RP et de LBb1.3 permet une amplification de 669 bp avec de l'ADNg 

d'une plante homozygote ppme1 .  

Pour la sélection du mutant pme23-1 : la taille attendue de l'amplification avec 

les couples d’amorces est de 455 bp avec de l'ADNg WT. Un second couple d'amorces 

composé de PME23-1_RP et de LBb1.3 permet une amplification de 647 bp avec de 

l'ADNg d'une plante homozygote pme23-1. 

Pour la sélection du mutant pme48-1 : la taille attendue de l'amplification avec le 

couple d’amorces est de 315 bp avec de l'ADNg WT. Un second couple d'amorces 

composé de PME48-1_FP et de LBb1.3 permet une amplification de 402 bp avec de 

l'ADNg d'une plante homozygote pme48-1.  
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Pour la sélection du mutant pme48-2 : la taille attendue de l'amplification avec le 

couple d’amorces est de 526 bp avec de l'ADNg WT. Un second couple d'amorces 

composé de PME48-2_FP et de LBb1.3 permet une amplification de 289 bp avec de 

l'ADNg d'une plante homozygote pme48-2.  

Les réactions de PCR semi-quantitatives sont réalisées grâce au mélange 

réactionnel présenté dans le Tableau 6.  

Tableau 6 : Composition du milieu réactionnel pour la PCR semi-quantitative. 

Tampon Go-Taq (5X) 5 µL 

dNTPs (2,5 mM) 2 µL 

Amorce R (10 µM) 0,5 µL 

Amorce L (10 µM) 0,5 µL 

ADNc matriciel 2 µL 

Eau stérile 14 µL 

Enzyme Go Taq 1 µL 

TOTAL 25 µL 

 

Les paramètres du thermocycleur pour la PCR semi-quantitative sont les 

suivants : chaque cycle de PCR est constitué de trois étapes : la dénaturation permet la 

séparation des doubles brins d’ADN ; l'hybridation permet l'hybridation des amorces sur 

la matrice et l'élongation permet la synthèse du brin complémentaire (Figure 24). Pour 

tous les cas, les conditions du thermocycleur (Applied Biosystem) sont présentées dans 

le Tableau 7. 

Tableau 7 : Conditions du thermocycleur. 

Nombre de cycles Température Durée  

Dénaturation initiale 95°C 2 min  

 

X 34 cycles 

Dénaturation 95°C 1 min 

Hybridation 60°C 30 sec 

Elongation 72°C 45 sec 

Elongation finale 72°C 5 min 
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II. 3. e. Étude de l'expression des gènes par qRT-PCR : 

Extraction des ARN : 

Les ARN de grains de pollen secs, imbibés (1 h dans le MGL) ou de tubes 

polliniques (6 h dans le MGL) sont extraits à partir de 200 fleurs. Le kit RNeasy plant 

mini® (Qiagen) a été utilisé pour les extractions servant aux RT-PCR ainsi que pour la 

RT-PCR quantitative en temps réel ou qRT-PCR, selon les instructions du fournisseur. 

L'ensemble des extraits d’ARN est stocké à -80 °C avant utilisation.  

Les ARN sont dosés en utilisant le NanoDrop ND-2000c (Thermo Scientific), 

spectrophotomètre qui permet la mesure d'échantillons en petite quantité : 0,5 µL 

disponible sur PRIMACEN (Plate-forme de Recherche en IMAgerie CEllulaire de haute-

Normandie, Université de Rouen).  

Les rapports des absorbances A260/A280 et A260/A230 permettent d’évaluer 

la pureté des acides nucléiques présents dans chaque échantillon. Les protéines 

absorbent majoritairement à 280 nm, les composés humiques et phénoliques 

majoritairement à 230 nm, et l’ADN majoritairement à 260 nm. Pour considérer un 

échantillon pur en ARN, le rapport A260/A280 doit être supérieur à 2,0 (pour de l’ADN 

pur, le rapport doit être compris entre 1,8 et 2,0). Si ce rapport est inférieur à 1,8, la 

contamination en protéines est considérée comme importante. Le rapport A260/A230 

doit être proche de 2,0 afin de pouvoir considérer l’échantillon exempt de contaminants.  

Synthèse des ADNc par transcription inverse : 

Le principe de la transcription inverse est de synthétiser un ADNc (ADN 

complémentaire) à partir d’une matrice d’ARN messager. Ceci est rendu possible grâce à 

la transcriptase inverse. Cette technique permet de rétrotranscrire les ARNm en ADNc, 

pour être amplifiés et quantifiés par la suite par qPCR. Afin de synthétiser les ADNc, 

deux protocoles de reverse transcription ont été utilisés : 

1) La synthèse des ADNc est réalisée en utilisant la M-MLV reverse 

transcriptase, RNase H Minus, Point mutant (PROMEGA) pour la PCR semi-quantitative, 

en suivant les instructions du fabricant.  

2) Pour la qRT-PCR, la synthèse des ADNc est réalisée en utilisant la QuantiTect 

reverse transcription (Qiagen), selon les recommandations du fournisseur. Dans ce cas, 



 

87 
 

des oligo (dT)₂₀ à 50 µM final, ainsi que 150 à 200 ng d'ARN totaux traités à la DNAse 

(Qiagen) sont utilisés. Les réactions sont effectuées en suivant les instructions fournies 

avec les kits. Les concentrations en ADNc sont exprimées en « équivalent ARN totaux », 

et normalisées en se basant sur la quantité d'ARN initiale. 

PCR semi-quantitative : 

Dans un premier temps, l’expression des 14 PMEs a été suivie par PCR semi-

quantitative. Des amorces spécifiques de chaque gène codant pour une PME exprimée 

dans le pollen ont été dessinées et testées sur de l'ADNc obtenu à partir de pollen 

sauvage afin de vérifier leurs températures d'hybridations (Tableau 8). 

Tableau 8 : Liste des amorces utilisées pour la PCR semi-quantitative sur ADNc.  

Type  Gènes  Amorces R 5' - 3' Amorces L 5' - 3' Tm °C  pb  

P
M

E
 d

u
 g

ro
u

p
e

 I
 

(s
a

n
s 

P
R

O
-r

é
g

io
n

) 
 PPME1  GACCTCTCGGTTCTTTGCAT  ACCGGTGGAGGAATTTATTTGG  46 444 

PME48  CATAAATCTCAACTCCTCCATG  CTGGAACTGGAGGAGGAATCT  45  473  

PME49  CCGGCATAAGTCAAGTTGGT  AGACAATAAACGCGGCAATC  57,5  166  

PME50  CCAAGACCTGCCCAAATAGA ACCAGGTTCACAGGGACAAG  57,5  328  

PME67  ACGCGACAGCATAAGGAACT  GCCTGATGGTTGGACAAACT  57,5  228  

P
M

E
 d

u
 g

ro
u

p
e

 I
I 

(a
v

e
c 

u
n

e
 P

R
O

-r
é

g
io

n
 à

 a
ct

iv
it

é
 

P
M

E
I 

e
n

 N
 t

e
rm

in
a

l)
  

PME13  CCGTGTTCTTTTGTCCTGGT  GCCGATTTGAAGGTTACCAA  57,5  168  

PME04  GTTCCCGAGACCACACAGTT  ATCCCTCAGTGCCACAGTTC  57,5  216  

PME05  CTGACGACCATTGTTGACGT  AGTGTTAAACTCAGCCCTGG  57,5  216  

PME21  TTTCCAAGCTCCTCGAAAGA  CCCGATGGAGTTGGTTAAGA  57,5  186  

PME23  GCTTCTGGGTTCTTGTCAGC  AAGCGTTCAAGCAGTTTGT  57,5  196  

PME37  ATCACAGTTGCGGATTTTCC  GGTCGAATCTGAGGGATTCA  57  231  

PME43  CGGATAACGAATTCGCAGTT  AGCCGACTTTGCTGTGTTCT  57,5 165  

PME45  GTCGCGTTTTAACCTTTGGA  AGTTGGCTAAGCGCAGTCAT  57,5  181  

PME28  CGGAACACCTTTACCAGGAA  ACTCGGAGGTGCAGAACACT  57,5  152  

G
è

n
e

s 
d

e
 

ré
fé

re
n

ce
s 

 

ACT12 
At3g46520  

GGTGGAGCAACCACTTTGAT  GAGCCACACGGTACCAATCT  57,5  522  

TUB4 
At5g44340  

CCTCTTCTTCCTCCTCGTAC AGAGGTTGACGAGCAGATGA  54  350  

UBC9 
At4g27960  

GGAATTTGGATCGTGGGATTT  GTTTCACCACCCTTTCTTC  57,5  194  

La température d'hybridation (Tm en °C) ainsi que la taille des amplicons (en pb) attendue avec 
de l'ADNc comme ADN matriciel sont données. Les gènes de référence utilisés sont également 

listés. 

 

Les séquences nucléotidiques spécifiques correspondantes aux gènes d’intérêts 

et aux gènes de références ont été identifiées chez A. thaliana dans la banque de données 

The Arabidopsis Information Resource (TAIR ; www.arabidopsis.org). 
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Les amorces ont ensuite été dessinées via le programme « QuantPrime » 

(Arvidsson et al., 2008 ; http://www.quantprime.de/) dans la région codante (CDS : 

Coding DNA Sequence) ou dans les régions non traduites (UTR : UnTranslated Region) de 

la séquence d’intérêt selon plusieurs critères permettant une meilleure spécificité des 

amorces : une température de fusion (Tm) : 55 °C à 60 °C ; un taux en base G et C : 40 à 

70 % ; une longueur des amorces : 16 à 24 nucléotides. Pour la qRT-PCR, il faut 

également veiller à ce que la taille des amplicons soit inférieure à 130 pb pour une 

efficacité optimale de l’amplification et supérieure à 70 pb afin de pouvoir les distinguer 

des éventuels dimères d’amorces. 

Ensuite, l’outil Basic Local Alignment Search Tool (BLAST ; 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) a permis de contrôler que les séquences des amorces ne 

s’hybrident pas sur d’autres régions du génome d'A. thaliana. Après ces vérifications, les 

amorces ont été commandées auprès de la société Eurogentec (www.eurogentec.com). 

Ces amorces ont également été utilisées sur les ADNc issus des mutants pme48-

1 et ppme1 afin de vérifier l'absence des transcrits d'intérêt chez ces mutants. 

PCR quantitative en temps réel (qRT-PCR) : 

On utilise ici le SYBR® Green I. Cette molécule est un intercalant de l’ADN qui 

émet très peu de fluorescence à l’état libre. Lorsqu’il se fixe dans le petit sillon de l’ADN 

bicaténaire et qu’il est excité à 497 nm, il émet fortement à 520 nm. La fluorescence est 

mesurée à la fin de chaque étape d’élongation de chaque cycle, l’augmentation de 

fluorescence traduit donc la formation d’amplicons. La fiabilité de cette technique 

repose principalement sur la spécificité des couples d’amorces utilisés. La vérification de 

cette spécificité est contrôlée grâce à la courbe de fusion (melting curve). La courbe de 

fusion traduit la diminution de la fluorescence en fonction de l’augmentation de la 

température. 

Contrairement à une RT-PCR classique en point final, la qRT-PCR permet de 

suivre en temps réel l’incorporation d’un marqueur fluorescent (SYBR Green, Roche) 

dans les molécules d’ADN nouvellement formées. Elle est réalisée à l’aide d’un 

instrument LightCycler® 480 (Roche) et nécessite le logiciel LightCycler® 480 (version 

1.5) et le mélange commercial Lightcycler® 480 SYBR Green I Master. Lorsque de l'ADN 

double brin est formé durant la PCR, celui-ci incorpore le fluorochrome (Figure 33).  

http://www.quantprime.de/


 

89 
 

            

Figure 33 : Principe de la qRT-PCR avec le SYBR® Green. 
 1, Le SYBR Green libre émet peu de fluorescence. 2, L'amorce s'hybride sur sa séquence cible. 3, 
Accroissement de la fluorescence proportionnel à l'intégration du SYBR Green, c'est à cette étape 

que la fluorescence est mesurée avant de recommencer le cycle suivant. 

 

A chaque cycle de PCR, l'intensité de fluorescence est lue. Cette intensité est 

environ 2 fois plus importante d'un cycle au suivant (ceci dépend de l'efficacité des 

amorces utilisées). Le logiciel Roche®, détermine le nombre de cycle de PCR nécessaire 

pour atteindre un seuil de fluorescence détectable par le lecteur. Cette valeur est 

appelée point de croisement (Cp, Crossing point) et sera utilisée pour quantifier 

l’expression du gène étudié (Figure 34). 

 

 

Figure 34 : Schéma représentant le seuil de fluorescence détectable nommé Crossing point (CP) 
d'après Larionov et al., 2005. 

 

Le Cp est inversement proportionnel au logarithme de base 2 du nombre de 

copies initiales présentes dans le milieu réactionnel, c.à.d., plus le Cp d’un échantillon est 

faible, plus son nombre de copies initiales est élevé.  
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Pour tester l'efficacité des amorces, une PCR quantitative est réalisée sur une 

gamme de dilution d’ADNc (L'ADNc initial est dilué d'un facteur 3 en cascade). Pour cela, 

chaque échantillon d'ADNc dilué est utilisé pour faire une RT afin de tester les amorces 

selon le protocole : LightCycler® 480 SYBR Green I Master (ROCHE).  

Le milieu réactionnel est composé : de 2,5 µL d'ADNc matriciel et de 7,5 µL du 

mix constitué de tampon SYBR Green (concentration finale 1X), couples d'amorces (à 10 

µM final) et de l'eau stérile. Les différentes étapes du programme PCR sont présentées 

dans le Tableau 9. 

Tableau 9 : Les différentes étapes du programme utilisées pour la qRT-PCR. 

Programme Température Durée 

Activation 95°C 10 min 

Amplification 

95°C 10 sec 

60°C 15 sec 

72°C 20 sec 

Fusion 

95°C 10 sec 

60°C 1 min 

97°C 0,11°C/ sec 

Cooling 40°C 30 sec 

 

Ces réactions sont réalisées en duplicat dans des plaques 384 puits.  

Cent soixante-neuf ng d'ARN des différents échantillons ont été transcrits en 

ADNc en utilisant le kit QuantiTect reverse transcription (Qiagen). Une PCR a ensuite été 

faite en utilisant le milieu réactionnel du Tableau 10. 

Tableau 10 : Composition du milieu réactionnel pour la qRT-PCR : 

Lightcycler® 480 SYBR Green I Master 2X 5 µL 

ADNc matriciel 2,5 µL 

Couple d'amorces (10 µM) 0,5 µL 

Eau stérile à la fin 2 µL 

Volume total 10 µL 
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A l’issue de l’expérience, le logiciel reporte dans un graphique les moyennes des 

Cp en fonction du logarithme de la concentration en ADNc. La pente (a) de ce graphique 

est utilisée pour calculer l’efficacité (E) selon la formule : E = 10 (-1/a) 

Si pour un couple d’amorces E=2 on a 100 % d’efficacité, c’est-à-dire que l’on 

double la quantité de molécules d’ADN formées à chaque cycle. Toutes les amorces 

utilisées ont une efficacité supérieure à 1,8 (entre 1,8 et 2).  

Afin de sélectionner des gènes de référence stables, l’expression de 12 gènes a 

été suivie sur de l'ADNc provenant de grains de pollen secs, imbibés durant 1 h et de 

tubes polliniques cultivés durant 6 h de plantes sauvages. Parmi les 12 gènes testés, les 3 

gènes les plus stables ont été sélectionnés à l’aide du logiciel geNorm (Vandesompele et 

al., 2002). 

Les amorces utilisées pour mesurer l’expression des 14 gènes PMEs spécifiques 

du pollen, ainsi que les trois gènes de références (appelés R6, R9 et R12) sont présentées 

(séquences et efficacité) dans le Tableau 11.  

Tableau 11 : Liste des différents couples d'amorces utilisés pour la qRT-PCR.  
Leurs efficacités ainsi que la taille des amplicons sont indiquées. 

Gènes  Amorces R 5' - 3' Amorces L 5' - 3' pb Efficacités  
PPME1  GAGTTTACAAAGCGGGTGGTG  CCAGGATCACACAAAGCCAAG  130 2,055 

PME48  CACTCTCTTGGCTTTGTGTGACC  AGACTCCCGCACATGACAAGAC  80  1,9  

PME49  GAAAGCAGCCTTATCGCCGTTG  AAACACTTCTCCAATGCCAAAGCC  80  1,97  

PME50  GAGGAGGAAGTAGCCATGTGGA CGAAGTTACGCCTTTCCTCACTC  62  2  

PME67  CGGAATGTGCACTCTCTCCTTG  TCGATGCTGTCCCTGTTGGTAAC  83  1,94  

PME13  AGCCTGAGGCACTGATCCAA  GGTCATAAACAAGGAGGAGGCTTT  77  1,99  

PME04  AACCTGAACTGTGGCACTGAGG  ACAACAGAAGTGTTGCTCTCAGC  62  1,89  

PME05  CGTTCACTCTGATAGCCACAGC  TTCCCTTAGTGGCACAGTCCAG  113  1,9  

PME21  AGTAGTTTCCAACAATGGCGACAG  CCATGTCGCATCTTGTGTTCATCG  123  1,93  

PME23  TCCAGCTGTGTTCTCGATTCCG  GACCTTCCTAACAGCCACAATCAC  79  1,91  

PME37  TCCCAATGGACCAGCAGTGTTC  ACCGTTCAGGTCGAATCTGAGG  72  1,92  

PME43  CGCAAACGTCTCGTTCCACTTC  TCTTCCCGTGAAAGCCAAGAAC  136  1,94  

PME45  TGTTTCCCGTCACGATCGTCTTC  TGCCAAGTACCAAGGAAGGTACAC  134  1,92  

PME28  ACTGCCAAGTAATCCGGTTCGC  GCGAGAATCCACGGGATTTGTTC  66  1,94  

R6 : At3g28750  TGCCCAACTTAACAGCGAGGTC  AGGCGATGGTTATTGCACAAGC  63  1,946  

R9 : At3g57690  AAAGAGCCAAGAGCTGGCAACG  AAGAAGATTGCTTGCGGTGTGC  131  1,893  

R12 : At5g59370  CCGTCTTCGTTTGGTGATCTTAGG  GCAGATGTGGATTGCGAAAGCAG  102  1,894  
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 La dernière étape de la PCR, appelée étape de fusion, permet de déterminer si 

un seul produit de PCR a bien été amplifié dans chaque puits. La courbe de fusion est 

obtenue en mesurant l’intensité de fluorescence en fonction de l’augmentation de la 

température. Si le produit amplifié par la PCR est bien unique, alors un seul pic 

apparaîtra sur cette courbe et le couple d’amorces utilisé sera validé. 

L’expression des gènes est calculée en utilisant la formule suivante : 

  (1/ Ec.CPc)/(1/ Er.CPr) soit Er.CPr / Ec.CPc  

avec Ec=efficacité du gène cible, Er=efficacité du gène de référence, CPc=crossing point 

du gène cible et CPr= crossing point du gène de référence. 

Dans le cas de l’analyse de l’expression du gène PME48, celle-ci a aussi été mesurée chez 

le mutant pme48-1 par rapport à la plante sauvage en utilisant la formule suivante : 

  Ec∆CPc/Er∆CPr , ici ∆CP=CPsauvage-CPmutant 

II. 4. MÉTHODOLOGIE EN IMAGERIE CELLULAIRE : 

II. 4. a. Enrésinement au méthacrylate et coupe au microtome : 

Le méthacrylate : 

Le méthacrylate est un sel ou ester de l'acide méthacrylique. Les méthacrylates 

se polymérisent en donnant les résines méthacryliques, thermoplastiques et incolores, 

qui ne dénaturent pas les sites de fixation des anticorps : les épitopes restent accessibles 

pour les immunomarquages ainsi que pour les colorations cellulaires. Cette technique 

permet de plus, d'obtenir des coupes semi-fines de l'échantillon d'intérêt. 

Avant l’enrésinement, les échantillons (pollen sec ou imbibé 1h) ont été fixés 

dans une solution d'acide acétique / éthanol (1 : 3 ; v/v). Après 3 rinçages à l’éthanol 

70%, les grains de pollen sont enrobés dans de l'agarose 2 % (p/v) afin de constituer un 

bloc contenant les échantillons. Les blocs d’agarose sont enrésinés au méthacrylate en 

suivant le protocole décrit par Baskin et al., (1992). 
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Les échantillons sont déshydratés dans des bains successifs d'éthanol (75, 95 et 

100%). Les échantillons sont alors traités par des bains croissants (25, 50, 75 et 100%) 

d’une solution de DTT 10 mM, butylméthacrylate / méthylméthacrylate (4 : 1; v/v) et 20 

mM de Benzoin ethyl ether 97 % (Sigma). Après un bain pendant une nuit dans la 

solution à 100 %, deux bains de 1 h et 2 h dans cette solution à 100 % sont à nouveau 

réalisés avant de placer les échantillons dans des capsules sous UV (365 nm) à 4 °C 

durant 24 h pour que la polymérisation ait lieu. Une fois les blocs polymérisés, ceux-ci 

sont sortis des capsules. 

Coupes semi-fines : 

Des coupes semi-fines des blocs de résine contenant les grains de pollen secs ou 

imbibés (1 h dans du MGL) sont réalisées avec un ultramicrotome (UM EC06) disponible 

sur la plate-forme PRIMACEN. Cet appareil permet de faire des coupes semi-fines (1 μm) 

et ultrafines (60 nm) à température ambiante. Afin d'avoir des coupes étirées, des 

vapeurs de chloroforme sont appliquées au-dessus des coupes. Ces coupes sont ensuite 

déposées sur des lames de diagnostic 10 puits (Ø 6 mm ; VWR) préalablement traitées 

avec une solution de Poly-L-Lysine 0,01% afin de fixer les coupes sur les lames. 

II. 4. b. Marquages cytochimiques : 

Coloration GUS : 

Le gène GUS code pour la β-glucoronidase dont le substrat (X-gluc) est contenu 

dans le tampon de coloration. La dégradation du X-Gluc par la β-glucoronidase entraîne 

la formation d’un précipité bleu. Il y aura donc apparition d’une coloration bleue au 

niveau de la zone d’expression du promoteur lié au gène rapporteur. 

La coloration GUS est effectuée sur des grains de pollen secs, des tubes 

polliniques cultivés in-vitro et in-vivo sur des fleurs auto-pollinisées. Les fleurs et les 

grains de pollen secs sont fixés dans une solution d'acétone 80 % sur de la glace pendant 

20 min, puis l'acétone est retiré à la pipette pour les fleurs et après centrifugation 7 min 

à 5000 g pour les grains de pollen. Les tubes polliniques n’ont pas été traités à l’acétone 

mais centrifugés 7 min à 5000 g afin d’enlever le milieu de germination. 
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Les échantillons sont ensuite rincés 3 fois avec du tampon (50 mM de Tampon 

Phosphate de Sodium ph 7 ; 2 mM de ferricyanide de potassium et 0,2 % de Triton 

X100). Les échantillons sont incubés dans le tampon de coloration (composé de tampon 

de rinçage supplémenté de X-Gluc à 1 mM final) à 37 °C, à l’obscurité dans une étuve 

jusqu'à l’apparition de la coloration (environ 16 h). Les fleurs sont décolorées par des 

bains successifs d’éthanol 70% et observées sous loupe binoculaire. Les grains de pollen 

et les tubes polliniques n’ont pas été décolorés mais directement observés au 

microscope en lumière transmise. 

Coloration à l'aniline bleue des tubes polliniques in-vivo : 

Les pistils pollinisés et fixés (cf. Culture du pollen in-vivo) sont réhydratés dans 

des bains successifs de 10 min dans des solutions d’éthanol à 70, 50, 30% (v/v) puis un 

bain d’eau milliRO. La décoloration des tissus est réalisée en immergeant les pistils dans 

une solution de NaOH (8 M) sur la nuit. Le pistil est lavé 5 fois durant 10 min avec de 

l’eau milliRO afin d’éliminer la soude. Une incubation de 2 h à l'obscurité dans une 

solution de 0,1 % (p/v) de bleu d’aniline décolorée dans un tampon 100 mM K₃PO₄ à pH 

11-12 a permis la détection de la callose et ainsi la visualisation des tubes polliniques 

dans le pistil en microscopie à fluorescence.  

Test de viabilité au FDA (Fluorescein Di Acetate) : 

Le principe de la coloration vitale au FDA est le suivant : lorsqu'une cellule 

vivante est en contact avec FDA qui est non fluorescent, les estérases de cette cellule 

vont cliver la molécule et la rendre fluorescente (Figure 35). Par conséquent, seules les 

cellules vivantes fluoresceront.  
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Figure 35 : Schéma représentant l'action des estérases d'une cellule vivante avec le FDA, 

permettant ainsi l’estimation de la viabilité.  
Les estérases sont représentées par les secteurs orange (d'après Daher et al., 2009). 

  

Ainsi par comptage des grains de pollen en lumière transmise comparé au 

comptage des grains de pollen fluorescents au microscope à épi-fluorescence, on peut 

déterminer le pourcentage de grains de pollen viables.  

La solution mère de FDA (Sigma) à 10 % (p/v dans de l'acétone) est diluée dans 

une solution de saccharose 10% pour une concentration finale de 0,2 mg.mL-1. Des 

grains de pollen matures et réhydratés durant 30 min dans du MGL sont centrifugés 10 

min à 4000 g avant d’être repris dans 250 µL de cette solution FDA/saccharose. Le 

mélange est déposé sur lame et laissé à l'obscurité pendant 5 min avant observation au 

microscope à épi-fluorescence.  

II. 4. c. Immunomarquages : 

Immunomarquage de surface :  

Des grains de pollen secs, imbibés et des tubes polliniques issus de 80 fleurs et 

cultivés pendant 6 h sont fixés pendant 2 h dans du tampon (v/v) composé de 100 mM 

de tampon PIPES, pH 6,9 ; 4 mM MgSO₄ 7H₂O ; 4 mM EGTA ; 10 % (p/v) de saccharose et 

5 % (v/v) de formaldéhyde, puis déposés sur des lames à puits préalablement traitées 

avec 0,01 % (v/v) de Poly-L-Lysine.  
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Les lames sont rincées 3 fois avec une solution tampon Phosphate salin 1X 

(Phosphate Buffer Saline, PBS : 50 mM de tampon PIPES pH 6.9, 2 mM MgSO4 7H2O, 2 mM 

EGTA). Les sites non spécifiques sont saturés par 30 µL d’une solution de PBS-lait 3 % 

(p/v) pendant 30 min à température ambiante. Après 3 rinçages avec du PBS, les 

anticorps primaires (JIM5 et JIM7 ou LM19 et LM20) (Tableau 12) dilués au 1/5ème sont 

ajoutés et incubés avec les grains de pollen ou les tubes polliniques pendant 16 h à 4 °C.  

Tableau 12 : Liste des anticorps monoclonaux dirigés contre les épitopes associés aux HGs. 
Anticorps 

primaire 

Organisme de 

production 
Polymère reconnu Références 

JIM 5 Rat HG faiblement méthyl-estérifiés Clausen et al., 2003 

JIM 7 Rat HG fortement méthyl-estérifiés Clausen et al., 2003 

LM 19 Rat HG faiblement méthyl-estérifiés Verhertbruggen et al., 2009 

LM 20 Rat HG fortement méthyl-estérifiés Verhertbruggen et al., 2009 

 

Les grains de pollen et les tubes polliniques sont rincés 3 fois avec du PBS puis 

incubés à 30 °C pendant 3 h à l’obscurité avec l’anticorps secondaire anti-rat couplé à la 

Fluorescéine IsoThioCyanate (FITC), dilué au 1/100ème dans du PBS. Les échantillons 

sont finalement rincés 3 fois avec du PBS, avant d’être observés sous microscope à épi-

fluorescence. Les contrôles négatifs sont aussi réalisés en omettant l’anticorps primaire.  

Immunomarquage sur coupes semi-fines :  

Les lames sont rincées 3 fois avec une solution de PBS. L'étape de saturation et 

les étapes suivantes d'immunomarquages sont identiques à celles effectuées pour les 

immunomarquages de surface (cf. ci-dessus). 

II. 4. d. Microscopes, acquisition et traitement d’images : 

Une partie des photographies prises en microscopie ont été réalisées à l'aide du 

matériel disponible sur la plate-forme PRIMACEN ou le plateau technique du GRR 

Végétal, Agronomie, Sols et Innovations, tous deux financés par la région Haute-

Normandie et situés sur le campus de l'Université de Rouen.  
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Les lames de culture de pollen in-vitro et in-vivo sont observées en microscopie 

photonique et à épi-fluorescence (Leica DLMB), et les photographies ont été acquises à 

l’aide du programme Leica FW4000 et de la caméra Leica DFC300FX.  

Pour les colorations à l’aniline bleue, les pistils ont été observés sous UV avec un 

filtre permettant une excitation entre 320-390 nm et une émission à 461 nm. Pour la 

coloration vitale au FDA, des grains de pollen ont été observés avec l'excitation sous UV 

(excitation à 470 nm, émission à 515-565 nm). Finalement pour les marquages FITC, les 

échantillons ont été observés avec un filtre permettant une excitation entre 485–520 nm 

et une émission entre 520–560 nm. 

Pour le time laps, les lames sont placées sur le microscope inversé (Leica DMI 

6000B équipé d'une caméra Leica DFC450C et du logiciel LAS) et les images ont été 

acquises au rythme d’une image toutes les 5 min pendant 6 ou 24 h.  

Les observations de la YFP ont été réalisées avec le microscope confocal inversé 

(Leica TCS SP2 AOBS) équipé du logiciel LAS AS avec un filtre d'excitation à l'Argon, 488 

nm ; un filtre d'émission SPC 525 d'une longueur d'onde comprise entre 510 et 530 nm. 

La puissance du laser, le gain et l'offset sont identiques à chaque prise afin de pouvoir 

comparer les images entre-elles. Un contrôle approprié a été réalisé sur des grains de 

pollen de type sauvage pour exclure la possibilité de diaphonie entre l'auto-fluorescence 

du grain de pollen et le fluorochrome avant l'acquisition de l'image. 

Les grains de pollen secs ont aussi été observés en microscopie électronique à 

balayage (Hitachi TM3000) en mode analytique (15 kV) sans préparation préalable.  

L’ensemble des mesures (le pourcentage de germination du pollen, longueur et 

vitesse de croissance des tubes polliniques …) a été réalisé sur les images à l'aide du 

logiciel ImageJ (Abramoff et al., 2004). Le plugin d'ImageJ permettant le comptage de 

cellules : Cell counter, a été utilisé. Un grain de pollen a été considéré comme germé 

lorsque la longueur du tube est au moins égale au diamètre du grain.  
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II. 5. ANALYSES BIOCHIMIQUES : 

II. 5. a. Extraction et dosage des protéines : 

Pour les dosages protéiques, enzymatiques ainsi que pour la focalisation 

isoélectrique suivi du zymogramme: le pollen de fleurs matures WT ou pme48-1 a été 

récolté avec un aspirateur d’après la méthode développée par Johnson-Brousseau et 

McCormick (2004). Après élimination des débris, le pollen est broyé à l'aide d'un 

micropotter dans un tube eppendorf de 1,5 mL avec 400 µL de tampon d'extraction 

contenant Na₂HPO₄ 50 mM, acide citrique 12,5 mM, NaCl 1M, Tween 20 0.01 % (v/v), 

PVPP 0,2 % et de l'anti-protéase (Roche), pH 7.5. Les broyats sont incubés sous agitation 

rotative à 4 °C sur la nuit, puis centrifugés (45 min à 10000 g).  

Afin de dessaler et concentrer les extraits protéiques, les membranes Amicon® 

Ultra Centrifugal Filter Units (Millipore), possédant un seuil de coupure de 10 kDa, sont 

utilisées. Pour cela, les membranes sont préalablement équilibrées avec 500 μL d'eau 

stérile puis centrifugées à 13000 g pendant 5 min. L'extrait protéique est ajouté et 

centrifugé 15 min à 13000 g à 4 °C. Trois rinçages à l’eau stérile sont ensuite effectués. 

Pour finir, la colonne est retournée dans un nouveau tube et l'élution est réalisée en 

centrifugeant 2 min à 10000 g à 4 °C. 

Dosage protéique : 

Les extraits protéiques sont dosés à l’aide de la méthode de Bradford (Bradford, 

1976), en utilisant le réactif Protein assay (Bio-Rad). Cette réaction donne une couleur 

bleue à la solution permettant le dosage des protéines au spectrophotomètre à la 

longueur d'onde de 595 nm (Bradford, 1976). Nos échantillons ont été dosés contre une 

gamme étalon allant de 0 à 20 µg de protéine réalisée à partir d'une solution mère de 

BSA (Bovin Serum Albumin) à 2 mg.mL-1. 

II. 5. b. Dosage de l'activité PME : 

L’activité PME totale a été mesurée grâce à la méthode de Klavons (Klavons et 

Bennett, 1986). Le méthanol libéré par l’action des PMEs est oxydé par l'alcool oxydase 
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pour former du formaldéhyde. Cent microlitres d'échantillon sont mélangés à 1 mL 

d’une solution d'alcool oxydase à 1 U.mL-1 dans du phosphate de sodium 100 mM, pH 

7,5. Un millilitre d’une solution de pectines 1 % (m/v) (Sigma; DM > 85 %) est ajouté et 

le mélange est incubé à 25 °C pendant 15 min. La réaction de dé-méthylestérification est 

stoppée par ajout d’1 mL d’une solution d'acétate d'ammonium 200 mM et d'acide 

acétique à 50 mM. Le dosage colorimétrique est réalisé après incubation pendant 15 min 

à 60 °C avec 20 mM de 2,4-pentanedione qui réagit avec le formaldéhyde formé et donne 

un composé jaune détectable à 412 nm. Une gamme étalon de méthanol est réalisée en 

parallèle avec des concentrations comprises entre 0 et 25 µg. 

II. 5. c. Focalisation isoélectrique et zymogramme : 

Afin de séparer et visualiser l’activité spécifique des différentes isoformes de 

PMEs présentes dans les extraits protéiques, un zymogramme des activités PMEs est 

réalisé à partir d’une IEF. Avec cette méthode, seules les isoformes majoritaires 

présentant une activité PME importante sont observables.  

La séparation par IEF est effectuée en fonction du point isoélectrique (pI) des 

PMEs. En effet, chaque isoforme va migrer au sein d’un gel présentant un gradient de pH, 

vers son état d’équilibre, qui correspond au pH égal au pI. Pour séparer les isoformes, un 

gel de gradient de pH 6-10,5 (Pharmalytesᵀᴹ 6-10,5 pour IEF de GE Healthcare Bio-

sciences AB) dans 5,8 % (m/v) acrylamide (Tableau 13) est préparé en suivant les 

instructions du fabricant en utilisant le système Multiphor II (LKB Pharmacia). Le gel 

préparé est coulé entre deux plaques de verre contre une membrane plastique (Gel-

Bond) en contact aqueux avec la plaque de verre n°2. 

Tableau 13 : Tableau des composants du gel d'IEF. 

Composé  Concentration  
solution mère  

Volume  Concentration 
finale  

Acrylamide / 
Bisacrylamide  

40% (m/v) (29:1)  3,75 mL  5,8% (m/v)  

Eau milliRO   19,79 mL   
Ampholytes   1,8 mL  1 X  

APS  10%  0,15 mL  0,05% (m/v)  
Temed   0,001 mL   
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Après polymérisation, le gel est démoulé et déposé sur une plaque réfrigérée à 

4°C. Des bandes acides ou anodes (acide aspartique 25 mM et acide glutamique 25 mM) 

et basiques ou cathodes (Ethylène-diamine 2 M, Arg 25 mM et Lys 25 mM) sont 

disposées sur le gel. Afin d’établir un gradient de pH entre les 2 bandes, une pré-

focalisation est réalisée pendant 15 min en ampérage constant à 15 mA. Le voltage et la 

puissance maximum étaient respectivement limités à 3000 V et 15 W. Ensuite, un 

bracelet de dépôt est placé dans le tiers acide du gel. La séparation des isoformes par IEF 

est réalisée en puissance constante à 300 V, 55 mA, 25 W pendant 50 min puis 5 min 

supplémentaires à 30 W. 

Le gel de migration est ensuite récupéré et rincé pendant 30 min avec une 

solution de Tris-HCl 20 mM et EDTA 5 mM à pH 8,5, afin d’éliminer les ampholytes. Le 

gel est incubé une nuit en faisant un sandwich de 1 % (p/v) pectine de citron avec un 

DM 85 % (Sigma) et 1 % (p/v) d’agar selon Bertheau et al. (1984) dans un tampon (Tris-

HCl 20 mM, EDTA 5 mM, NaCl 160 mM, pH 7,6). Les pectines dans le gel en contact avec 

les PMEs vont être dé-méthyl-estérifiées. Afin de révéler cette dé-méthylestérification, le 

gel est rincé à l’eau déionisée, traité avec 0.1 M d’acide malique et incubé dans une 

solution de rouge de ruthénium à 0,02 % durant 3 h comme proposé par Thonar et al. 

(2006). Le réactif colore les structures poly-anioniques, ce qui permet de mettre en 

évidence les charges négatives libérées lors de la dé-méthylestérification des HGs et 

visualiser l’activité PME des différentes isoformes séparées présentes au sein du gel de 

migration. Le gel est ensuite séché à température ambiante et photographié avec un 

appareil photo NOKIA sur une table visionneuse. 

II. 5. d. Estimation du degré de méthyl-estérification des HGs par 

spectroscopie en Infra-Rouge par Transformée de Fourrier : 

La spectroscopie en Infra-Rouge par Transformée de Fourrier (Fourrier 

transformed infra-red spectroscopy ou FTIR) permet d'estimer le degré de méthyl-

estérification des pectines (Gnanasambandam et Proctor, 2000 ; Manrique et Lajolo, 

2002 ; Gribaa et al., 2013). 

Les grains de pollen matures secs collectés avec un aspirateur (8 mg) et dont les 

débris ont été enlevés à la pince sont traités 3 fois à l'éthanol 70 % pendant 30 min à 

température ambiante. Des centrifugations de 10 min à 6000 g ont permis de concentrer 
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les grains de pollen entre chaque bain d'éthanol. Les grains sont ensuite broyés dans 

l’éthanol dans un tube Eppendorf pour obtenir l’AIR (alcohol insoluble residue). Cet AIR 

est ensuite centrifugé, puis traité à l'eau bouillante durant 1 h 30 min dans un bain marie 

sous agitation à 95°C. Après lyophilisation, les échantillons sont stockés dans une cloche 

à vide contenant du silica-gel afin d’éviter la réhydratation des lyophilisats. 

Les fractions enrichies en pectines sont analysées avec un OMNI-Sampler FT-IR 

spectroscopy (version 5.2a) à 4 cm⁻¹ de résolution. Le degré de méthyl-estérification 

(DM) a été calculé en utilisant les intensités de l'absorbance à 1630 et 1740 cm⁻¹ 

correspondant aux groupes carboxyls (COO⁻) des acides galacturoniques et aux 

groupements méthyl-ester, à l'aide de la formule suivante DM= A1740 / (A1740+A1630) 

(Gnanasambandam et Proctor, 2000 ; Manrique et Lajolo, 2002 ; Gribaa et al., 2013). Les 

valeurs présentées sont la moyenne obtenue de 10 spectres acquis par échantillon et de 

3 réplicats biologiques. Des pectines commerciales avec un DM connu ont été utilisées 

comme contrôles. Les DMs obtenus par cette méthode de calcul étaient : DM <85% a 

donné 75,1 ± 2,5% ; DM 55-70% a donné 60,5 ± 1,5% ; DM 20–30% a donné 26,9 ± 3,4% 

; DM = 8,6% a donné 10,8 ± 0,9%). 

II. 6. ANALYSE IN SILICO ET TRAITEMENTS STATISTIQUES : 

Analyse phylogénétique : 

Des alignements de séquences ont été réalisés grâce à l'algorithme ClustalW 

(Thompson et al., 1994) disponible au sein du logiciel MEGA 4 (Tamura et al., 2007). Les 

réglages utilisés sont les suivants : Point accepted mutation (PAM) pairwise gap 

opening/extension penalties de 10/0.1, et multiple aligment gap opening/extension 

penalties de 10/0.2. Le phylogramme est construit à partir de chaque alignement ainsi 

généré en utilisant la méthode du neighbour-joining (Saitou et Nei, 1987) afin de tenir 

compte des différences de vitesse d'évolution entre les différentes branches de l'arbre 

phylogénétique. 
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Statistiques : 

Toutes les données ont été traitées statistiquement avec un test paramétrique 

pour échantillons indépendants, avec une variable de type ordinale (par le test de 

Student pour la comparaison de deux échantillons ou le test ANOVA pour comparaison 

de plus de deux échantillons) à l’aide du programme Prism (GraphPad Software Inc, 

USA, www.graphpad.com), avec une p value inférieure à 0,05.  

  

http://www.graphpad.com/
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III. RÉSULTATS 

III. 1. ANALYSE DE L’EXPRESSION DES PMEs DANS LES 

GRAINS DE POLLEN ET LES TUBES POLLINIQUES   

SAUVAGES :  

III. 1. a. Analyses bioinformatiques : 

Arbre phylogénétique des PMEs : 

Parmi les 66 gènes PMEs prédits dans le génome d'A. thaliana, 14 semblent 

spécifiquement exprimés dans le gamétophyte mâle (données de Genevestigator, Hruz 

et al., 2008 et e-FP Browser, Winter et al., 2007). 

La première étape de cette étude a été de compléter une partie des données de 

bioinformatique prédites par les banques de données, en utilisant la phylogénie. Le 

profilage phylogénétique est basé sur le concept que les gènes liés fonctionnellement 

entre eux subissent les mêmes pressions de sélection au cours de l'évolution (Pellegrini 

et al., 1999). Pour cela, un phylogramme a été réalisé, à partir des séquences 

génomiques des PMEs (Figure 36), afin de vérifier si les isoformes exprimées 

exclusivement dans le gamétophyte mâle ont suivi la même évolution phylogénétique et 

se retrouvent dans un même cluster.  

Le phylogramme (Figure 36), montre que les différentes isoformes de PMEs 

spécifiques du grain de pollen ne se retrouvent pas dans un même cluster. Ce qui signifie 

que leur évolution au cours du temps n'a pas été la même, et que le caractère spécifique 

au gamétophyte mâle ne vient pas d'une évolution commune de ces PMEs. 

Parmis les 3 PMEs ubiquitaires présentées dans le phylogramme, celles codées 

par les gènes At3g29090 et At5g09760 sont exprimées dans tous les organes de la 

plantes, durant tout de développement de celle-ci, exception faite du gamétophyte mâle 

(se référer à la partie I. 4. e. Implication des PMEs et des PMEIs dans le remodelage des 

HGs lors de la croissance du tube pollinique : Figure 30 : Expression des PMEs dans 

l'ensemble des tissus chez A. thaliana.)  
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Figure 36 : Arbre phylogénétique des 66 PMEs d'A. thaliana, construit à partir des alignements 

des séquences d'ADN obtenus par ClustalW, et généré en utilisant la méthode du neighbour-
joining.  
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Les 14 PMEs spécifiques du pollen sont encadréesen rouge et trois ubiquitaires sont encadrées 
en bleu. L'encadré vert présente l'arbre phylogénétique construit à partir des alignements des 

séquences protéiques des 14 PMEs spécifiques du pollen. Les 4 PMEs du groupe I sont 
regroupées dans un même cluster (en vert). 

Analyse de l’expression des PMEs spécifiques du pollen d'après e-FP Browser : 

Les données de transcriptomique semblent indiquer que les niveaux 

d’expression des gènes évoluent au cours de la maturation du grain de pollen. Les 

niveaux d’expression analysés sont les expressions absolues, normalisées par la 

méthode GCOS (ref Genevestigator) et provenant des puces affimetrix ATH1 récupérées 

depuis EFP Browser (http://www.bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi). 

Les gènes les plus exprimés durant la microgamétogenèse sont les mêmes que 

ceux retrouvés dans les grains de pollen matures, secs et imbibés (Tableau 14). PME4 

(VANGUARD HOMOLOGUE, VGDH1) et PME5 (VANGUARD, VGD1) (expression allant de 

1888,5 dans le pollen unicellulaire à 9592,1 dans le grain de pollen mature), PPME1 et 

PME48 (expression allant de 1041,8 dans le pollen unicellulaire à 7600,7 dans le grain 

de pollen mature), ainsi que PME50 (expression allant de 63,8 dans le pollen 

unicellulaire à 8606,5 dans le grain de pollen mature) sont les 5 gènes les plus exprimés. 

PME37 est très exprimé dans le grain de pollen tricellulaire et dans les grains de pollen 

matures (respectivement 7934,6 et 6829,9), mais peu durant les premières étapes de la 

microgamétogenèse (avec 333,6 dans le pollen unicellulaire et 2380,35 dans le pollen 

bicellulaire). 

Dans les tubes polliniques cultivés in-vitro durant 4 h, les gènes les plus 

exprimés sont PME50 (avec 7258,6), PME4 et PME5 (avec 6539,65), PME37 (avec 

5546,22), PME67 (avec 4826,6), PPME1 et PME48 (avec 4702,65), PME21 (avec 

4618,88), PME13 (avec 4361,9) et PME49 (avec 3144,6).  

Les gènes les plus exprimés dans les tubes polliniques cultivés en semi in-vivo 

sont assez similaires à ceux trouvés en in-vitro. Ce sont dans l’ordre décroissant 

d’expression PME4, PME5, PME50, PME21, PME13, PME37 et PME67 (Tableau 14), suivis 

de PPME1 et PME48. 
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Tableau 14 : Niveaux d'expression des 14 PMEs spécifiques du pollen d'après les données de 
transcriptomique dans e-FP Browser. 

 

 
  

 Quatre PMEs présentent des caractéristiques intéressantes. En effet, les données 

de microarray ne permettent pas de distinguer une différence du niveau d’expression 

entre PPME1 et PME48 (Tableau 14. encadré rouge) ni entre PME4 et PME5 (Tableau 14. 

encadré jaune). Du fait de la similarité des niveaux d’expression des deux gènes PPME1 

et PME48, nous nous sommes intéressés dans un premier temps à comparer leurs 

séquences nucléotidiques. Ainsi, un alignement des séquences des ADNc de PPME1 et 

PME48 montre qu’ils partagent 95 % de leurs acides nucléiques (Annexe 1 A, Figure 69 

A). Les deux gènes possèdent chacun 5 exons de tailles identiques à savoir, 204, 276, 

207, 239 et 160 pb (Figure 37).  
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Figure 37 : Représentation schématique des séquences génomiques de PME48 et PPME1. 

 

 En revanche, les parties non traduites (UTR), en 3’ (promoteur) et en 5’ sont 

très différentes (Seulement 45 % de similarité pour les régions 5'UTR alignées via 

ClustalW2, se référé à l'Annexe 1). L’expression de ces gènes pourrait donc être très 

différente, bien que non observée sur les puces Affimetrix ATH1. De même, l’alignement 

des séquences en acides aminés (AA) de PPME1 et PME48 indique que ces deux 

protéines partagent 97 % de leurs AA (BlastP, Figure 38).  

Les deux protéines possèdent 361 AA et seulement 12 AA différents. Sept 

d’entre eux, même s’ils ne sont pas identiques, présentent les mêmes caractéristiques 

biochimiques (Figure 38). Par exemple, l’AA 19 est une thréonine (Thr, T) chez la PPME1 

et une sérine (Ser, S) chez la PME48, or ces deux AA portent une fonction alcool. Donc, 

ces deux séquences présentent 99 % d’AA de même nature biochimique. Cinq AA 

diffèrent au niveau du peptide de signalisation, dont 4 gardent les mêmes propriétés 

biochimiques (+). Au niveau des domaines catalytiques, seuls 2 AA diffèrent, en 101ème 

et en 343ème position. PPME1 possède une proline (Pro, P) et une arginine (Arg, R) tandis 

que PME48 une histidine (His, H) et une cystéine (Cys, C).  
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Figure 38 : Alignement des séquences en acides aminés de PPME1 et PME48.  
Les protéines issues de l’expression des gènes PPME1 et PME48 possèdent 97% d’AA identiques 

(en rouge) et 99% d’AA similaires (de même nature biochimique ; + rouge). Valeurs obtenues 
avec BLASTp. Cinq AA diffèrent dans le peptide signal (surligné en jaune), dont 4 restent 

similaires (+ rouge). Dans les domaines catalytiques (surlignés en vert), seuls 2 AA diffèrent, en 
101ème position et en 343ème position.  

 

Cette grande homologie a conduit parfois à une erreur d’étiquetage avec 

At5g07410 se référant à PPME1 (Ge et al., 2011). De même, lors des études du mutant 

ppme1 (Tian et al., 2006), les amorces utilisées (amorces LP 5'-

CCGGCACCAGATGGTAAAACT-3' et RP 5'-TGGATGTAGCCGAGGGATAGG-3) pour 

sélectionner le mutant ppme1 s’hybrident aussi sur les ADNc de PME48. Elles permettent 

d’obtenir la même taille d'amplification par PCR (soit 559 paires de bases, cf. Annexe 1a, 

Figure 69 A). L'étude de Tian et collaborateurs ne permet donc pas de distinguer PPME1 

de PME48. Le second couple de gènes dont les niveaux d’expressions sont similaires 

(At2g47040 et At2g47030, codant respectivement pour PME4 (VGD1) et PME5 (VGDH1) 

(Jiang et al. 2005). 
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III. 1. b. Analyse des niveaux d’expression des PMEs par                

RT-qPCR : 

Afin de connaître plus précisément les niveaux d’expression des 14 gènes PMEs 

spécifiques du pollen, une étude par PCR quantitative en temps réel a été entreprise sur 

les ADNc de pollen sauvage en collaboration avec le laboratoire BioPi (Université 

Picardie Jules Verne à Amiens).  

Après validation de la spécificité des amorces pour chaque PME (amorces 

présentées dans le Tableau 11 (cf. II. 3. e. Étude de l'expression des gènes par qRT-PCR : 

l'expression des 14 gènes a été analysée dans des grains de pollen secs et imbibés 

pendant 1 h dans un milieu liquide ainsi que dans des tubes polliniques âgés de 6 h 

(Figure 39). On observe que l’expression des PMEs spécifiques du pollen évolue au cours 

de l’imbibition et de la germination. Certains sont fortement exprimés dans les trois 

échantillons testés, comme PME5, PME48, PME4 et PME50, tandis que d'autres sont très 

faiblement exprimés comme PME23, PME43, PME45 et PME28.  

Sur les 14 gènes, 4 sont fortement exprimés dans les grains de pollen secs : 

PME4 (VGDH1), PME5 (VGD1), PME37 et PME48 (Figure 39 A). Au cours de l'imbibition 

et dans les tubes polliniques cultivés in-vitro, PME4, PME5, PME50 ainsi que PME48 sont 

fortement exprimés par rapport aux 10 autres PMEs (Figure 39 B et C). PME48 et PME50 

appartiennent aux PMEs du groupe I, tandis que les PME4 et PME5 (Jiang et al., 2005) 

appartiennent au groupe II. 
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Figure 39 : Analyse des niveaux d’expression des transcrits des PMEs spécifiques du pollen par 
RT-qPCR dans des grains de pollen secs (A), après une heure d'imbibition (B) et dans des tubes 

polliniques cultivés pendant 6 h en MGL (C).  
Le locus et le nom des protéines sont indiqués. Une quantité égale d'ADNc a été utilisée pour les 

réactions de PCR.  
  

Lorsque l'on compare ces résultats de RT-qPCR (Figure 39) avec les données de 

transcriptomique (Tableau 14), on observe à la fois des similarités mais aussi des 

différences très importantes.  

Dans les 2 analyses, PME4 et PME5 sont les deux gènes les plus exprimés dans le 

pollen mature sec, imbibé et dans les tubes polliniques. PME37 et PME50 ont aussi un 

niveau d’expression assez élevé. Par contre, pour les 2 gènes PPME1 et PME48 non 

discriminés par les analyses de microarray, il apparaît que PME48 soit nettement plus 

exprimé. Sur les 14 PMEs, PME48 est le deuxième gène le plus exprimé après PME5 dans 

les grains secs et imbibés. 
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III. 1. c. Cinétique d'expression des promoteurs :  

Analyse de l’expression de PROPPME1, PROPME48 et PROPME23 avec le gène 

rapporteur GUS : 

Afin de vérifier si les gènes PPME1, PME48 et PME23 sont uniquement exprimés 

dans le pollen, l'activité des promoteurs de PME48, PPME1 et PME23 a été analysée en 

utilisant une construction possédant le gène rapporteur GUS.  

Dans les trois cas, l'activité GUS est détectée dans les grains de pollen secs 

(Figure 40 A, C-E et G), dans les tubes polliniques cultivés in-vitro (Figure 40 B, F, G 

encadré) et in-vivo (Figure 40 C, E, G).  

 
Figure 40 : Analyse de l'expression des promoteurs de PME48 (A, B, C), PPME1 (D, E, F) et 

PME23 (G). 
 La présence de l’activité GUS contrôlée par les promoteurs PROPME48, PROPPME1 et PROPME23 a été 
détectée par coloration au X-Gluc sur des grains de pollen secs (A, D), sur des tubes polliniques 

cultivés in-vitro pendant 6 h (B, F, G insert) et in-vivo dans les grains de pollen et les tubes 
polliniques (C, E, G). H, Absence de l'activité GUS dans les organes floraux sauvages (WT) in-vivo. 

a, anthères ; ov, ovaires ; ovu, ovules ; pt, tube pollinique ; s, stigmate ; st, style; tt, tissu de 
transmission. Barres d'échelles : A, B, D, F : 20 µm ; C, E, G, H : 100 µm ; C encadré, E encadré, G 

encadré : 50 µm. 

 

In-vivo, on peut observer les grains de pollen localisés dans les anthères, les 

grains de pollen germés déposés sur le stigmate et dans les tubes polliniques ayant 

grandi dans le tissu de transmission. Par contre, les promoteurs ne sont ni exprimés 

dans les organes floraux diploïdes (anthère, filet, pétale et pistil) (Figure 40 C-E et G) ni 
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dans les organes végétatifs (non montré). Cette coloration GUS n'a jamais été observée 

dans les organes végétatifs et floraux des plantes sauvages (Figure 40 H).  

Analyse de l’expression du PROPME48 avec le gène sYFP : 

Pour la création de la lignée PROPME48:sYFP, se référer à l'Annexe 4. 

Le suivi de l’expression à l’aide de la construction PROPME48 :sYFP permet, à 

l’inverse de la coloration GUS, de travailler sur du matériel vivant et donc de suivre, in-

vitro, en « time lapse imaging » l’expression du promoteur de la PME48. Ce suivi est 

réalisé par microscopie confocale à balayage laser. La fluorescence de la sYFP dans les 

grains de pollen secs, imbibés pendant une heure et dans les tubes polliniques est 

localisée dans le noyau de la cellule végétative grâce à la séquence NLSSV40 présente dans 

le plasmide. Ceci permet de concentrer le signal (Figure 41). Le signal fluorescent est 

présent dans des grains de pollen secs, les grains de pollen imbibés et également dans 

les tubes polliniques en croissance (Figure 41). Ces résultats sont donc cohérents avec 

ceux obtenus avec la construction PROPME48:GUS.  

 

Figure 41 : Analyse de l'expression du promoteur PROPME48.  
Les grains de pollen et les tubes polliniques de la lignée exprimant la construction PROPME48:sYFP 
sont observés sous microscope confocal à balayage laser. A. Grains de pollen juste incubés dans 

le MGL, B. Grains de pollen imbibés durant 1 h dans du MGL, C. Tube pollinique âgé de 6 h. 
Barres déchelles : A, B : 20 µm ; C : 5 µm. 
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III. 2. SÉLECTION DES LIGNEES MUTANTES HOMOZYGOTES 

PAR PCR/RT-PCR : 

Pour comprendre le rôle de certaines PMEs exprimées spécifiquement dans le 

pollen, nous avons sélectionné plusieurs lignées mutantes. Pour le mutant pme48, deux 

types d’insertions étaient disponibles dans les banques de mutants : SALK_122970 

(nommé pme48-1) et SALK_007330 (nommé pme48-2). Pour les mutants ppme1 et 

pme23-1, une seule lignée a été analysée.  

Le criblage génétique des mutants pme a été réalisé par PCR avec des amorces 

flanquant l’insertion de l'ADN-T dans les gènes cibles : PME48 (nommés PME48_RP et 

PME48_FP pour Right et Left Primer), PPME1 (nommés PPME1_RP et PPME1_FP pour 

Right et Left Primer) et PME23 (nommés PME23-1_RP et PME23-1_FP pour Right et Left 

Primer) et une amorce interne à cet ADN-T (nommé LBb1.3). Les amorces spécifiques 

sont présentées dans la partie II. 3. d. Sélection des lignées homozygotes mutantes :. 

Après extraction et réplication de l’ADN génomique (ADNg) avec les amorces spécifiques 

de l’insert et/ou du gène codant la PME, les produits de ces PCR ont été analysés sur gel. 

Ce travail a ensuite été complété par une extraction des ARN messagers des tubes 

polliniques provenant des mutants homozygotes afin de vérifier par RT-PCR l’absence 

des transcrits d’intérêt. 

III. 2. a. Criblage génétique des mutants pme48-1 et pme48-2 : 

La localisation de l’ADN-T chez les deux lignées mutantes pme48-1 et pme48-2 

est montrée dans les Figures 42 et 43.  

Le témoin positif avec de l’ADNg de plante WT permet d’affirmer que les 

amorces fonctionnent correctement (Figure 44). En effet, les tailles d’amplification avec 

l’ADNg sauvage et les amorces spécifiques pour le gène PME48 correspondent aux tailles 

attendues. Elles sont de 315 pb pour pme48-1 et de 526 pb pour pme48-2 (c.f. II. 3. d. 

Sélection des lignées homozygotes mutantes : Tableau 5). Le témoin négatif avec de l’eau 

stérile indique qu’il n’y avait pas de contamination (non présenté). L’absence 

d’amplification pour l'ADNg des mutants pme48-1 avec les amorces PME48-FP et 

PME48-RP et avec les amorces PME48-2_FP et PME48-2_RP pour pme48-2 suppose que 

ceux-ci possèdent l’insert (Figure 42 et Figure 43).  
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Ceci est confirmé par la présence d’ADN amplifié avec l’amorce LBb1.3 

spécifique de l’insert avec les tailles attendues : pour pme48-1, la taille attendue de 

l’amplification est de 402 pb, et pour pme48-2 de 289 pb. Les lignées pme48-1 et pme48-

2 sont donc homozygotes. 

 

Figure 42 : Schéma représentant le gène PME48 avec la position de l'insertion d'ADN-T pour le 
mutant pme48-1 (SALK_122970) ainsi que la position des amorces utilisées.  

Rectangle gris Régions non traduites, Rectangle blanc : exon, trait noir : intron 

 

 

Figure 43 : Schéma représentant le gène PME48 avec la position de l'insertion d'ADN-T pour le 
mutant pme48-2 (SALK_007330) ainsi que la position des amorces utilisées. 
 Rectangle gris Région non traduite, rectangle blanc : exon, trait noir : intron 

 

L’analyse par RT-PCR sur des ARNm des tubes polliniques provenant des 

lignées homozygotes pme48-1 et sauvages a ensuite été réalisée. Les ADNc issus de 

l’extraction des ARNm des tubes polliniques sauvages ont été amplifiés par PCR avec les 

couples d’amorces spécifiques. La taille attendue sur l’ADNc sauvage est de 473 pb avec 

les amorces RP/FP pour le gène PME48 (c.f. II. 3. d. Sélection des lignées homozygotes 

mutantes : Tableau 5 ). Le gène PME48 est exprimé dans les tubes polliniques de plantes 

sauvages (Figure 44). Par contre, la transcription du gène PME48 n'est pas détectable 

par RT-PCR chez pme48-1 (Figure 44), ce qui semblerait indiqué que la lignée est knock-

out (KO). 
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Figure 44 : Identification de pme48-1 et pme48-2 par migration des produits PCR et vérification 
de l'expression des transcrits chez pme48-1 par RT-PCR. 

 

III. 2. b. Criblage génétique de ppme1 : 

Les mêmes expériences ont été réalisées pour le gène homologue de PME48 : 

PPME1 et le mutant ppme1 (Figure 45) a été sélectionné comme présenté dans la Figure 

46.  

Le témoin positif avec de l’ADNg de plante WT permet d’affirmer que les 

amorces fonctionnent correctement (Figure 46). La taille attendue de l'amplification 

avec le couple d'amorce PPME1_RP et PPME1_FP est de 669 pb avec de l'ADNg WT. Un 

second couple d'amorce composé de PPME1_RP et de LBb1.3 permet une amplification 

d’un fragment à la taille attendue de 474 pb avec de l'ADNg isolé d'une plante 

homozygote ppme1 (c.f. II. 3. d. Sélection des lignées homozygotes mutantes : Tableau 5). 

Le témoin négatif avec de l’eau stérile indique qu’il n’y avait pas de contamination (non 

présenté). L’absence d’amplification pour l'ADNg des mutants ppme1 avec les amorces 

PPME1_FP et PPME1_RP indique que ceux-ci possèdent bien l’insert (Figure 45). La 

lignée mutante ppme1 est homozygote pour la mutation. 
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Figure 45 : Schéma représentant le gène PPME1 avec la position de l'insertion d'ADN-T pour le 
mutant ppme1 ainsi que la position des amorces utilisées.  

Rectangle gris : Région non traduite, rectangle blanc : exon, trait noir : intron 

 

L’analyse par RT-PCR révèle une bande attendue à 384 pb sur l’ADNc sauvage 

avec les amorces RP/FP pour le gène PPME1 (c.f. II. 3. d. Sélection des lignées 

homozygotes mutantes : Tableau 5). La transcription du gène PPME1 est détectable par 

RT-PCR chez pme48-1, mais bien absente chez ppme1 (Figure 46). 

 

Figure 46 : Identification du mutant ppme1 par PCR sur ADNg et vérification par RT-PCR. 
 

III. 2. c. Criblage génétique de pme23-1 : 

Le positionnement de l’ADN-T dans le gène PME23 est indiqué sur la Figure 47. 

L’absence d’amplification pour l'ADNg des mutants pme23-1 avec les amorces PME23-

1_FP et PME23-1_RP indique la présence de l’insert (Figure 47). La taille attendue de 

l'amplification avec le couple d'amorces PME23-1_RP et PME23-1_FP est de 455 pb avec 

de l'ADNg WT (c.f. c.f. II. 3. d. Sélection des lignées homozygotes mutantes : Tableau 5 ; 

Figure 48). 
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Figure 47 : Schéma représentant le gène PME23 avec la position de l'insertion d'ADN-T pour le 
mutant pme23-1 ainsi que la position des amorces utilisées.  

Rectangle gris : Région non traduite, rectangle blanc : exon, trait noir : intron. 

 

En effet, le second couple d'amorces composé de PME23-1_RP et de LBb1.3 a 

permis l’amplification d’un fragment de 647 pb, taille attendue avec de l'ADNg extrait 

d'une plante pme23-1 (Figure 48). La lignée mutante pme23-1 est donc aussi une lignée 

homozygote. 

 

Figure 48 : Identification du mutant pme23-1 par PCR sur ADNg. 

 

III. 3. CARACTERISATION DU MUTANT HOMOZYGOTE 

pme48-1 : 

L’analyse des mutants pme48-1 et pme48-2 a permis de préciser le rôle de la 

PME48 au cours de la germination du grain de pollen d’A. thaliana. Ces travaux ont fait 

l’objet d’une publication scientifique dans Plant Physiology en 2015. Dans cet article le 

mutant pme48-1 est noté pme48-/-. 
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III. 3. a. Analyses phénotypiques et biochimiques du mutant 

homozygote pme48-1 : 

Dans cet article, une analyse phénotypique comparative des grains de pollen et 

des tubes pollniques sauvages et pme48-1 cultivés in-vitro et in-vivo a été entreprise. Elle 

a mis en évidence un retard et un défaut de germination des grains de pollen mutants, 

surtout lorsque ceux-ci étaient cultivés sur MGS. Ces analyses phénotypiques ont été 

associées à des approches d’immunocytochimie et de biochimie permettant de montrer 

que l’activité PME était réduite chez le mutant et que le DM des HGs était plus élevé. Le 

phénotype chez le mutant pouvait être restauré en ajoutant au MGS, 2,5 mM de CaCl2. 

Les résultats obtenus ont permis la présentation d'un modèle hypothétique de 

l'implication de PME48 et du calcium lors de l'imbibition et de la germination du grain 

de pollen et de l’émergence du tube pollinique chez A. thaliana.  
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Germination of pollen grains is a crucial step in plant reproduction. However, the molecular mechanisms involved remain
unclear. We investigated the role of PECTIN METHYLESTERASE48 (PME48), an enzyme implicated in the remodeling of
pectins in Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) pollen. A combination of functional genomics, gene expression, in vivo and in vitro
pollen germination, immunolabeling, and biochemical analyses was used on wild-type and Atpme48 mutant plants. We showed
that AtPME48 is specifically expressed in the male gametophyte and is the second most expressed PME in dry and imbibed
pollen grains. Pollen grains from homozygous mutant lines displayed a significant delay in imbibition and germination in vitro and
in vivo. Moreover, numerous pollen grains showed two tips emerging instead of one in the wild type. Immunolabeling and Fourier
transform infrared analyses showed that the degree of methylesterification of the homogalacturonan was higher in pme482/2
pollen grains. In contrast, the PME activity was lower in pme482/2, partly due to a reduction of PME48 activity revealed by
zymogram. Interestingly, the wild-type phenotype was restored in pme482/2with the optimum germination medium supplemented
with 2.5 mM calcium chloride, suggesting that in the wild-type pollen, the weakly methylesterified homogalacturonan is a source of
Ca2+ necessary for pollen germination. Although pollen-specific PMEs are traditionally associated with pollen tube elongation,
this study provides strong evidence that PME48 impacts the mechanical properties of the intine wall during maturation of the
pollen grain, which, in turn, influences pollen grain germination.

Sexual plant reproduction requires the growth of tip-
polarized pollen tubes through the female tissues in
order to deliver the two sperm cells to the embryo sac.
Despite the importance of this crucial step that leads to
seed production, the molecular mechanisms implicated
in the spatial and temporal controls of pollen tube
growth are not fully known (Johnson and Lord, 2006;
Palanivelu and Tsukamoto, 2012). However, it has been
proposed that the modulation of the stiffness of the
pollen tube was important during pollen tube growth
(Parre and Geitmann, 2005a; Fayant et al., 2010; Vogler
et al., 2013). Pollen tube elongation is highly polarized,

with the growth area being restricted to the apex of the
tube. New membranes and cell wall materials are rapidly
secreted at the tip, providing the building material nec-
essary to sustain the fast pollen tube growth (Bove et al.,
2008; Guan et al., 2013). The pollen tube cell wall of many
species, including tobacco (Nicotiana tabacum; Li et al.,
1995; Ferguson et al., 1998), lily (Lilium longiflorum; Roy
et al., 1997), and Arabidopsis (Arabidopsis thaliana; Lennon
and Lord, 2000; Dardelle et al., 2010), is characterized by
one layer in the tip region and two distinguishable layers
back in the shank. Back from the tip, the inner layer is
mainly composed of callose, a (1,3)-b-glucan, which is not
detectable in the tip region in normal growth conditions
(Ferguson et al., 1998; Derksen et al., 2002; Parre and
Geitmann, 2005b; Dardelle et al., 2010; Chebli et al., 2012).
Moreover, callose is also deposited periodically within
the pollen tube to form plugs that maintain the tube
cell in the expanding apical region. The outer cell wall
in the tip and back from the tip is mostly composed of
pectins, xyloglucan, cellulose, and proteoglycans such
as arabinogalactan proteins (Geitmann and Steer, 2006;
Dardelle et al., 2010; Chebli et al., 2012; Nguema-Ona
et al., 2012).

In eudicot species, pectins constitute a major portion of
the primary cell wall. Pectins are complex polysaccharides
consisting of homogalacturonan (HG), rhamnogalacturonan I,
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rhamnogalacturonan II, and xylogalacturonan (Vincken
et al., 2003; Dardelle et al., 2010; Fry, 2011; Dumont et al.,
2014). HG is a polymer consisting of repeating units of
(1,4)-a-D-galacturonic acid (GalUA) that is synthesized
in the Golgi apparatus and may be deposited in the cell
wall in a highly methylesterified form (Zhang and
Staehelin, 1992).

Immunolabeling of HG on Arabidopsis pollen
tubes showed a dominant localization of the high-
ly methylesterified HG in the tip and of partially
methylesterified HG behind the tip region (Dardelle
et al., 2010; Chebli et al., 2012). This labeling pattern is
also observed in pollen tubes from plants possessing a
solid style, such as species in the Solanaceae (potato
[Solanum tuberosum], tobacco, and petunia [Petunia
hybrida]), the Oleaceae (jasmine [Jasmium spp.]), and
the Poaceae (maize [Zea mays]; Li et al., 1994; Qin et al.,
2007; for review, see Mollet et al., 2013), and those with
a hollow style, such as lily (Jauh and Lord, 1996). The
methylesterified HG in the apical dome of the pollen
tube is thought to provide sufficient plasticity of the
cell wall to sustain pollen tube growth (Chebli and
Geitmann, 2007). In the subapical region, methylesterified
HG is processed by pectin methylesterases (PMEs). Two
modes of action have been described for PMEs (Micheli,
2001). If PMEs remove contiguous methylester groups,
the mode of action is named the block-wise mode of
action. In that case, demethylesterified HG can form ionic
bonds between the negatively charged carboxyl groups
of several HG chains and Ca2+ ions, forming a pectate
gel that may provide sufficient stiffness to the pollen
tube cell wall (Micheli, 2001; Geitmann and Steer, 2006;
Chebli et al., 2012). Alternatively, the partial removal of
noncontiguous methylester groups by PMEs, which is
named the random mode of action, may allow pectin-
degrading enzymes (such as polygalacturonases [PGases]
and pectate lyases [PLs]) to cleave the HG backbone, thus
affecting the rigidity of the cell wall (Micheli, 2001; Bosch
and Hepler, 2005; Parre and Geitmann, 2005a; Sénéchal
et al., 2014). Therefore, the fine control of the modulation
of the degree of methylesterification (DM) of the HG by
PMEs is of main importance (Wolf et al., 2009a) in the
pollen tube growth dynamics. The Arabidopsis genome
contains 66 putative PMEs. Most of them display a spe-
cific expression pattern, especially for 14 of them that are
specifically expressed in pollen grains or pollen tubes
(Qin et al., 2009; Wolf et al., 2009a). PMEs are classified in
two distinct groups depending on the presence/absence
of an N-terminal extension domain (the PRO region)
showing similarity with the pectin methylesterase inhib-
itor (PMEI) domain (Micheli, 2001). PMEs from group
1 do not have a PMEI domain but can be inhibited by
PMEIs (Röckel et al., 2008), whereas PMEs from group 2
can contain from one to three PMEI domains (Tian et al.,
2006). It is hypothesized that the PRO region is cleaved
during maturation of the PME, as so far, only PMEs
lacking this domain were found in the cell wall (Micheli,
2001). Wolf et al. (2009b) have shown that the PRO re-
gion of the group 2 PMEs could regulate the release of
the mature PME from the Golgi apparatus. It has also

been reported that the PRO region could play an
autoinhibitory role during maturation (Bosch et al., 2005).

The first direct evidence for the crucial roles of PMEs
during pollen tube growth was described in two
knockout mutants, vanguard1 (vgd1; Jiang et al., 2005)
and Atppme1 (Tian et al., 2006). VGD1 (At2g47040)
encodes a pollen-specific group 2 PME. The functional
disruption of VGD1 resulted in the bursting of pollen
tubes in vitro and the marked retardation of vgd1 pollen
tube elongation in the pistil, resulting in a strong reduc-
tion of male fertility and seed set. AtPPME1 (At1g69940),
coding for a pollen-specific group 1 PME, also was
identified to play an important role in pollen tube growth
(Tian et al., 2006). The lack of AtPPME1 transcripts in the
knockout mutant affected the shape and growth rate of
pollen tubes, indicating that AtPPME1 is required for the
integrity of the cell wall and the tip-polarized growth of
the pollen tube (Tian et al., 2006).

Here, we report the study of a homozygous knock-
down mutant for AtPME48 during the imbibition and
germination of pollen grains and pollen tube growth.
We have investigated in vitro and in vivo pollen ger-
mination, pollen tube morphology and growth, as well
as the level of PME activity and the DM of the HG by
immunolabeling and Fourier transform infrared (FT-IR)
spectroscopy in mutant and wild-type plants. Our re-
sults show that the group 1 PME48, the second most
expressed PME gene in pollen, plays a major role in re-
modeling the HG of the intine cell wall during Arabidopsis
pollen grain maturation, resulting, after rehydration, in
normal pollen grain germination.

RESULTS

Expression of Pollen-Specific PMEs Assessed by
Quantitative Reverse Transcription-PCR

The expression of the 14 pollen-specific PME genes
was analyzed by quantitative reverse transcription
(qRT)-PCR on total RNA extracted from dry and im-
bibed (for 1 h in liquid germination medium [GM])
pollen grains and 6-h-old pollen tubes. Most PME genes
were expressed in dry pollen grains, with a strong ex-
pression of PME4 (VGD1 homolog), PME5 (VGD1),
PME37, and PME48 (Fig. 1A). During imbibition and in
in vitro-grown pollen tubes, PME4, PME5, PME50, as
well as PME48 were strongly expressed compared with
the 10 other PMEs (Fig. 1, B and C). PME48 and PME50
belong to the group 1 PMEs, whereas PME4 and PME5,
known as VGD1 homolog and VGD1 (Jiang et al., 2005),
belong to the group 2 PMEs.

Tissue-Specific Expression of AtPME48

In order to check whether PME48 is specifically
expressed in pollen, the activity of the promoter of
PME48 was assessed using the pPME48::GUS and
pPME48::YFP constructs. Fluorescence of the yellow
fluorescent protein (YFP) was observed in dry (Fig.

368 Plant Physiol. Vol. 167, 2015

Leroux et al.

 www.plant.org on January 27, 2015 - Published by www.plantphysiol.orgDownloaded from 
Copyright © 2015 American Society of Plant Biologists. All rights reserved.

http://www.plantphysiol.org/
http://www.plant.org


1D) and imbibed (Fig. 1E) pollen grains and in 6-h-old
in vitro-grown pollen tubes (Fig. 1F). GUS staining
showed that the promoter activity of PME48 was re-
stricted to the male gametophyte (Fig. 1, G–I). GUS
activity was detected in dry pollen grains (Fig. 1G) and
in 6-h-old in vitro-grown pollen tubes (Fig. 1H). In
vivo staining also showed a strong GUS activity in
pollen grains within the anther and in germinated pollen
grains deposited on the stigma (Fig. 1I). GUS staining
was also clearly visible in pollen tubes growing through
the transmitting tract (Fig. 1I, inset). Staining was ob-
served neither in the vegetative organs of the transformed

plants nor in pollen grains or pollen tubes from wild-type
plants (data not shown).

Isolation and Characterization of the pme482/2
Homozygous Mutant Line

We selected a transfer DNA (T-DNA) insertion line
from the Salk library. SALK_122970 contained a T-DNA
insert in the PME48 coding sequence. The T-DNA in-
sertion was predicted to be located in the last exon of the
sequence (Supplemental Fig. S1A). The homozygous

Figure 1. A to C, Relative gene expression of the 14 pollen-specific PMEs in wild-type dry pollen grains (A), 1-h imbibed pollen
grains (B), and 6-h-old pollen tubes (C) measured using stably expressed reference genes (At3g28750, At3g57690, and
At5g59370) in three biological samples with similar results. Only the results obtained with At3g28750 are shown. The locus
and the corresponding UniProt name of each protein are indicated. The data correspond to means 6 SD of three technical
replicates of a biological sample. D to F, Analyses of the expression of the promoter of PME48 using the pPME48::YFP construct
by confocal microscopy in dry pollen grains (D), 1-h imbibed pollen grains (E), and during pollen tube growth (F). Images
shown are overlays of the bright-field and fluorescent images. G to I, Analyses of the expression of the promoter of PME48 using
the pPME48::GUS construct in dry pollen grains (G), 3-h-old pollen tube (H), anthers (I), and self-pollinated pistil (inset in I).
a, Anther; ov, ovary; ovu, ovule; pt, pollen tube; s, stigma; st, style; tt, transmitting tract.
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mutant line (pme482/2) has been isolated, two copies
of the insert were amplified with the genomic DNA
(Supplemental Fig. S1B), and the PME48 transcript
was not detectable by reverse transcription (RT)-PCR
(Supplemental Fig. S1C). The vegetative organs of
pme482/2 did not display any visible phenotype or
growth defect compared with wild-type plants (data
not shown).

The level of the PME48 transcript was then analyzed
by qRT-PCR in dry, imbibed pollen grains and 6-h-old
pollen tubes. Unlike the data obtained by RT-PCR
(Supplemental Fig. S1C), qRT-PCR revealed that
pme482/2 was not a knockout but a knockdown
mutant (Fig. 2). PME48 was lightly expressed in dry
(9%; Fig. 2A) and imbibed (10%; Fig. 2B) pollen
grains and in 6-h-old pollen tubes (19%; Fig. 2C)
compared with wild-type pollen grains and pollen
tubes. 49,6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI) staining
showed that pme482/2 pollen grains contained the
two sperm cells and the vegetative nucleus as ob-
served in wild-type pollen grains (Supplemental Fig.
S2A). Using fluorescein diacetate (FDA), the viability
assays showed that most pme482/2 pollen grains were
viable (72.3% 6 3.7%), but slightly less than wild-type
pollen grains (79% 6 4.6%; P , 0.0001, n . 1,000 for
each sample; Supplemental Fig. S2, B and C). In ad-
dition, the length of wild-type dry pollen grains was
also slightly higher (29.8 6 0.15 mm) than that of
pme482/2 pollen grains (28.8 6 0.12 mm; P , 0.0001,
n = 550 for each sample; Supplemental Fig. S2, D and E).
Similarly, the length of the siliques of the mutant was
1.4 mm shorter than that of the wild type (P , 0.0001,
n = 210 for each sample; Supplemental Fig. S2F). The
silique of the mutant contained a reduced number of
seeds (40.3 6 1.33 seeds per silique) compared with the
wild-type silique (48.6 6 0.5 seeds per silique; P ,
0.0001, n = 210 for each sample; Supplemental Fig. S2G).

In Vitro and in Vivo Pollen Grain Germination and Pollen
Tube Growth of pme482/2

In the optimal solid GM described by Boavida and
McCormick (2007), 65% and 90% of wild-type pollen
grains were germinated after 6 and 24 h of culture,
respectively (Fig. 3A). In contrast, the percentage of
germinated pme482/2 pollen grains was reduced
drastically, as only 10% of the pollen grains were ger-
minated after 24 h of culture (P, 0.0001, n . 10,000 for
each sample; Fig. 3A). In liquid medium, 71% and 73%
germination was observed after 6 and 24 h of culture for
the wild-type pollen grains (Supplemental Fig. S3A). In
contrast, the level of pme482/2 pollen grain germina-
tion did not exceed 43.8% after 6 h of culture and
reached only 60% after 24 h (P , 0.0001, n . 10,000 for
each sample; Supplemental Fig. S3A). As pme482/2
pollen grains displayed a delay in germination, the
speed of imbibition of the pollen grains was assessed
by calculating the ratio of length to width. Dry pollen grains
have ellipsoid shapes, and the length is approximately

twice as much as the width. During imbibition, pollen
grains become spherical and the length is nearly equal
to the width; the length:width ratio is then approximately
1. On the optimal solid medium, the imbibition was faster
for the wild-type pollen grains compared with the mu-
tant. The smallest ratio was obtained after 24 h, with 1.16
and 1.39 for the wild-type and pme482/2, respectively
(Fig. 3B). After 24 h of culture, pollen grains from the
mutant lines were less imbibed than the wild-type
pollen grains imbibed for 6 h (P , 0.0001, n . 500
for each sample). The same result was observed in
liquid medium (P , 0.0001, n . 500 for each sample;
Supplemental Fig. S3B). Based on these observations, it
appeared that the ability of the pollen grain to rehydrate
was affected in pme482/2 mutant lines. The delay in
germination was also observed in vivo. Hand pollina-
tion of emasculated wild-type pistils with wild-type or
pme482/2 pollen grains showed that the wild-type

Figure 2. Relative gene expression of PME48 in pme482/2 dry pollen
grains (A), 1-h imbibed pollen grains (B), and 6-h-old pollen tubes (C)
was measured using stably expressed reference genes (At3g28750,
At3g57690, and At5g59370) in three biological samples with similar
results. Only the results obtained with At3g28750 are shown. The data
correspond to the ratio of expression in the wild type (wt) or pme482/2
compared with the wild type and are means 6 SD of three technical
replicates of a biological sample.
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pollen tubes had traveled two-thirds of the transmitting
tract after 6 h (Fig. 3C, left) and completed their journey
by reaching the bottom of the ovary after 24 h (Fig. 3D,
left). In contrast, pme482/2 pollen tubes had reached
only one-half of the transmitting tract after 6 h (Fig. 3C,
right), but after 24 h, pme482/2 pollen tubes also had
reached the base of the ovary (Fig. 3D, right).
In addition to lower germination rates, pme482/2

displayed a remarkable phenotype, as shown on the

representative images obtained by time-lapse video
during the germination of pollen grains and the growth
of pollen tubes (Fig. 3E). Wild-type pollen grains had
already germinated 90 min after immersion in the liquid
medium (Fig. 3E, top), the proportion of burst tubes
was around 10% (Fig. 3F), the growth rate was about
1.5 mmmin21 during the first 90 min of growth (Fig. 3H;
Supplemental Fig. S4), and pollen tubes displayed a
normal phenotype (Fig. 3E; Supplemental Movie S1).

Figure 3. In vitro and in vivo germi-
nation of wild-type and pme482/2
pollen grains. A, Germination rate
of wild-type (wt; black squares) and
pme482/2 (white circles) pollen grains
in the optimum solid medium. Pollen
grains were considered germinated
when the length of the tube was equal
to the diameter of the pollen grain.
B, Estimation of the imbibition rate by
measuring the ratio of length to width of
wild-type (black bars) and pme482/2
(gray bars) pollen grains. C and D, In vivo
growth of wild-type and pme482/2
pollen tubes in wild-type pistil at 6 h
(C) and 24 h (D) after hand pollination
revealed by Aniline Blue staining. Ar-
rows indicate the locations that most
of the pollen tubes have reached in
the transmitting tissue. Bars = 100 mm.
E, Time-lapse images of wild-type and
pme482/2 pollen germination in liquid
medium showing two emerging tips
from the pollen grain (blue circles) and
burst tubes (asterisks). Numbers in the
closeup images indicate which tubes
emerged first. Closeup images of ab-
normal phenotypes were observed in
the mutant line compared with the wild
type. Bars = 50 mm. F, Estimation of the
rate of burst pollen tubes in the wild
type (black bar) and pme482/2 (gray
bar). G, Estimation of the rate of pollen
grains with two emerging tips in the
wild type (black bar) and pme482/2
(gray bar). H, Estimation of the growth
speed of wild-type (black bar) and
pme482/2 (gray bar) germinated pol-
len tubes. I, Comparison of the pollen
tube diameters between the wild type
(black bar) and pme482/2 (gray bar)
grown in liquid GM for 4 h. Different
letters indicate statistically significant
differences between the wild-type and
pme482/2 lines, as determined by
Student’s t test (P , 0.0001); n .
10,000 in A; n . 500 in B, F, and G;
n . 35 in H; n = 126 for the wild type
and n = 172 for pme482/2 from four
independent experiments in I.
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On the other hand, pme482/2 pollen tubes appeared to
be more unstable, with 32% of burst tubes (P , 0.0001,
n . 500 for each sample; Fig. 3F). Moreover, a signif-
icant number of pme482/2 pollen grains (18%) dis-
played two tips emerging from the same pollen grain
(P , 0.0001, n . 500 for each sample; Fig. 3, E and G,
bottom closeup images). The first tip emerged from
pollen grains, and after 4 to 5 h of culture, a second tip
emerged from the same pollen grain (pollen grains
circled in blue; Fig. 3E, bottom closeup images;
Supplemental Movie S2). Once germinated and if
pollen tubes were produced, the growth speed of
pme482/2 pollen tubes was slightly faster compared
with wild-type pollen tubes (P , 0.0001, n . 35 for
each sample; Fig. 3H; Supplemental Fig. S4). Another
consequence of the PME48 mutation was that pollen
tubes growing in liquid GM displayed larger diameters
than wild-type pollen tubes (Figs. 3I and 4, A and H).
The pme482/2 pollen tube diameters were signifi-
cantly wider (5.516 0.05 mm) compared with wild-type
pollen tubes (5.18 6 0.06 mm; P , 0.0001, n = 126 for
wild-type pollen tubes and n = 172 for pme482/2 pollen
tubes; Fig. 3I).

Immunolabeling of Highly Methylesterified HG in Pollen
Grains and Pollen Tubes

Cell surface immunolocalization of highly methyl-
esterified HG with the monoclonal antibody LM20
revealed that the epitopes were almost exclusively re-
stricted to the tip region of wild-type pollen tubes (Fig.
4, A–E). Pollen grains from wild-type plants showed a
very weak, almost no, labeling of the intine wall (Fig.
4, C–E). Similar results were obtained on semithin
sections (Fig. 4, F and G). In contrast, the labeling of

pme482/2 pollen tubes was not restricted to the tube
tip but extended to the subapical region of the tube, but
with the strongest fluorescence at the tip (Fig. 4, H–K).
Finally, pme482/2 pollen grains displayed a more in-
tense fluorescence of the intine wall by cell surface
immunolabeling (Fig. 4, J–L) and on semithin sections
(Fig. 4, M and N) compared with the wild type.

Immunolabeling with the monoclonal antibody LM19
that recognizes weakly methylesterified HG epitopes did
not reveal any noticeable difference between the wild type
and pme482/2 (data not shown). LM19 and LM20 show
overlapping binding capabilities to different levels of
methylesterification, except for totally deesterified HG ep-
itopes that are only recognized by LM19 (Verhertbruggen
et al., 2009). Therefore, these results suggest that highly
methylesterified HG epitopes were more abundant in the
intine wall of pme482/2 pollen grains compared with the
wild type.

PME Activity and DM of HG in pme482/2

In order to assess further the biochemical differences
between the wild type and pme482/2, we investigated
the total PME activity in pollen grains by using enzymatic
assays. The data showed a 50% reduction of total PME
activity in pme482/2 pollen grains compared with the
wild type (Fig. 5A). Moreover, a zymogram after iso-
electric focalization (IEF) of total proteins extracted from
pollen grains revealed the disappearance of a diffuse
band in the pI range between 8.2 and 9 in pme482/2
(Fig. 5B) that may correspond at least in part to
PME48, which has a predicted pI of 8.3. Two spots, at
pI ranging from 9.8 to 10.2 and from 9.5 to 9.7, in the
range of predicted pIs of other pollen PMEs did not
show any visible change in activity (Fig. 5B). These

Figure 4. Immunolocalization of highly methylesterified HG epitopes probed with LM20 in wild-type and pme482/2 pollen
grains and pollen tubes. A to E, Cell surface immunolabeling in wild-type pollen grains and pollen tubes. F and G, Immu-
nolabeling on semithin sections of wild-type dry pollen grains. H to L, Cell surface immunolabeling in pme482/2 pollen grains
and pollen tubes. M and N, Immunolabeling on semithin sections of pme482/2 dry pollen grains. Asterisks indicate pollen
grains, and arrows point to pollen tube tips. Ex, Exine; In, intine.
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biochemical data support the qRT-PCR results that
clearly showed a significant reduction of PME48 ex-
pression. Finally, the DM of HG was estimated by FT-IR
spectroscopy in hot water-soluble pectin-enriched fractions
extracted from dry pollen grains (Fig. 5, C and D). A
marked difference was observed at 1,740 cm21 assigned to
the vibration of methylester groups of HG (Fig. 5C). The
relative absorbance at this wave number was higher in
pme482/2 pollen grains. The DM of the HG was consis-
tently higher in the pme482/2 (32.5% 6 1.7%) compared
with the wild-type (13.4% 6 1.1%) pollen grains (Fig. 5D).
As deesterified HG binds more Ca2+ than esterified HG,
our data may suggest that HGs in the intine wall of
pme482/2 are less associated with Ca2+ compared with
wild-type pollen grains.

Supplementation of Ca2+ to the GM Restores the
Phenotype of pme482/2

To assess if the germination defect of pme482/2
pollen grains was related to the possible lower Ca2+

sink in the intine wall due to the higher DM of the HG,
the optimum culture medium containing 5 mM CaCl2
was supplemented with 2.5 mM CaCl2 to reach a final
concentration of 7.5 mM or with the Ca2+ chelator,
EDTA. In the presence of 1 mM EDTA, none of the
wild-type and pme482/2 pollen grains germinated,
even after 24 h of culture (n. 1,000; Fig. 6, A and B). In
the medium supplemented with Ca2+, pme482/2 pollen

grain germination rates were restored, reaching levels
similar to those observed with wild-type pollen grains
(n . 1,000). The percentage of pollen germination
reached 52% and 90% after 6 and 24 h, respectively (Fig.
6, A and B). Moreover, the speed of imbibition of
pme482/2 pollen grains was as fast as that of the wild-
type pollen grains (Fig. 6C). In addition, a significant
reduction of the abnormal phenotypes, such as burst
tubes (from 33% to 13%; Figs. 3F and 6D) and double-
tipped tubes (from 18% to 2%; Figs. 3G and 6E), was
observed in pme482/2 pollen grains cultured in the
supplemented GM. Finally, in the CaCl2-supplemented
medium, the rates of burst tubes increased in wild-type
pollen grains (32%; Fig. 6D) compared with those ob-
served when pollen grains were grown in the optimum
GM (approximately 10%; Fig. 3F).

DISCUSSION

The regulation of the DM of HG has been implicated in
many aspects of plant development (Wolf et al., 2009a),
including cell adhesion (Tieman and Handa, 1994;
Wen et al., 1999; Mollet et al., 2000; Bouton et al.,
2002; Mouille et al., 2007; Durand et al., 2009), ad-
ventitious rooting (Guénin et al., 2011), primordia
emergence at the shoot apical meristem (Peaucelle et al.,
2008, 2011), fruit ripening (Brummell and Harpster,
2001; Phan et al., 2007), and plant defense (Bethke et al.,
2014). Although data have shown an important role for

Figure 5. Biochemical analyses of wild-
type and pme482/2 dry pollen grains.
A, Enzymatic assay of the total PME ac-
tivity contained in wild-type (black bar)
and pme482/2 dry (gray bar) pollen
grains. MeOH, Methanol. B, Zymogram
after IEF of PMEs contained in wild-type
and pme482/2 dry pollen grains. A
diffuse band corresponding to the pI (8.2)
of PME48 is lacking in pme482/2 dry
pollen grains. C and D, Determination of
the DM of the HG in dry pollen grains
by FT-IR spectroscopy. C, Representative
FT-IR spectra of pectin-enriched fractions
extracted from wild-type (black trace)
and pme482/2 (gray trace) dry pollen
grains. D, Quantification of the DM
of HG in wild-type (black bar) and
pme482/2 (gray bar) pollen grains.
Data are means of three biological
replicates 6 SD.
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the pectin demethylesterification process in pollen tetrad
separation (Francis et al., 2006) and pollen tube growth
(Jiang et al., 2005; Tian et al., 2006), the involvement
of PMEs during pollen germination is still poorly un-
derstood. Among the 66 predicted PME genes in the
genome of Arabidopsis, 14 are specifically expressed in
the male gametophyte (data from Genevestigator [Hruz
et al., 2008] and EFP Browser [Winter et al., 2007]). Two
of them have already been studied using functional
genomics approaches. The first one is VGD1 (At2g47040),
the alteration of which led to unstable pollen tubes
and retarded growth of the pollen tube in the style
and transmitting tract, resulting in a significant re-
duction of male fertility (Jiang et al., 2005). The sec-
ond pollen-specific PME characterized to date is PPME1
(At1g69940; Tian et al., 2006). The homozygous mu-
tant Atppme1 displayed reduced growth and irregular
shape of pollen tubes grown in vitro. In this study, we

show that alteration of the expression of PME48, the
second most expressed PME in pollen grains, results in
a strong delay in imbibition and in germination both in
vivo and in vitro, as well as altered phenotypes with
abnormal rates of burst tubes and two pollen tube tips
emerging from the same pollen grain. The phenotype is
rescued by supplementing the optimum GM (Boavida
and McCormick, 2007) with 2.5 mM CaCl2 to reach 7.5
mM. In 7.5 mM CaCl2, pme482/2 pollen grains imbibed
and germinated normally. These data suggest that
PME48 is mainly involved in the remodeling of the intine
cell wall during maturation of the pollen grain. The re-
duction of PME48 activity also has consequences later on
pollen tube morphology. The pollen tubes are slightly
wider in the mutant, which may reflect the role of HG in
the mechanical properties of the cell wall (Parre and
Geitmann, 2005a; Palin and Geitmann, 2012) and cor-
roborates the predictions made by mechanical simula-
tions (Chebli and Geitmann, 2007; Zerzour et al., 2009;
Fayant et al., 2010). The more abundant highly methyl-
esterified HG in the intine wall of pme482/2 pollen
grains and at the tip and in the subapical region of
pme482/2 pollen tubes provides more viscoelasticity
and less rigidity of the cell wall, thus promoting several
tips emerging from the pollen grain and wider di-
ameters of pollen tubes, probably due to the internal
turgor pressure (Parre and Geitmann, 2005a; Winship
et al., 2010).

Mature pollen grains are surrounded by two cell
walls: the outer exine and the inner intine. In many
species, such as tobacco (Li et al., 1995), Arabidopsis
(Van Aelst and Van Went, 1992; Rhee and Somerville,
1998), Lilium hybrida (Aouali et al., 2001), Euphorbia
peplus (Suárez-Cervera et al., 2002), Zygophyllum fabago
(Castells et al., 2003), and Larix decidua (Rafi�nska et al.,
2014), the intine of mature pollen grains is mostly
composed of weakly methylesterified HG or a mix of
highly and weakly methylesterified HGs, the latter being
more abundant. The almost absent labeling of weakly
methylesterified HG with John Innes Monoclonal5 at the
pollen mother cell and tetrad stages (Rhee and Somerville,
1998) but its strong detection in the intine at the late
microspore stage and mature dry Arabidopsis pollen
grains (Van Aelst and Van Went, 1992; Rhee and
Somerville, 1998) indicate an early action of PMEs
during pollen formation and maturation. HG polymers
are synthesized in the Golgi apparatus and may be se-
creted under a highly methylesterified form and then
processed in the cell wall by PMEs (Zhang and Staehelin,
1992; Caffall and Mohnen, 2009; Harholt et al., 2010).
This is consistent with our qRT-PCR results showing that
pollen-specific PMEs, including PME48, are strongly
expressed in dry pollen grains. A similar pattern of ex-
pression of these PMEs was obtained previously in two
transcriptomic analyses of dry pollen grains and pollen
tubes (Wang et al., 2008; Qin et al., 2009). Moreover,
proteomic analyses of Arabidopsis revealed the presence
of at least three PMEs in mature pollen grains: PME37,
PPME1, and PME48 (Holmes-Davis et al., 2005; Ge et al.,
2011). Similarly, at least two PMEs were found in the

Figure 6. Effect of calcium on the germination and phenotype of
pollen tubes. A and B, Germination percentage of wild-type (black
bars) and pme482/2 (gray bars) pollen grains in the optimal solid
medium (5 mM CaCl2), in the optimal solid medium supplemented
with 1 mM EDTA, and in the optimal medium supplemented with 2.5
mM calcium (i.e. final concentration of CaCl2, 7.5 mM) after 6 h (A) and
24 h (B) of growth. Pollen grains were considered germinated when the
length of the tube was equal to the diameter of the pollen grain.
C, Estimation of the imbibition rate by measuring the ratio of length
to width of wild-type (black bars) and pme482/2 (gray bars) pollen
grains in the solid medium containing 7.5 mM CaCl2. D, Estimation of
the rate of burst pollen tubes in the wild type (wt; black bar) and
pme482/2 (gray bar) in solid medium containing 7.5 mM CaCl2.
E, Estimation of the rate of pollen grains with two emerging tips in the
wild type (black bar) and pme482/2 (gray bar) in solid medium
containing 7.5 mM CaCl2. Different letters indicate statistically signif-
icant differences between the wild-type and pme482/2 lines, as de-
termined by Student’s t test (P , 0.0001); n . 1,000 in A and B; n .
500 in C; and n . 250 in D and E.
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proteome of rice (Oryza sativa; Dai et al., 2006) and maize
(Zhu et al., 2011) dry pollen grains.
The early demethylesterification of HG by PME48

during pollen formation and maturation (Fig. 7) may
have three major consequences. First, the removal of
hydrophobic methylester groups can enhance the hy-
drophilic properties of the cell wall, thus promoting
pollen grain hydration (Fig. 7). The DM of HG can
affect the water-holding capacity of the pectate gel
(Willats et al., 2001), leading to water loss and changes
of the physical properties of the pectate gel, which
appeared to collapse under pressure (Willats et al.,
2001). The mucilage modified2 (mum2) mutant (impaired
in the expression of a b-galactosidase) failed to prop-
erly hydrate the seed mucilage (Macquet et al., 2007).
Interestingly, in the mucilage of mum2, the content
of methylesterified HG increased compared with the
wild type, suggesting that (1) b-galactosidase may be
required for PME activity (Western et al., 2001; Walker
et al., 2011) and (2) PME activity is required for the
hydration of HGs. This observation may explain why,
in the pme482/2 mutant lines, the imbibition and
germination of pollen grains were strongly delayed, as
the DM of the HG in the intine of pme482/2 is almost

2.5-fold higher than in the wild type. Second, upon the
block-wise action of PMEs, deesterified blocks of HG
chains can be cross-linked with calcium (Micheli, 2001).
During wild-type pollen grain formation and matura-
tion, the activity of PME48 promotes the release of
negative charges of the carboxylic groups, allowing the
interaction of calcium with the HG chains. The main
Ca2+ sink in the plant cell wall is the demethylesterified
HG (Wolf et al., 2009a; Hepler et al., 2012). Thus, the
unesterified HG in the maturing pollen grain may act as
a reservoir of Ca2+ that will be used later during re-
hydration and germination (Fig. 7). The reduction of
PME activity in pme482/2 may locally affect the
binding capacity of calcium ions by HGs. This possibly
may explain the reverse phenotype observed in the
calcium-supplemented GM. In vitro pollen germina-
tion of many species requires Ca2+ (Brewbaker and
Kwack, 1963; Ge et al., 2007), and Ca2+ plays a central
role during pollen germination (Brewbaker and Kwack,
1963; Ge et al., 2007; Hepler et al., 2012), acting puta-
tively as a signal to activate the germination process
and/or acting directly on the physical property of the
intine. Ca2+ dynamics have been investigated in Arabidopsis
pollen grains during germination (Iwano et al., 2004).

Figure 7. Model showing the possible mode of action of PME48 during pollen dehydration, imbibition, and germination.
1, PME48 may be secreted in the intine wall during the maturation of the pollen grain and start to act on the methylesterified form
of the HG by random or block-wise actions. Methylesterified HG of the intine (black) is then transformed in weakly methyl-
esterified HG (orange). The dry pollen grain contains mostly weakly esterified HG that could form pectate gel with calcium.
2, Imbibition of the pollen grain is enhanced by the presence of the more hydrophilic weakly methylesterified HG. 3, The source
of calcium creating the calcium influx in the pollen grain may originate, at least partially, from the release of Ca2+ from the
pectate gel, thus weakening the mechanical properties of the intine. 4, The intine may be degraded by PGases and/or PLs (a)
and/or break under the turgor pressure (b). 5, These processes may promote the emergence of the pollen tube tip and allow the
germination of the pollen grain. GalA, (1,4)-a-D-GalUA; pm, plasma membrane; Sp, sperm cells; Veg n, vegetative nucleus.
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Those authors have shown that, during pollen grain
hydration, cytoplasmic Ca2+ increased at the future site
of protrusion of the pollen tube tip but not exclusively,
as, often, an increase also was observed at the opposite
site (Fig. 7). The early action of PME48 during the
maturation and dehydration of pollen grains and the
accumulation of Ca2+ in the intine may help to prepare
the future protrusion of the pollen tube tip by weak-
ening the intine wall (Fig. 7). Recently, Rafi�nska et al.
(2014) suggested that the cell wall of the female tissues
also can act as a reservoir of Ca2+ in order to ensure
correct germination and pollen tube growth in L. decidua.
Upon pollination, an increase of Ca2+ concentration
also was observed in the stigma and transmitting tract of
lily (Zhao et al., 2004) and tobacco (Ge et al., 2009). This
observation may explain why the impact of the PME48
mutation on in vivo pollen germination and tube growth
was not as dramatic as that in vitro in the optimum solid
GM. However, we cannot rule out that PMEs originating
from the stigma also may participate in this process or
that pollen grains cultured in in vitro and semi-in vivo
conditions display a different gene expression pattern
(Qin et al., 2009).

As discussed by Jolie et al. (2010), the pH, the DM,
and the pattern of methylesterification are known to
modify the mode of action of PMEs (Catoire et al.,
1998; Denès et al., 2000; Sénéchal et al., 2014). Thus, we
can also hypothesize that, upon random action of the
PME (PME48 or others from the 13 other pollen-specific
PMEs), the partial removal of methylester groups may
allow other pectin-degrading enzymes such as PGases
and/or PLs to cleave the HG, affecting the rigidity of
the cell wall (Micheli, 2001; Sénéchal et al., 2014). In the
Arabidopsis genome, 69 annotated genes can be clas-
sified as putative PGases (González-Carranza et al.,
2007). A semiquantitative RT-PCR analysis investigat-
ing 66 among the 69 genes coding for PGases showed
that 32 genes were strongly expressed in flower tissues
(Kim et al., 2006). Other studies also have shown that
PGases were present in ungerminated pollen grains
of Brassica napus (Dearnaley and Daggard, 2001) and
during hydration of Platanus acerifolia pollen grains
(Suárez-Cervera et al., 2005). In addition, in Brassica
campestris, alteration of the expression of B. campestris
MALE FERTILITY2 (coding for a putative PGase) resulted
in an overdeveloped intine and abnormal germina-
tion (Huang et al., 2009). The transcriptome analysis
of Arabidopsis pollen grains has revealed that six
genes coding for putative PGases and four genes en-
coding putative PLs are strongly expressed in dry
pollen grains and pollen tubes (for review, see Mollet
et al., 2013). Taken together, these observations sug-
gest that the early action of PME48 during maturation
of the pollen grain also may be required to ensure the
future degradation of the intine by PGases and PLs
(Fig. 7). Enzymes originating from the stigma also
may participate in the degradation of HGs in the intine.
Such enzymes, including PGases, have been found in
the exudates from lily and olive (Olea europaea) stigmas
(Rejón et al., 2013).

Although pollen-specific PMEs are traditionally as-
sociated with pollen tube elongation, this study pro-
vides substantial evidence that PMEs, especially PME48,
also are directly implicated in changes of the mechanical
properties of the intine wall during maturation, pro-
moting the correct germination of mature pollen grains.

MATERIALS AND METHODS

Plant Materials, Growth Conditions, and
Mutant Genotyping

Arabidopsis (Arabidopsis thaliana ecotype Columbia-0) wild-type and mu-
tant seeds, stored at 4°C, were spread on the surface of sterile soil and cultured
in a growth chamber with a photoperiod of 16 h of light/8 h of dark at 20°C
during the light phase and at 16°C in the dark phase with 60% humidity with
daily watering.

pme482/2 (mutant of the PME48 gene; At5g07410) seeds originated from the
Arabidopsis Biological Resource Center and corresponded to SALK_122970
(T-DNA 1,403 bp downstream of ATG). Homozygous plants for the T-DNA
insertion in the PME48 genewere identified by PCR. Genotyping PCRwas performed
with primer pair PME48-F1 (59-TGACAAGACCGTGTTCTACG-39)/PME48-R1
(59-GAAGAGAGGATTTCTGGAAATTGA-39) and LB (59-GCGTGGACCGCTTGCTG-
CAACT-39) matching with the left border of the T-DNA.

qRT-PCR Analyses

Gene Expression of Pollen-Specific PMEs

Total RNAwas extracted from pollen of 6-week-old wild-type and pme482/2
plants using the NucleoSpin RNA Plant Kit (Macherey-Nagel) as described by
the supplier. After RNA quantification using NanoDrop spectrophotometry and
a DNase treatment, 100 ng of RNA was converted into single complementary
DNAs (cDNAs) with the QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen) fol-
lowing the instructions of the supplier.

Real-time quantitative PCR analyses were performed on 1:5 diluted cDNA.
For real-time quantitative PCR, the LightCycler 480 SYBR Green I Master
(Roche; catalog no. 04887352001) was used on 384-well plates in the LightCycler
480 Real-Time PCR System (Roche). The crossing threshold values for each
sample (the number of PCR cycles required for the accumulated fluorescence
signal to cross a threshold above the background) were acquired with the
LightCycler 480 software (Roche) using the second derivative maximum
method. Primers used are shown in Supplemental Table S1. Stably expressed
reference genes (At3g28750, At3g57690, and At5g59370), specifically designed for
this study on pollen grains, were selected using GeNorm software (Vandesompele
et al., 2002). They were used as internal controls to calculate the relative ex-
pression of target genes according to the method described by Gutierrez et al.
(2009). Each amplicon was first sequenced to ensure the specificity of the amplified
sequence.

Analysis of PME48 Transcripts in Mutant Lines

The lack of PME48 transcript in pme482/2 was checked by RT-PCR using
PME48-F2 (59-CTGGAACTGGAGGAGGAACT-39) and PME48-R2 (59-CAT-
AAATCTCAACTCCTCCATG-39). PCR was performed on the cDNA gener-
ated from total RNA extracted from 6-h-old pollen tubes grown in vitro.
Primers used for the RT-PCR are in boldface and underlined in Supplemental
Figure S1D.

Analysis of Promoter Activity

GUS Staining

Mutant seeds containing 1 kb of the promoter of At5g07410 upstream of the
GUS coding sequence were generated as described by Louvet et al., (2006).

GUS staining was performed on dry pollen grains, in vitro-grown pollen
tubes, and in vivo on self-pollinated flowers. Flower and dry pollen grain
samples were fixed in cold acetone for 20 min and rinsed three times in 50 mM

phosphate buffer, pH 7, containing 2 mM potassium ferricyanide, 2 mM
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potassium ferrocyanide, and 0.2% (v/v) Triton X-100. In vitro-grown pollen
tube samples were not incubated in acetone. Samples were then incubated for
16 h in the dark at 37°C in 50 mM phosphate buffer, pH 7, containing 1 mM

5-bromo-4-chloro-3-indolyl-b-glucuronic acid, 2 mM potassium ferricyanide,
2 mM potassium ferrocyanide, and 0.2% (v/v) Triton X-100. Flower samples
were then cleared with several washes in 70% (v/v) ethanol.

Analysis of the Activity of the Promoter of PME48
Using YFP

The promoter of the PME48 gene (At5g07410) was PCR amplified from a
plasmid construct containing this sequence cloned upstream of the GUS coding
sequence in the pBI101.3 binary vector (Louvet et al., 2006). A ligation-
independent cloning method was used to insert the promoter of the PME48
gene (pPME48) upstream of the super YFP (Kremers et al., 2006) in a ligation-
independent cloning binary vector, named pPLV06 (GenBank accession no.
JF909459) and belonging to the set of plant ligation-independent cloning
vectors made by De Rybel et al. (2011). This vector also contains the Simian
Virus40 nuclear localization signal. The PCR-amplified promoter insert con-
tained in the plasmid construct was subsequently verified by sequencing, and
the plasmid was used to transform Agrobacterium tumefaciens GV3101::pSOUP
(Hellens et al., 2000). Arabidopsis plants were transformed by floral dip as
described by Zhang et al. (2006) and selected on kanamycin (25 mg L21).

In Vitro Pollen Tube Growth

Pollen grains were grown in vitro in a liquid medium according to the
method described by Boavida and McCormick (2007). Briefly, flowers (40 per
1.5-mL tube) were submerged in 1 mL of GM (pH 7.5) containing 5 mM

CaCl2∙2H2O, 0.01% (w/v) H3BO3, 5 mM KCl, 1 mM MgSO4∙7H2O, and 10%
(w/v) Suc. Tubes were shaken with a vortex to release the pollen grains from
the anthers. Flowers were removed with a pair of tweezers, and the pollen
suspension was then centrifuged at 4,000g for 7 min. New GM (250 mL) was
added to the pellet, and pollen grains were transferred into glass vials (143 45 mm)
and grown in a growth chamber in the dark at 22°C. For solid medium culture,
1.5% agarose (Sigma) was added to the GM and deposited on a microscope slide.
After polymerization, wild-type or mutant open flowers were gently brushed on the
surface of the agarose pad to release the pollen grains. Glass slides were then placed
in a growth chamber in the dark at 22°C under 100% relative humidity. Before any
further manipulation, pollen germination and pollen tube growth were assessed
with a microscope.

Twenty images per sample were acquired after 2, 4, 6, 8, 14, 16, and 24 h of
culture, and the percentage of germination (n . 10,000) and the speed of
growth of pollen tubes (n . 35) were measured using ImageJ software
(Abràmoff et al., 2004). Germination assays and the speed of growth of pollen
tubes were repeated six times. For measurement of the diameter of pollen
tubes, wild-type and pme482/2 pollen grains were harvested by dabbing
flowers onto silane-coated microscope slides. Slides were incubated at 30°C for
30 min in a moist chamber, subsequently covered with liquid GM, and grown
for 4 h in a growth chamber in the dark at 22°C. The diameter of pollen tubes
was determined on the images with ImageJ (n = 126 and n = 172 for wild-type
and pme482/2 pollen tubes, respectively, from four independent experiments).

Pollen grains were also cultured in the GM supplemented with 1 mM EDTA
or 2.5 mM CaCl2∙2H2O to reach the final concentration of 7.5 mM CaCl2.

In Vivo Pollen Tube Growth

Emasculated mature flowers from wild-type plants were hand pollinated
with wild-type or mutant (pme482/2) pollen grains. The pollinated pistils
were collected 6, 12, and 24 h after pollination and fixed in an ethanol:acetic
acid (3:1, v/v) solution. The fixed pistils were rehydrated with successive
baths of ethanol (70%, 50%, and 30% [v/v]), washed three times with distilled
water, and treated overnight in a softening solution composed of 8 M NaOH.
After several washes with distilled water, the pistil tissues were stained with
decolorized Aniline Blue solution (0.1% [w/v] Aniline Blue in 100 mM K3PO4
buffer, pH 11) for 2 h in the dark (Johnson-Brousseau and McCormick, 2004).

Viability Test and DAPI Staining

The viability of pollen grains was assessed using FDA dissolved in acetone
at 10 mg mL21 and stored at 220°C. Prior to each experiment, FDA was

diluted in a 10% Suc solution to a final concentration of 0.2 mg mL21. Hy-
drated pollen grains were dipped in 250 mL of the FDA solution on a glass
slide and kept in the dark for 5 min. A minimum of 1,000 pollen grains were
analyzed.

The nuclei of the pollen grains were stained with 10 mg mL21 DAPI for 15
min in the dark at room temperature. At least 250 pollen grains were analyzed
for each mutant or the wild type.

Immunolocalization of Highly Methylesterified
HG Epitopes

Immunolocalization was performed by cell surface labeling as described
previously by Dardelle et al. (2010) or on semithin sections. For the cell surface
immunolabeling, pollen grains or pollen tubes in GM were mixed (v/v) with a
fixation medium containing 100 mM PIPES buffer, pH 6.9, 4 mM MgSO4∙7H2O,
4 mM EGTA, 10% (w/v) Suc, and 5% (w/v) formaldehyde and incubated for
90 min at room temperature. Pollen grains or pollen tubes were rinsed three
times by centrifugation with 50 mM PIPES buffer, pH 6.9, 2 mM MgSO4∙7H2O,
and 2 mM EGTA and three times with phosphate-buffered saline (PBS; 100 mM

potassium phosphate, pH 7.4, 138 mM NaCl, and 2.7 mM KCl).
For immunolocalization on semithin sections, dry pollen grains were fixed

in ethanol:acetic acid (3:1, v/v) and rinsed in 75% (v/v) ethanol.After centrifugation,
the pellet of pollen grains was embedded in a block of 2% (w/v) agarose. The
block was then incubated in 75%, 95%, and 100% (v/v) ethanol for 1.5 h each at
room temperature. Pollen grains were then transferred in increasing concen-
trations of methacrylate (25%, 50%, 75%, and 100%) according to Baskin et al.
(1992). The resin was polymerized at 4°C for 24 h under UV light. Semi-
thin sections (1 mm) were obtained with the EM UC6 ultramicrotome
(Leica) and deposited on poly-L-Lys-coated microscope slides.

Samples were then incubated overnight at 4°C with the LM20 antibody that
recognizes methylesterified HG epitopes (Verhertbruggen et al., 2009; diluted
1:5 with PBS + 3% [w/v] milk). Samples were rinsed three times with PBS and
incubated for 3 h at 30°C with the secondary antibody, a goat anti-rat IgG
(whole molecule)-fluorescein isothiocyanate, diluted 1:100. Controls were
carried out by incubation of pollen grains or pollen tubes with the secondary
antibody only.

Image Acquisition

Pollen grains and pollen tubes were observed under bright-field and flu-
orescence illumination on a Leica DLMB microscope equipped with the FDA
filter (absorption, 470; emission, 520–560 wavelength) under UV illumination
for DAPI and decolorized Aniline Blue staining (absorption, 358; emission, 461
wavelength) or fluorescein isothiocyanate filter (absorption, 490; emission, 520
wavelength). Images were acquired with the Leica DFC300FX camera. Pollen
grains and pollen tubes expressing pPME48::YFP were observed with a laser
scanning confocal microscope (Leica TCS SP2 AOBS). YFP was visualized
using the 488-nm laser line of an argon laser with a 510- to 530-nm band-pass
filter. Pollen grains were also observed using the Hitachi TM3000 tabletop
scanning electron microscope in analytical mode. Time-lapse imaging was
performed with the inverted Leica DMI 6000B microscope equipped with the
Leica DFC450C camera.

FT-IR Spectroscopy

Eight milligrams of pollen grains from wild-type or mutant plants was
collected with the vacuum-pollen method described by Johnson-Brousseau and
McCormick (2004). After removing the flower debris with tweezers, pollen
grains were placed into microcentrifuge tubes containing 96% ethanol. After
several washes, the samples were dried overnight under a fume hood. Pollen
grains were then incubated for 1 h in 200 mL of sterilized water at 100°C. After
a speed vacuum treatment to eliminate water, samples were oven dried for
48 h to obtain a pectin-enriched fraction. This fraction was stored in a sealed
container with silica gel prior to FT-IR analysis. Dry samples were analyzed
with an OMNI-Sampler FT-IR spectroscope (version 5.2a) at 4 cm21 resolution.
The DM was calculated using the absorbance intensities at 1,630 and 1,740
cm21 assigned to the vibration of carboxyl groups of (1,4)-a-D-GalUA and its
methylester form, respectively (Gribaa et al., 2013), using the equation de-
scribed by Gnanasambandam and Proctor (2000) and Manrique and Lajolo
(2002): DM = A1,740 /(A1,740 + A1,630). Commercial pectins with determined DM
were used as controls. Using this method, the DM of pectin from citrus (Citrus
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spp.) fruit with 85% DM (Sigma) gave 75.1% 6 2.5% DM, pectin from citrus
fruit with 55% to 70% DM (Sigma) gave 60.5% 6 1.5% DM, pectin from citrus
fruit with 20% to 30% DM (Sigma) gave 26.9% 6 3.4% DM, and pectate
sodium pectin from citrus fruit with DM of 8.6% (Sigma) gave 10.8% 6 0.9%
DM. Three biological replicates for the wild type and the mutant were analyzed,
and 10 acquisitions were acquired per biological sample.

Protein Extraction and Enzymatic Assay

Total proteins were extracted by grinding 2mg of dry pollen grains in 50mM

sodium phosphate buffer, pH 7.5, 12.5 mM citric acid, 1 M NaCl, 0.2% (w/v)
polyvinylpolypyrrolidone, and 0.01% (w/v) Tween 20 plus one tablet of
protease inhibitor cocktail (Roche) for one night at 4°C. Cellular fragments
were discarded by centrifugation at 10,000g for 45 min. The crude protein
extract was concentrated by ultrafiltration on Amicon PM10 membranes
(Millipore) in 50 mM sodium phosphate buffer, pH 7.5. Proteins were quan-
tified by the micromethod of Bradford (1976), with the Bio-Rad kit and bovine
serum albumin as a standard. PME activity was measured using the alcohol
oxidase method according to Klavons and Bennett (1986). One international
unit of PME activity induces the production of 1 mmol of methanol per min.

IEF and Zymography

IEF and zymography were performed as described by Paynel et al. (2014).
Briefly, IEF of native proteins was performed on ultrathin polyacrylamide gels
with a 6 to 10.5 pH range (Pharmalytes) in 5% acrylamide according to the
manufacturer’s procedure with the Multiphor II system (LKB Pharmacia). The
pH gradient was measured with a contact electrode (pH Inlab 426; VWR In-
ternational) along a central gel strip. Samples (20 mL) were loaded at the anodic
side. After IEF, gels were washed for 15 to 30 min in 20 mM Tris-HCl, pH 8.5,
and 5 mM EDTA. Activity of PME was then monitored in gel (zymogram) by
using a sandwich of 1% (w/v) citrus pectin with a DM of 85% (Sigma) and 1%
(w/v) agar according to Bertheau et al. (1984). The gel was incubated for 1 h at
25°C, and the demethylated pectins resulting from PME activities were precip-
itated with 0.1 M malic acid and stained with 0.02% (w/v) Ruthenium Red.

Statistical Analysis

Data were statistically treated using the GraphPad software (www.
graphpad.com).

Supplemental Data

The following supplemental materials are available.

Supplemental Figure S1. Genomic organization of the PME48 gene, location
of the T-DNA, PME48 expression in the mutant, and transcript sequence of
PME48.

Supplemental Figure S2. Viability and phenotypic characteristics of wild-
type and mutant lines.

Supplemental Figure S3. Germination rates of wild-type and pme482/2
pollen grains in liquid medium.

Supplemental Figure S4. Estimation of the growth speed in liquid medium
of wild-type and pme482/2 pollen tubes.

Supplemental Table S1. List of primer pairs used for the qRT-PCR analyses.

Supplemental Movie S1. Time-lapse imaging of germination and tube
growth of wild-type pollen grains.

Supplemental Movie S2. Time-lapse imaging of germination and tube
growth of pme482/2 pollen grains.
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Supplemental data 

Table S1. List of primer pairs used for the qRT-PCR analyses. 

Primer name Forward primers Reverse primers 

PPME1 5’-CCAGGATCACACAAAGCCAAG-3’ 5’-GAGTTTACAAAGCGGGTGGTG-3’ 

PME48 5’-AGACTCCCGCACATGACAAGAC-3’ 5’-CACTCTCTTGGCTTTGTGTGACC-3’ 

PME49 5’-AAACACTTCTCCAATGCCAAAGCC-3’ 5’-GAAAGCAGCCTTATCGCCGTTG-3’ 

PME50 5’-CGAAGTTACGCCTTTCCTCACTC-3’ 5’-GAGGAGGAAGTAGCCATGTGGA-3’ 

PME67 5’-TCGATGCTGTCCCTGTTGGTAAC-3’ 5’-CGGAATGTGCACTCTCTCCTTG-3’ 

PME13 5’-GGTCATAAACAAGGAGGAGGCTTT-3’ 5’-AGCCTGAGGCACTGATCCAA-3’ 

PME04 5’-ACAACAGAAGTGTTGCTCTCAGC-3’ 5’-AACCTGAACTGTGGCACTGAGG-3’ 

PME05 5’-TTCCCTTAGTGGCACAGTCCAG-3’ 5’-CGTTCACTCTGATAGCCACAGC-3’ 

PME21 5’-CCATGTCGCATCTTGTGTTCATCG-3’ 5’-AGTAGTTTCCAACAATGGCGACAG-3’ 

PME23 5’-GACCTTCCTAACAGCCACAATCAC-3’ 5’-TCCAGCTGTGTTCTCGATTCCG-3’ 

PME37 5’-ACCGTTCAGGTCGAATCTGAGG-3’ 5’-TCCCAATGGACCAGCAGTGTTC-3’ 

PME43 5’-TCTTCCCGTGAAAGCCAAGAAC-3’ 5’-CGCAAACGTCTCGTTCCACTTC-3’ 

PME45 5’-TGCCAAGTACCAAGGAAGGTACAC-3’ 5’-TGTTTCCCGTCACGATCGTCTTC-3’ 

PME28 5’-GCGAGAATCCACGGGATTTGTTC-3’ 5’-ACTGCCAAGTAATCCGGTTCGC-3’ 

   
At3g28750 5’-AGGCGATGGTTATTGCACAAGC-3’ 5’-TGCCCAACTTAACAGCGAGGTC-3’ 

At3g57690 5’-AAGAAGATTGCTTGCGGTGTGC-3’ 5’-AAAGAGCCAAGAGCTGGCAACG-3’ 

At5g59370 5’-GCAGATGTGGATTGCGAAAGCAG-3’ 5’-CCGTCTTCGTTTGGTGATCTTAGG-3’ 
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Figure S1. A, Genomic organization of the PME48 (At5g07410) gene and location of the 

T-DNA insertion of pme48-/- mutant line. The white boxes indicate the positions of the 

exons and the line the position of the introns (both exons and introns are drawn to 

scale). Grey boxes indicate the untranslated regions (UTR) in 3’ and 5’. Primers used for 

the genotyping are marked with arrows and labelled F1, R1 and LB. B, Amplification of 

the T-DNA insert in the homozygous pme48-/- mutant line. gDNA was extracted from 

leaves of wild-type and mutant plants. C, RT-PCR amplification products of PME48 

mRNA transcripts in 6 h-old pollen tubes from wild-type and pme48-/-. D, Transcript 

sequence of PME48. Primers used for the RT-PCR are in bold and underlined, primers 

used for the qRT-PCR are highlighted in grey. The T-DNA is located in a black box. 

Letters in grey are UTR. ^ Location of an intron in the genomic DNA.  
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Figure S2. Viability and phenotypic characteristics of wild-type and mutant lines. A, DAPI 

staining of pollen grains showing the nuclei of the two sperm cells and the vegetative 

nucleus. Scale bars = 10 µm. B, C, Pollen viability test using FDA. Viable pollen grains 

fluoresce under UV. Scale bars = 30 µm. D, SEM of wild-type and pme48-/- dry pollen 

grains. Scale bars = 30 µm. E, Measurements of the length of wild-type and pme48-/- dry 

pollen grains. F, G, Quantification of the size of the siliques and the number of seeds per 

silique in wild-type and pme48-/- plants. Different letters indicate statistically significant 

differences as determined by the Student’s t-test (P<0.0001). n> 1000 (B,C), n=550 

(D,E), n=210 (F,G). 
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Figure S3. A, Germination rate of wild-type (black square) and pme48-/- (white circle) 

pollen grains in the optimum liquid GM. Pollen grains were considered germinated when 

the length of the tube was equal to the diameter of the pollen grain. B, Estimation of the 

imbibition rate by measuring the ratio length/width of wild-type (black bars) and 

pme48-/- (grey bars) pollen grains. Different letters indicate statistically significant 

differences among the wild-type and pme48-/- lines, as determined by the Student’s t-

test (P<0.0001; n >10 000 in A; n>500 in B). 
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Figure S4. Estimation of the growth speed of wild-type (black bars) and pme48-/- (grey 

bars) pollen tubes in liquid medium. 

III. 3. b. Analyse par qRT-PCR des transcrits des 14 PMEs 

spécifiques du pollen chez pme48-1 : 

Afin d’évaluer des possibles phénomènes de compensation d’expression des 

PMEs chez le mutant, les niveaux d’expression des 14 PMEs ont été suivis par PCR 

quantitative en temps réel dans les grains de pollen mutants secs (Figure 49 A) et 

imbibés pendant 1 h (Figure 49 B) et dans des tubes polliniques âgés de 6 h (Figure 49 

C) cultivés dans un MGL. Afin de visualiser plus facilement les variations d'expression, 

elles sont présentées sous la forme du ratio : valeur d’expression obtenue pour pme48-1 

divisée par la valeur d’expression obtenue chez le sauvage (partie III. 1. b. Analyse des 

niveaux d’expression des PMEs par                RT-qPCR  Figure 39). 

Hormis la forte sous-expression de PME48, il semblerait que les gènes PPME1 et 

PME49 soient aussi légèrement sous-exprimés dans les grains de pollen pme48-1 secs 

par rapport au sauvage (Figure 49 A). A ce stade de développement, aucun gène ne 

semble fortement sur-exprimé. Par contre, dans les grains de pollen pme48-1 imbibés 

pendant 1 h, 3 gènes (PME4, PME23 et PME43) semblent être sur-exprimés (Figure 49 

B). Dans les tubes polliniques, seul PME5 (VANGUARD), le gène le plus exprimé chez le 

sauvage, semblerait être sur-exprimé (Figure 49 C). Par contre, 10 gènes seraient 

légèrement sous-exprimés par rapport au sauvage. Il se pourrait donc qu’après 
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imbibition des grains de pollen, des phénomènes de compensation soient possibles et ils 

pourraient expliquer le phénotype moins marqué lorsque le pollen mutant est cultivé en 

MGL. 

 

 

 
Figure 49 : Expression relative de chaque PME chez pme48-1 (pme48-1/sauvage) obtenue par 

qRT-PCR sur les grains de pollen secs (A), les grains de pollen imbibés durant 1 h (B) et les tubes 
polliniques cultivés pendant 6 h (C) dans du MGL.  

Les valeurs du mutant pme48-1 sont divisées par celles obtenues chez le WT (A). L'encadré 
rouge représente la zone de variabilité naturelle (entre 0,5 et 1,5). 
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III. 4. CARACTERISATION DES MUTANTS HOMOZYGOTES 

ppme1, pme48-2 ET pme23-1 : 

 Afin de mieux apprécier les différences observées, les résultats obtenus avec ces 

3 lignées mutantes sont comparés occasionellement avec pme48-1. 

III. 4. a. Impact de la mutation sur la fécondation et la production 

de graines :  

Croissance in-vivo des tubes polliniques mutants : 

Des pistils de plantes sauvages ont été isolés par dissection manuelle sous 

stéréo-microscope et placés à l’abri de toute pollinisation indésirable jusqu'à leur 

complète maturation (c.à.d. lorsque les papilles du stigmate sont totalement hydratées). 

Ces pistils sauvages sont ensuite pollinisés manuellement avec des grains de pollen issus 

de plantes ppme1, pme48-2, pme23-1 ou sauvages. Une coloration à l’aniline bleue, après 

6 h de croissance des tubes polliniques in-vivo, a ensuite été réalisée afin de colorer la 

callose présente dans la paroi interne des tubes polliniques et dans les bouchons de 

callose. 

Après coloration, on peut observer que les tubes polliniques sauvages ont 

quasiment atteint les 2/3 de l’ovaire (Figure 50 A). Il en est de même pour les tubes 

polliniques de pme23-1 (Figure 50 D). Par contre, la progression des tubes polliniques 

ppme1 et pme48-2 dans le tissu de transmission WT (Figure 50 B-C) est légèrement 

retardée. Ils ont parcouru environ la moitié du pistil sauvage chez ppme1 (Figure 50 B). 
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Figure 50 : Comparaison de la progression des tubes polliniques sauvages (A), ppme1 (B), 
pme48-2 (C) et pme23-1 (D) dans des pistils sauvages, 6 h après la pollinisation manuelle.  

Les tubes polliniques sont colorés à l’aniline bleue. Les flèches indiquent la distance maximale 
parcourue par les tubes polliniques. 

 

Cependant, 24 h après la pollinisation manuelle, les tubes polliniques sauvages 

et mutants ppme1, pme48-2 et pme23-1 ont tous atteint la base du pistil (résultats non 

présentés). Il semblerait donc qu'ils aient potentiellement pu féconder la totalité des 

ovules. 

Taille des siliques et production de graines : 

Afin de vérifier cette observation, la longueur des siliques et le nombre de 

graines par silique ont été estimés (Figure 51). La longueur moyenne d'une silique 

sauvage est de 1,39 ± 0,012 cm. Celle-ci est significativement plus grande que celles des 

mutants ppme1, pme48-2 et pme23-1, qui sont de 1,25 ± 0,02 cm ; 1,25 ± 0,02 cm et 1,29 

± 0,02 cm, respectivement (Figure 51).  
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Figure 51 : Comparaison de la longueur moyenne (cm) des siliques (Histogramme) et du nombre 
moyen de graines par silique chez les plantes sauvages et mutantes ppme1, pme48-2 et pme23-1. 

 N = 100 siliques/condition, *** (t-test ; p-value<0,0001).  

 

De même, le nombre de graines par silique est significativement plus élevé chez 

le sauvage avec 48,5 ± 0,5 graines par silique (Figure 51) par rapport aux mutants 

ppme1 et pme48-2 qui contiennent en moyenne 38 ± 1,0 et 40,4 ± 1,3 graines par silique, 

respectivement.  

III. 4. b. Analyses phénotypiques des grains de pollen mutants : 

La viabilité des grains de pollen ppme1 est sensiblement la même que celle 

du pollen sauvage : 

Les tests de viabilité ont montré que la plupart des grains de pollen ppme1 était 

viable avec 71,1% ± 5,6 (Figure 52 C et D) mais légèrement moins que les grains de 

pollen sauvages (79,0% ± 4,6) (Figure 52 A et B). 
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Figure 52 : Photographies des grains de pollen sauvages (A, B) et mutants ppme1(C, D), après 
coloration à la FDA, en lumière transmise (B, D) et sous UV (A, C).  

La barre d'échelle est de 100 µm. 

Le nombre de noyaux dans les grains de pollen mutants est conforme à 

celui du pollen sauvage : 

Le pollen d’A. thaliana étant de type trinucléé (c.à.d. que la seconde mitose se déroule 
dans les anthères avant la libération des grains de pollen), la coloration au DAPI a 
permis de mettre en évidence les deux noyaux des cellules spermatiques (cercles 
rouges) et celui du noyau végétatif (cercle jaune) chez les grains de pollen sauvages 
(Figure 53 A) et ceux des mutants ppme1 (Figure 53 B), pme48-2 (Figure 53 C) et pme23-
1 (Figure 53 D).  

       
Figure 53 : Coloration au DAPI de grains de pollen sauvages (A) et mutants : ppme1 (B), pme48-2 

(C) et pme23-1 (D).  
Cercle jaune : noyau végétatif ; cercles rouges : noyaux des cellules spermatiques. Barre d'échelle 

de 10 µm. 
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La longueur des grains de pollen secs est plus petite chez les mutants : 

La longueur des grains de pollen secs a également été mesurée afin de vérifier si 

les grains de pollen mutants présentent une taille normale (Figure 54).  

 
Figure 54 : Comparaison de la longueur moyenne des grains de pollen secs sauvages avec celle 

des grains de pollen secs mutants pme48-2, ppme1 et pme23-1.  
*** (t-test ; p-value<0,0001). 

 

 La longueur moyenne des grains de pollen secs sauvages (n= 142 grains de 

pollen) était de 29,8 ± 0,15 µm. Chez les mutants, la longueur moyenne des grains de 

pollen secs pme48-2 (n= 141 grains de pollen) était de 28,8 ± 0,12 µm, pme23-1 (n= 222 

grains de pollen) de 28,9 ± 0,10 µm et ppme1 (n= 198 grains de pollen) de 27,8 ± 0,11 

µm. Les analyses statistiques indiquent que la différence entre le pollen sauvage et les 

pollens mutants était très fortement significative. 

Les grains de pollen mutants présentent un retard de germination in-vitro 

dépendant du type de milieu de culture : 

Les cinétiques de germination des grains de pollen issus des mutants ppme1, 

pme48-2 et pme23-1 ont été étudiées in-vitro en MGL (Figure 55) ou sur MGS (Figure 

56).  

En MGL, le taux de germination des grains de pollen sauvages a atteint 50% 

après 2 h de culture, tandis que celui des mutants n’a atteint que 10%. Après 6 h de 
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culture, 70,9% ± 4,6 des grains de pollen sauvages ont germé, alors que les grains de 

pollen mutants n'ont pas atteint les 50% de germination (soit une diminution de près de 

30%). Ces réductions de germination du pollen sont statistiquement significatives 

(Figure 55). Par contre, les taux de germination entre les différentes lignées mutantes 

sont assez similaires.  

 
Figure 55 : Cinétique de germination des grains de pollen sauvages et mutants cultivés in-vitro 

en MGL. 
 N= 3421 grains de pollen sauvages ; 7822 grains de pollen ppme1, 7177 grains de pollen pme48-

1, 2658 grains de pollen pme23-1 et 1586 grains de pollen pme48-2. 

 

Sur MGS, après 2 h de culture, 10% des grains de pollen sauvages ont germé 

(Figure 56). Ces 10% de germination ne sont pas atteints avant 11 h chez ppme1 et 24 h 

chez pme48-1 et pme48-2. Après 8 h de culture, plus de 70% du pollen sauvage a germé 

alors que moins de 5% de germination est observée chez les mutants dont l’expression 

de la PME du groupe I est altérée : ppme1 (2,9% ± 2,2 de germination). Les pourcentages 

de germination de pme48-1 et pme48-2 sont identiques : 3,2% ± 1,3. Seul le mutant dont 

la PME est du groupe II, pme23-1, semble rattraper son retard (Figure 56, violet). En 

effet, après 6 h de culture 38% des grains de pollen avaient germé mais après 24 h, les 

taux étaient quasiment identiques à ceux obtenus chez le pollen sauvage.  

 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

0 1 2 3 4 5 6 7

G
e

rm
in

a
ti

o
n

 (
%

)

Temps (heures)

WT

ppme1

pme48-1

pme23-1

pme48-2



 

145 
 

 
Figure 56 : Cinétique de germination des grains de pollen sauvages et mutants cultivés in-vitro 

sur MGS.  
Les courbes de pme48-1 et pme48-2 sont confondues. N= 38136 grains de pollen sauvages ; 

30663 grains de pollen ppme1, 24715 grains de pollen pme48-1, 11324 grains de pollen pme48-2 
et 12321 grains de pollen pme23-1. 

 

En comparant les résultats obtenus en MGL avec ceux sur MGS, il apparaît donc 

que les grains de pollen des mutants pme48-1 et pme48-2 sont plus affectés par 

l’alteration de l’expression de la PME48 que ne le sont pme23-1 et ppme1 (Figure 55 et 

Figure 56). En particulier chez pme23-1, le pourcentage final de germination après 24 h 

est semblable à celui du sauvage sur MGS. 

Les tubes polliniques des mutants pme48, ppme1 et pme23 sont instables : 

En plus des faibles taux de germination, le mutant ppme1 présente des 

phénotypes remarquables comme montré sur les images obtenues par vidéo pendant la 

germination des grains de pollen et la croissance des tubes polliniques (Figure 57). 

Morphologie des tubes polliniques : un taux important de difformités est 

observé chez les tubes polliniques mutants. Pendant la culture en MGL, les tubes 

polliniques présentent des dichotomies et plusieurs tubes polliniques émergent des 

apertures d’un seul grain de pollen (Figure 57 ; cercle rouge). De même, un taux 

important de tubes éclatés est observé (Figure 57, étoiles ; Figure 58). Des phénotypes 

similaires avaient été observés chez le mutant pme48-1 précédemment décrit. 
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Figure 57 : Photographies par time lapse de grains de pollen sauvages et ppme1 cultivés en MGL.  
(*) Tubes polliniques éclatés, (cercle rouge) deux tubes polliniques émergeant d'un même grain 

de pollen et (cercle bleu) des tubes polliniques ayant arrêté leurs croisssances.  

 

Plus de 30% d’éclatement sont observés chez les tubes polliniques de pme48-1 

après 6 h de culture (soit trois fois plus que le sauvage). Pour les autres mutants étudiés, 

ces taux s’approchent de 20%, soit presque deux fois plus que pour les tubes polliniques 

sauvages (Figure 58). 

 

Figure 58 : Cinétique d'éclatement des tubes polliniques cultivés en MGL chez le sauvage (WT) et 
les mutants ppme1, pme48-1, pme48-2 et pme23-1. 

 *** : t-test p-value < 0,0001). 

L'imbibition des grains de pollen ppme1 est perturbée : 

Comme les grains de pollen ppme1 présentent un délai de germination, la 

vitesse d'imbibition des grains de pollen a été évaluée en calculant le rapport longueur / 
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largeur du grain de pollen. Les grains de pollen secs ont des formes ellipsoïdales et la 

longueur est d'environ deux fois la largeur. Au cours de l'imbibition, les grains de pollen 

deviennent sphériques et la longueur est à peu près égale à la largeur, le rapport 

longueur / largeur est alors ~ 1. Cette analyse a été réalisée sur des grains de pollen 

cultivés sur MGS (Figure 59 A) et en MGL (Figure 59 B). 

 

Figure 59 : Cinétique d’imbibition des grains de pollen sauvages et mutants ppme1 et pme48-1 
cultivés sur MGS (A) ou dans du MGL (B). 

 *: (t-test p-value <0,01), **: (t-test p-value <0,001), ***: (t-test p-value <0,0001). 

 

Après 2, 4 et 24 h de culture sur MGS, les grains de pollen ppme1 étaient moins 

imbibés que les grains de pollen sauvages (Figure 59 A). Après 4 h de culture, la valeur 

moyenne obtenue pour les grains de pollen sauvages était de 1,25 ± 0,01 contre 1,37 ± 

0,04 pour ppme1. Les tests statistiques indiquent que les différences sont extrêmement 

significatives comparées au sauvage (p-value <0,0001). Après 24 h de culture sur MGS, 

la valeur moyenne du ratio pour les grains de pollen sauvages était de 1,16 ± 0,33 tandis 

qu’elle était de 1,36 ± 0,06 pour ppme1 (Figure 59 A). En revanche, les différences 

observées entre ppme1et pme48-1 ne sont pas significatives.  
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De même, la cinétique d'imbibition en MGL (Figure 59 B) indique que les 

différences observées entre les grains de pollen sauvages et les grains de pollen mutants 

commencent à être significatives au bout de 30 min pour pme48-1 et à partir de 1 h pour 

ppme1 (Figure 59 B). Ces résultats indiquent que l’imbibition des grains de pollen issus 

des plantes mutantes ppme1 est perturbée et pourrait donc expliquer la réduction 

significative de la germination des grains de pollen.  

Les taux de germination des grains de pollen ppme1 sont améliorés en 

augmentant la concentration en CaCl2 dans le MG : 

Comme présenté dans l'article III. 3. CARACTERISATION DU MUTANT 

HOMOZYGOTE pme48-1 : une augmentation de la concentration en CaCl2 à 7,5 mM est 

capable de restaurer le phénotype du mutant pme48-1. Une approche identique a été 

utilisée pour les mutants ppme1 et pme23-1. Une augmentation de la concentration en 

CaCl2 à 7,5 mM (Figure 60 A, B) et 10 mM de CaCl2 (Figure 60 C, D) dans le MGL (Figure 

60 A, C) et MGS (Figure 60 B, D), a été testée sur les pourcentages de germination et 

d'éclatement des tubes polliniques sauvages et mutants cultivés jusqu'à 24 h.  

Sans surprise, les grains de pollen sauvages préfèrent le milieu de germination 

optimum mis au point par Boavida et McCormick (2007). Dans les milieux supplémentés 

en CaCl2, les taux de germination après 24 h restent stables mais les taux d'éclatement 

des tubes polliniques sont considérables, quasiment 80-90% des grains de pollen 

germés.  

Comme pour le mutant pme48-1, les pourcentages de germination sont 

améliorés pour le pollen mutant ppme1. Après 24 h de culture que ce soit en MGL 

(Figure 60 A, C) ou sur MGS (Figure 60 B, D), ils atteignent plus de 80% comme chez le 

sauvage. Après 24 h de culture en MGS optimum, le taux était de 40% (Figure 56). Par 

contre, la concentration à 10 mM provoque une nette augmentation des taux de tubes 

polliniques éclatés (Figure 60 C-D). Ce phénomène est nettement réduit à la 

concentration de 7,5 mM. 

Chez le mutant pme23-1, les effets sur la germination ne sont pas aussi 

spectaculaires. En milieu optimum, les pourcentages de germination étaient de l’ordre 

de 40% en MGL (Figure 55) et MGS (Figure 56) après 6 h de culture. Ces pourcentages 

restent inchangés dans les MG contenant 10 mM de CaCl2 (Figure 60 C-D).  
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Figure 60 : Cinétique de germination et d'éclatement des grains de pollen sauvages et mutants 
(ppme1 et pme23-1) cultivés in-vitro dans du MGL (A, C) ou sur MGS (B, D) dont la concentration 

en CaCl2 est de 7,5 mM (A, B) ou de 10 mM (C, D). 

 

III. 4. c. Etudes immunocytochimiques des grains de pollen et des 

tubes polliniques ppme1 et pme23-1 : 

Immunomarquages des HGs fortement méthyl-estérifiés avec LM20 : 

Des immunomarquages de surface des épitopes associés aux HGs fortement 

méthyl-estérifiés ont été réalisés sur les grains de pollen et les tubes polliniques à l’aide 

des anticorps monoclonaux JIM7 et LM20, tandis que les épitopes associés aux HGs 

faiblement méthyl-estérifiés ont été marqués avec les anticorps monoclonaux JIM5 et 

LM19 (Figure 61).  

L'immunolocalisation des HGs fortement méthyl-estérifiés à l’aide des anticorps 

JIM7 et LM20 a révélé que les épitopes sont presque exclusivement limités à la région 
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apicale des tubes polliniques sauvages (Figure 61). Les tubes polliniques de ppme1 et 

pme48-1 sont marqués sur toute la longueur mais avec une plus forte intensité de 

fluorescence au niveau des apex. Chez pme23-1, le marquage semble plus uniforme. 

Avec JIM5 ou LM19, on observe un marquage plus ou moins uniforme tout le 

long du tube pollinique avec une nette diminution de la fluorescence dans la partie 

apicale (Figure 61). Pour une même durée d’exposition, la fluorescence apparaît plus 

intense chez le mutant ppme1 que chez le sauvage (Figure 61).  

 

Figure 61 : Immunomarquages de surface des épitopes associés aux HGs fortement méthyl-
estérifiés avec JIM7 et LM20, ou faiblement méthyl-estérifiés avec JIM5 et LM19, sur des grains 

de pollen et tubes polliniques sauvages (WT) et mutants (ppme1; pme48-1 et pme23-1). 
 Les barres d'échelles sont de 20 µm. 

 

LM19 et LM20 présentent des capacités de marquage des HGs avec différents 

niveaux de méthylestérification qui se chevauchent sauf pour les épitopes d'HGs 

totalement dé-méthyl-estérifiés qui ne sont reconnus que par LM19 (Verhertbruggen et 
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al., 2009). Par conséquent, ces résultats suggèrent que la teneur en épitopes associés aux 

HGs plus fortement méthyl-estérifiés est plus élevée chez ppme1 et pme23-1 par rapport 

au sauvage. 

Des analyses biochimiques complémentaires, comme réalisées sur pme48-1, 

devraient permettre de confirmer ou d’infirmer ces observations. 

III. 4. d. Analyse par qRT-PCR des transcrits des 14 PMEs chez 

ppme1: 

Afin de connaître plus précisément les niveaux d’expression des 14 gènes PMEs 

chez ppme1, une étude complémentaire par PCR quantitative en temps réel a été 

entreprise sur les grains de pollen mutants secs et imbibés pendant 1 h dans un milieu 

liquide ainsi que dans des tubes polliniques âgés de 6 h, et les résultats obtenus ont été 

divisés par ceux obtenus pour le sauvage (Figure 62 A-C).  

A la différence de pme48-1 (Figure 49 A), deux gènes codant pour PME50 et 

PME28 sont sur-exprimés chez ppme1 dans les grains de pollen secs (Figure 62 A). 

Après 1 heure d’imbibition, comme chez pme48-1 (Figure 49 B), PME28 est sur-exprimé 

(Figure 62 B). Dans les tubes polliniques, PME5 ainsi que PME21 semblent aussi sur-

exprimés (Figure 62 C).  

Le niveau d’expression du gène PPME1, assez proche de 0,5 provient de 

l’amplification des ARN provenant d’une portion du gène, mais ne correspond en aucun 

cas à l’expression de la PPME1. 
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Figure 62 : Expression relative des 14 PMEs chez ppme1 obtenue par qRT-PCR sur les grains de 
pollen secs (A), les grains de pollen imbibés durant 1 h (B) et les tubes polliniques cultivés 

pendant 6 h (C) dans du MGL.  
L'encadré rouge représente la zone de variabilité naturelle (entre 0,5 et 1,5). 
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III. 5. EFFET DE L’AJOUT EXOGENE DE PME ET PMEI SUR LA 

GERMINATION ET LA CROISSANCE DES TUBES 

POLLINIQUES : 

III. 5. a. Utilisation de la PME d'orange : 

L'effet de l’ajout exogène de PME sur la germination et la croissance des tubes 

polliniques sauvages a été testé en utilisant la PME commerciale d'orange à une 

concentration finale variant de 0.01 à 20 U.mL⁻¹ en MGL. Cette PME est une PME à 

activité processive dont la séquence protéique de son domaine catalytique a été alignée 

avec les domaines catalytiques des PME48 et PPME1 (Annexe I. b). 

Les pourcentages de germination et d’éclatement des tubes ont été calculés chez 

le sauvage (Figure 63 A), ppme1 (Figure 63 B) et pme48-1 (Figure 63 C) après 6 h de 

culture dans du MGL.  

Les grains de pollen sauvages germent mieux en condition classique, c.à.d. sans 

PME d'orange (Figure 63 A). Lorsque l'on ajoute des quantités croissantes de PME 

d'orange dans le MGL, les taux de germination des grains de pollen sauvages diminuent 

et les taux de tubes polliniques éclatés augmentent : 73,1% ± 6,9 germent et 8,9% ± 1,9 

éclatent en MGL optimum, contre 36,5% ± 10,9 qui germent et 21,7% ± 8,1 qui éclatent 

lors d’un traitement avec 20 Unités de PME d'orange par mL de MGL (Figure 63 A). 

Chez le mutant ppme1, les pourcentages d'éclatement des tubes polliniques 

restent stables (12%) quelle que soit la concentration de PME ajoutée au milieu (Figure 

63 B). En revanche, l’apport de PME permet d’augmenter les taux de germination des 

grains de pollen (Figure 63 B). En effet, après 6 h de culture en MGL classique, 37,1% ± 

2,6 des grains de pollen avaient germé et 13,8% ± 4,9 des tubes polliniques avaient 

explosé. Avec l’apport de 20 U.mL-1 de PME, 51,25% ± 10,5 des grains de pollen ppme1 

ont germé et seulement 15,29% ± 3,9 ont explosé. La différence de germination est 

extrèmement significative tandis que celle d'éclatement ne l'est pas. 

Pour le mutant pme48-1, une seule différence significative a été observée pour 

le taux de germination dans le MGL + 5 U.mL-1 de PME d'orange (Figure 63 C). La 
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germination était de 40,7% ± 2,7 contre 32,1% ± 5,1 dans le MGL classique. Les 

variations des taux d'éclatement des tubes polliniques n’étaient pas significatives. 

 

Figure 63 : Taux de germination et d'éclatement des tubes polliniques sauvages (A) ou mutants 
ppme1(B) et pme48-1 (C), en fonction de la concentration en PME d'orange dans le MGL (de 0,01 

à 20 U.mL-1 de PME par mL de MGL), après 6 h de culture in-vitro.  
Les astérisques (***) représentent les résultats obtenus après les analyses statistiques, en 

comparant toujours par rapport à la condition de culture dans du MGL classique (première 
colonne). 

 

Lorsque l'on compare les valeurs obtenues chez les mutants avec celles 

obtenues chez le sauvage, on remarque que pour le mutant ppme1, et aux concentrations 

en PME d'orange dans le MGL de 1 à 10 U.mL-1 (Figure 63 B), le taux de germination 

obtenu pour le sauvage (Figure 63 A), n'est significativement pas différent de celui 
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obtenu pour le mutant ppme1 (50,9% contre 45,8% pour 1 U.mL-1, 47,7% contre 47,0% 

pour 5 U.mL-1 et 45,47% contre 47,2% pour 10 U.mL-1).  

En ce qui concerne le mutant pme48-1, et pour les concentrations en PME 

d'orange de 0,01 U.mL-1 , 0,1 U.mL-1 , et 5 U.mL-1 (Figure 63 C), ce sont les taux de tubes 

éclatés qui ne sont significativement pas différents entre le sauvage (Figure 63 A) et le 

mutant pme48-1 (avec 12,5% d'éclatement chez le sauvage à 0,01 U.mL-1 contre 13,1%, 

12,3% d'éclatement chez le sauvage à 0,1 U.mL-1 contre 12,7% et 17,0% d'éclatement 

chez le sauvage à 5 U.mL-1 contre 13,8%). 

Afin de déterminer si l’ajout de PME exogène pouvait avoir un effet sur le 

phénotype de double germination observé chez les mutants, le taux de grains de pollen 

ayant deux tubes polliniques issus d'un même grain de pollen a été déterminé (Figure 

64). Les tubes ont été cultivés pendant 6 h en MGL, complémenté ou non, en PME 

d'orange à différentes concentrations.  

 

Figure 64 : Comparaison des taux de grains de pollen, sauvages (vert foncé) ou mutants ppme1 
(vert olive) et pme48-1 (vert clair), ayant deux tubes polliniques émergeant d'un seul grain de 

pollen (phénotype de double germination).  
Les astérisques (***) représentent la significativité des résultats des tests statistiques, en 
comparant toujours par rapport à la valeur obtenue pour le sauvage en milieu de culture 

classique. 

 

Il est intéressant de noter que même pour la plus faible concentration en PME 

d'orange (0,01 U.mL-1), les grains de pollen sauvages (Figure 64, vert foncé) présentent 

significativement plus souvent le phénotype de double germination qu'en milieu de 
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germination classique. Ce phénotype de double germination, déjà présenté dans la 

Figure 52, reste présent chez les deux mutants ppme1 (Figure 64, vert olive) et pme48-1 

(Figure 64, vert clair), et ce, que ce soit dans du milieu de germination classique, ou 

complémenté en PME d'orange (Figure 64).  

Il est intéressant de noter que l'on observe les mêmes phénotypes (double 

germination, éclatement des tubes polliniques...) que ce soit lorsque l'on ajoute une PME 

au milieu de germination du pollen sauvage (PME d'orange), ou lorsque le pollen a une 

PME absente (mutants ppme1, pme48-1 et pme48-2...). Ceci prouve que la relation entre 

les PMEs et la germination du pollen est bien plus complexe qu'il n'y parait. Cela 

pourrait s'expliquer par les différents modes d'action des PMEs (processive, aléatoire) 

mais également par l'action des PMEIs, du pH, de la quantité de calcium libre... 

III. 5. b. Utilisation du PMEI de kiwi : 

Afin de tester si l’ajout d’un inhibiteur de PME (PMEI) pouvait engendrer les 

mêmes phénotypes que ceux observés sur les grains de pollen mutants, du PMEI purifié 

à partir de fruit de kiwi a été ajouté au MGL en présence de pollen sauvage. Ces travaux 

ont fait l’objet d’une publication dans Plant Growth Regulation. Dans cet article, nous 

avons montré que 4 PME pollen specifiques (PME13, 45, 21 et 28) contiennent les acides 

aminés nécessaires à l’interaction avec le PMEI de kiwi (Paynel et al., 2014). Par 

conséquent, des grains de pollen d'A. thaliana ont été mis en culture dans un MGL 

supplémenté par du PMEI purifié de kiwi (Paynel et al., 2014). Dans la condition 

contrôle, 63,0% ± 3,9 des grains de pollen sauvages avaient germé et étaient restés 

intacts après 6 h de culture alors que 10,0% ± 7,1 de tubes polliniques avaient éclaté. 

Quand les grains de pollen étaient placés en culture avec des concentrations croissantes 

de PMEI purifié, les pourcentages de tubes polliniques ayant éclaté augmentent 

graduellement et atteignent 85,0% ± 1,7 à 20 µM de PMEI (Figure 65). 
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Figure 65 : Effet du PMEI de kiwi sur la germination des grains de pollen et la croissance des 
tubes polliniques d'A. thaliana dans des MGL contenant 0 (contrôle), 4, 10 et 20 µM de PMEI 

(graphique supérieur).  
Les barres noires représentent le pourcentage de germination des tubes polliniques et les barres 

grises représentent le pourcentage de tubes polliniques germés et éclatés. Les photographies 
montrent la croissance normale des tubes polliniques (condition contrôle, à gauche) et les grains 
de pollen avec des tubes polliniques éclatés (condition à 20 µM de PMEI, à droite). (N > 500). Les 

différentes lettres montrent une différence significative t-test P<0,0001. d'après Paynel et al., 
(2014). 

 

Ainsi, le PMEI de kiwi ne semble perturber que très légèrement la germination 

des grains de pollen mais altère la résistance mécanique de la paroi des tubes 

polliniques en induisant un effet dose-réponse. Il y aurait donc une inhibition soit 

partielle soit totale de l’activité des PMEs dans la paroi du tube pollinique par le PMEI 

qui maintiendrait un DM élevé des HGs. Ceci induirait une augmentation de la plasticité 

pariétale dans la zone apicale/sub-apicale et empêcherait la formation des ponts 

calciques avec les HGs dé-méthyl-estérifiés réduisant la rigidité de la paroi (Pelletier et 

al., 2010).  
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IV : DISCUSSION, CONCLUSION ET 

PERSPECTIVES : 

 Les travaux menés dans le cadre de ce doctorat ont porté sur la caractérisation 

fonctionnelle du rôle de trois PMEs dans le remodelage des polymères pectiques lors de 

la germination des grains de pollen et la croissance des tubes polliniques. A cet effet, des 

mutants déficients dans l’expression de trois PMEs (deux du groupe 1 PME48, PPME1 et 

une du groupe 2, PME23) ont été utilisés. La culture in-vitro des grains de pollen et des 

tubes polliniques mutants a révélé plusieurs différences significatives par rapport aux 

tubes polliniques sauvages. Les tubes polliniques issus des grains de pollen mutants 

pme48 et ppme1 présentent des traits phénotypiques anormaux. Ainsi, de nombreux 

tubes polliniques explosent et présentent des dichotomies comme observées par Tian et 

al., (2006). Par contre, le phénotype montrant deux tubes polliniques émergeant d’un 

même grain de pollen n’avait pas été mentionné par Tian et al., (2006). D'autre part, une 

réduction importante de la vitesse de germination des tubes polliniques a pu être mise 

en évidence chez ces mutants. Chez le mutant pme23, le retard de germination n'était 

pas aussi marqué. Les résultats de qRT-PCR montrent que l'impact sur la germination 

est d'autant plus important que la PME étudiée est fortement exprimée. En effet, les 

mutants dont la germination est la plus retardée sont pme48 puis ppme1 et enfin pme23.  

Les travaux les plus aboutis ont permis de mettre en évidence que l'absence 

d'expression de PME48 ou de PPME1 aboutissait à une diminution de la vitesse 

d'imbibition des grains, probablement due à la présence d'une intine dont les HGs sont 

plus fortement méthylestérifiés que chez le sauvage et donc plus hydrophobes et/ou 

moins associés au Ca2+. Ce retard d'imbibition ainsi que les phénotypes associés (double 

germination, dichotomie) ont pu être totalement complémentés par un ajout exogène de 

Ca2+. Une fois encore, le comportement du mutant pme23 est différent de pme48 et 

ppme1 puisqu'aucune complémentation avec le Ca2+ n'a pu être démontrée. 

Contrairement aux PME48 et PPME1, la PME23 appartient au PME de groupe II 

(Sénéchal et al., 2014). L’étude de mutants PMEs du groupe II (vgd1 et vgdh) avait 

montré à la différence de pme23 un impact plus drastique avec un effet significatif sur la 

capacité des tubes polliniques à fertiliser les ovules provoquant une forte réduction du 

nombre de graines (Jiang et al., 2005). Cependant, comme montré lors de nos analyses 
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de qRT-PCR, VGD1 est la PME la plus exprimée des 14 PMEs spécifiques du pollen. Ceci 

pourrait expliquer cette différence entre les deux mutants. 

De plus, nos analyses de qRT-PCR n'ont pas établi de relation directe entre 

l'expression des PMEs du groupe I ou du groupe II lors des différentes phases de la 

germination du grain de pollen et de la croissance du tube pollinique. Cependant, il est 

probable que les PMEs du groupe I et du groupe II soient régulées de façon spatio-

temporelle afin d'intervenir à des moments précis de la germination ou de la croissance 

du tube et ce indépendamment de leurs groupes d'appartenance. Par exemple, PME4 et 

PME5 (VGD1 et VGDH) interviennent dans le maintien de la stabilité du tube en 

croissance (Jiang et al., 2005) et PME48 intervient principalement dans la germination 

du grain de pollen bien que la mutation dans PME48 induise aussi un diamètre du tube 

pollinique plus important (Leroux et al., 2015).  

L’ajout exogène de PMEI de kiwi a aussi un effet sur la stabilité des tubes 

polliniques. Avec des concentrations croissantes, le pourcentage de tubes polliniques qui 

explosent augmente drastiquement (Paynel et al., 2014). La mutation dans une PME ou 

l’inhibition de l’activité PME par le PMEI ont donc des conséquences similaires. Des 

résultats identiques ont été obtenus chez le maïs où l’ajout exogène de ZmPMEI1 induit 

une rupture dans la zone sub-apicale du tube (Woriedh et al., 2013). Quel pourrait-être 

la cible du PMEI de kiwi dans le tube pollinique ? Un alignement de séquences des PMEs 

d’Arabidopsis semblerait indiquer que seules les PMEs du groupe 2 possèdent les acides 

aminés impliqués dans l’interaction entre la PME et le PMEI. PME21 et PME28 

pourraient être de bonnes candidates car elles possèdent dans leurs domaines 

catalytiques les acides aminés identiques et/ou similaires à ceux trouvés dans la PME1 

de tomate qui a été cristallisée avec le PMEI de kiwi (Paynel et al., 2014) mais des études 

expérimentales sont nécessaires pour le vérifier.  

Rôle du calcium au cours de la germination et de la croissance des tubes 

polliniques. 

Les interactions entre les ions Ca²⁺ et les parois cellulaires jouent un rôle clé 

dans la physiologie des plantes (Demarty et al., 1984). Les ions Ca²⁺ sont impliqués dans 

de nombreux mécanismes comme la stabilisation des structures des parois cellulaires, la 

croissance acide, les propriétés d'échanges d'ions, ou encore, le contrôle de l'activité des 
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enzymes de remodelage de la paroi. Toutes ces propriétés proviendraient de la liaison 

des ions Ca²⁺ avec les HGs présents dans les parois cellulaires (Demarty et al., 1984).  

Lorsque les HGs sont dé-méthylestérifiés de manière processive, les charges 

négatives établies par les groupements carboxyls (COO⁻) peuvent interagir avec des ions 

Ca²⁺, permettant ainsi l'association de plusieurs chaines d'HGs. Cette association 

nommée « boîtes-à-œufs » (Jarvis et al., 2003 ; Micheli, 2001 ; Pelloux et al., 2007), 

pourrait être une des sources de Ca²⁺nécessaire à la croissance des tubes polliniques. Le 

Ca²⁺, comme d'autres ions, est impliqué dans la croissance et la germination des tubes 

polliniques (Brewbaker et Kwack, 1963 ; Dumas et Gaude, 2006). En effet, la 

germination des grains de pollen et la croissance des tubes polliniques en condition in-

vitro nécessitent la présence de Ca²⁺dans le milieu de culture chez la majorité des 

espèces. Comme il a été précisé précédemment, dans le cas de PME48 et de PPME1, il 

existerait un lien étroit entre le degré de méthylestérification des HGs et la quantité de 

Ca2+ stockée dans l’intine. Ces résultats peuvent suggérer que le Ca2+, directement ou par 

l'intermédiaire de messager(s) secondaire(s), serait capable d'activer l'expression 

d'autres systèmes enzymatiques ou non enzymatiques afin de dégrader l'intine et ainsi 

favoriser la germination du grain de pollen. Le Ca2+ a en effet déjà été associé à de 

nombreux mécanismes cellulaires dont la germination du grain de pollen et la 

croissance du tube pollinique. Plusieurs études ont montré une accumulation localisée 

du Ca²⁺ dans le grain de pollen avant sa germination principalement dans la zone 

d’émergence du futur tube pollinique et une partie de celui-ci pourrait provenir des 

« boîtes-à-œufs » (Iwano et al., 2004 ; Konrad et al., 2011 ; Steinhorst et Kudla, 2013). La 

différence de germination observée in-vitro entre le milieu liquide (retard de 

germination) et le milieu solide (quasi absence de germination) chez pme48 pourrait 

s’expliquer par la disponibilité du Ca²⁺. En effet, en milieu liquide, les grains de pollen 

sont entièrement submergés dans le milieu de culture et la disponibilité en Ca²⁺ est 

estimée à 5,3 nmoles par grain et est donc supérieure à celle calculée en milieu solide 

(1,7 nmoles par grain) où la surface d’échange entre le grain de pollen et le milieu est 

réduite (Figure 66). L’augmentation de la concentration en Ca2+ dans le milieu solide de 

5 à 7,5 mM permet d’augmenter localement la disponibilité en Ca2+ à l’interface grain de 

pollen-gélose et le grain de pollen bénéficie d’une quantité estimée de Ca2+ équivalente à 

2,6 nmoles par grain. Cette légère augmentation de Ca2+ permet ainsi de restaurer la 

germination des grains de pollen chez les grains de pollen mutants pme48 et ppme1. 



 

162 
 

 

 

Figure 66 : Estimation de la disponibilité en Ca2+ au cours de l'imbibition et de la germination du 
pollen d'Arabidospis cultivé in-vitro sur milieu solide ou en milieu liquide.  

La surface de contact entre le pollen et son substrat en milieu solide a été déterminée en 
calculant la surface d'une ellipse dont le demi grand axe (a) mesure 15 µm et le demi petit axe 

(b) 7,5 µm selon la formule suivante surfaceellipse = π*a*b. Dans le cas de la culture en milieu 
liquide, la surface en contact est un ellipsoïde dont le demi grand axe (a) mesure 15 µm, le demi 
moyen axe (b) 7,5 µm et le demi petit axe (c) 5 µm. La surface de cet ellipsoïde a été déterminée 

à l'aide du calculateur de surface développé par Casio et disponible à l'adresse web suivante : 
http://keisan.casio.com/exec/system/1223392149. Le nombre de mole disponible par grain a 
été estimé en calculant le volume autour de la surface de contact en prenant arbitrairement une 

épaisseur de 1 µm. La durée indiquée est le temps nécessaire pour la germination du pollen 
sauvage à 5 mM et pme48 à 7,5 mM en milieu solide. 

  

 Dans un contexte in-vivo, une étude en 2004 de Zhao et collaborateurs a montré 

qu'un faible taux de Ca²⁺ était détecté dans la matrice extracellulaire (ECM) du tissu de 

transmission dans les styles non pollinisés chez le lys (Zhao et al., 2004). Après 

pollinisation, le pool de Ca2+ augmente dans l'ECM. Ce Ca²⁺ est aussi détecté dans le 

cytoplasme et les vésicules proches de l'apex du tube pollinique (Zhao et al., 2004). Des 

observations similaires avaient été faites chez le pétunia (Bednarska et Butowt, 1995). 

De même, Iwano et al., (2004) ont montré trois pulses de Ca²⁺ dans les papilles 

stigmatiques d’A. thaliana. Le premier pulse était observé dès le contact du grain de 

pollen sur la papille stigmatique, le second lors de l’imbibition du grain de pollen et un 

troisième lors de la pénétration du tube pollinique dans la paroi de la papille. Ainsi, il est 

fort probable qu’une partie du Ca²⁺ nécessaire à la germination du grain de pollen 
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provienne des papilles stigmatiques. Ceci pourrait alors expliquer que le phénotype 

observé in-vivo chez pme48 soit juste caractérisé par un léger retard de germination par 

rapport au sauvage.  

D’autre part, si une partie du Ca2+ nécessaire à la germination provient de ces 

« boîtes-à-œufs », cela nécessiterait sans doute la dégradation des HGs. Celle-ci pourrait 

provenir de l’action de pectate lyases (PLLs) qui peuvent dégrader les chaines d'HGs 

faiblement méthylestérifiés liées entre elles (Marín‐Rodríguez et al., 2002) et/ou de 

PGases. Des études de transcriptomique ont montré que quatre PLLs putatives (PLL3, 6, 

7 et 18) étaient fortement exprimées dans le pollen d’A. thaliana (Mollet et al., 2013). 

PLL7 est la plus exprimée dans le grain de pollen sec, imbibé et dans les tubes 

polliniques cultivés in-vitro et en semi in-vivo. De même, six putatives PGases sont aussi 

fortement exprimées dans le grain de pollen et dans le tube pollinique cultivés in-vitro et 

en semi in-vivo (Mollet et al., 2013).  

Le rôle de l’interaction entre le Ca²⁺ et les HGs dans les propriétés mécaniques de la 

paroi des tubes polliniques a été estimé par CFM (Cellular Force Microscope ; Vogler et 

al., 2013). Les résultats obtenus en collaboration avec le Pr C. Ringli de l'Université de 

Zurich en Suisse sont présentés dans la Figure 67. Ils révèlent que les tubes polliniques 

pme48 présentent une rigidité apparente inférieure à celle des tubes polliniques sauvages 

cultivés en milieu liquide. Ces résultats semblent corroborer l’hypothèse selon laquelle 

les HGs du mutant pme48 étant plus méthylestérifiés (Leroux et al., 2015), le Ca²⁺ est sans 

doute moins abondant. Ceci va donc dans le sens du rôle du Ca2+ et des HGs faiblement 

méthylestérifiés dans la rigidification de la paroi (Bosch et al., 2005). Ceci peut aussi 

expliquer pourquoi le diamètre des tubes polliniques mutants est plus large que celui 

mesuré chez le sauvage. En effet, comme la paroi des tubes polliniques des mutants est 

plus élastique, sous la pression de turgescence, le diamètre du tube pollinique augmente 

jusqu’à un certain point où le tube pollinique va exploser. Ces résultats sont aussi en 

accord avec ceux obtenus lorsque des tubes polliniques étaient traités avec une PME 

commerciale. En effet l’ajout exogène et modéré de PME rendait les tubes polliniques plus 

rigides que les tubes polliniques non traités (Parre et Geitmann, 2005). 
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Figure 67 : Mesure de la rigidité apparente des tubes polliniques sauvages et pme48 cultivés en 
milieu liquide par « cellular force microscopy ». 

 n= 25 (sauvage) et 28 (pme48) mesures. Collaboration T. Ndinyanka Fabrice et C. Ringli, 
Université de Zurich, Suisse (résultats non publiés). 

 

Des analyses protéomique et cytologique ont révélé le rôle important du 

complexe Ca2+/calmoduline (CALcium MODULated ProteIN, CaM) lors de la croissance 

du tube pollinique (Chen et al., 2009). CaM est une protéine ubiquitaire capable, comme 

son nom l’indique, d’interagir avec le Ca2+et intervient comme messager intermédiaire 

dans la transduction du signal calcique (Snedden et Fromm, 1998). Plusieurs canaux 

impliqués dans les influx et efflux calciques ont été étudiés. Le premier est le canal 

CNGC18 (Cyclic Nucleotide-Regulated Ion Channel18) (Figure 68 A) (Frietsch et al., 

2007). Les CNGC sont des canaux cationiques ayant la capacité de créer des courants de 

Ca2+ (Figure 68 A) (Kudla et al., 2010 ; Ma et Berkowitz, 2011). Les compartiments 

comme la vacuole et le réticulum endoplasmique (RE) sont supposés contrôler le 

gradient de Ca2+ par la séquestration du Ca2+ (Yoon et al., 2006). Les pompes calciques 

qui pourraient expliquer la mise en place et la régulation du gradient de Ca2+ dans les 

tubes polliniques en croissance sont des ATPases calciques de type-II localisées dans le 

RE : ACA2 (Autoinhibited Ca2+ ATPase2) et ECA1 (ER-type Ca2+ ATPase1) (Figure 68 A) 

(Harper et al., 1998 ; Hwang et al., 2000). La protéine ACA2, exprimée dans les grains de 

pollen, est une ATPase de type-IIB auto-inhibée par le Ca2+ (Sze et al., 2006) alors que 

ECA1, est une ATPase calcique de type-IIA. Un traitement avec l'acide cyclopiazonique 

(CPA), un inhibiteur spécifique d’ATPases calciques de type-IIA, inhibe la croissance du 

tube pollinique et induit une diminution de la concentration en Ca2+ dans le RE (Figure 

68 A) (Geisler et al., 2000 ; Iwano et al., 2009). Ainsi, l'absorption de Ca2+ dans le RE 
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pourrait permettre les oscillations de Ca2+ dans les tubes polliniques (Iwano et al., 2009). 

Parmi les 14 ACA (Autoinhibited Ca2+ATPases), ACA9 a été plus particulièrement étudiée 

(Heppler et al., 2012).  

 

     

Figure 68 : Représentation de l'implication des ions calciques à l'apex du tube pollinique, A) dans 
la zone claire (clear zone, d'après Steinhorst et Kudla, 2013) et B) durant l'expansion de la paroi 

(d'après Heppler et al., 2012). 

 Les abréviations sont données dans le texte. 

 

ACA9 est répartie uniformément dans la membrane plasmique des tubes 

polliniques en croissance (Figure 68 B) et son activité serait de séquestrer le Ca2+ 

cytosolique dans l'apoplaste. Une étude portant sur des mutants d'insertion d'ADN-T 

dans ce gène a révélé une stérilité mâle partielle (Schiøtt et al., 2004). Tout comme 

ACA2, l’ACA9 est auto-inhibée par le Ca2+ via une activation du complexe Ca2+ / CaM, ce 

A) B) 
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qui suggère que la majorité des ACA9 actives sont présentes dans la région apicale du 

tube pollinique en raison du gradient de Ca2+ (Figure 68 B). 

Les canaux responsables de la plupart des influx du Ca2+ dans le cytosol du tube 

pollinique résident dans la membrane plasmique. Ainsi la [Ca2+]cyt est la plus élevée dans 

la région apicale à proximité de la membrane plasmique (Figure 68 A et B). En revanche, 

on en sait peu sur la contribution des stocks de Ca2+ internes pour l'augmentation de la 

[Ca2+]cyt. TPC1 (Two-Pore Channel1), un canal vacuolaire voltage-dépendant du Ca2+, a 

été mis en avant par Konrad et collaborateurs, comme un candidat potentiel (Figure 68 

A), mais à ce jour aucune preuve de son expression ou de son rôle n’a été démontrée 

dans le pollen (Konrad et al., 2011). Plus récemment, une étude portant sur CML25 

(Calmoduline-Like protein 25) a montré que celle-ci était impliquée dans la régulation 

du Ca2+cytosolique par l'influx de potassium, dans les grains de pollen et les tubes 

polliniques d'A. thaliana (Wang et al., 2015).  

Récemment, un lien a été établi entre calmoduline, Ca²⁺ et le remodelage des 

pectines. En effet, le gène AtNPG1 (NO POLLEN GERMINATION1) code pour une protéine 

contenant un domaine CaMB (calmodulin Binding Domain). Comme son nom l’indique, 

la mutation dans ce gène empêche la germination des grains de pollen chez A. thaliana 

bien que ceux-ci soient viables et morphologiquement normaux (Golovkin et Reddy, 

2003). Cette protéine est localisée dans le cytoplasme et dans la paroi du grain de pollen 

et du tube pollinique et pourrait donc servir de messager entre le Ca²⁺ pariétal et la 

signalisation calcique intracellulaire (Shin et al., 2014). Au cours de cette étude, les 

auteurs ont aussi montré que AtNPG1 pouvait interagir in-vitro et in-vivo avec les quatre 

PLLs putatives fortement exprimées dans le pollen suggérant que NPG1 via le Ca2+, une 

CaM et les PLLs, pourrait réguler la dégradation des HGs et ainsi l’émergence du tube 

pollinique.  

Implication des ROS dans la germination, la croissance et la plasticité du tube 

pollinique. 

 De récents travaux ont aussi montré que le Ca2+ extracellulaire pouvait activer, 

lors de son entrée dans la cellule, une voie de signalisation générée par les ROS (Reactive 

Oxygen Species) via les RbOHs (Respiratory burst Oxidase Homologs) notamment par 

RbohH et RbohJ chez Arabidopsis. RbohH et RbohJ sont indispensables à une croissance 

normale du tube pollinique (Kaya et al., 2014). Depuis peu, les chercheurs s’intéressent 
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aussi à la régulation de la plasticité pariétale par des systèmes non enzymatiques, en 

particulier les formes actives de l’oxygène (ROS). Parmi ces ROS, le peroxyde d’hydrogène 

(H2O2), le radical hydroxyl (.OH) et l’anion superoxyde (O2.-) participent à la régulation 

des propriétés mécaniques des parois (Carol et Dolan, 2006 ; Liszkay et al., 2004 ; Lindsay 

et Fry, 2008). Il a été mis en évidence qu’en condition de stress biotiques et abiotiques, 

les ROS produites en quantité importante associées au Ca2+ pourraient (1) modifier 

directement les propriétés mécaniques de la paroi et (2) induire l’expression de gènes 

codant pour des protéines de remodelage des composés pariétaux (Dangl et Jones, 2001 ; 

Tenhaken, 2015). En effet, il a été montré que .OH pouvait cliver localement des 

polysaccharides de la paroi (Fry et al., 2001 ; Schopfer, 2001). Inversement, le H2O2 en 

présence de peroxydase peut participer au renforcement de la paroi en favorisant des 

liaisons entre les tyrosines des protéines pariétales ou entre des groupements 

phénoliques (Wolf et Höfte, 2014). D’autre part, il a été montré que certaines 

peroxydases pouvaient se fixer aux HGs associés au Ca2+ (Carpin et al., 2001) participant 

probablement à la régulation des ROS dans l’apoplaste. Il existe donc un système de 

régulation de la plasticité pariétale associant le Ca2+, les enzymes de remodelage de la 

paroi et les ROS. Plusieurs travaux ont montré que les ROS et le Ca2+ avaient un rôle 

prépondérant lors de la germination du grain de pollen (Speranza et al., 2012), la 

croissance du tube pollinique (Potocký et al., 2007 ; Boisson-Dernier et al., 2013) et au 

cours du stade final de la reproduction lorsque les tubes polliniques explosent dans les 

synergides permettant la libération des gamètes (Duan et al., 2014). 

D’autres radicaux libres de l’azote (RNS) comme le NO sont aussi produits par les 

grains de pollen et pourraient aussi jouer un rôle important dans la signalisation 

cellulaire (Bright et al., 2009) mais leurs fonctions exactes ne sont pas connues. Il avait 

était suggéré que le NO pourrait servir à la répulsion des tubes polliniques (Prado et al., 

2004), affecterait le ciblage des ovules par le tube pollinique et modulerait la 

signalisation dépendante du Ca2+ (Prado et al., 2008). 

L’action des PMEs sur les HGs méthylestérifiés s’accompagne de la libération de 

protons et de méthanol. Le devenir et le rôle de ce dernier est peu connu. Cependant il 

pourrait potentiellement engendrer la production de ROS mais aussi, récemment, il a été 

proposé qu’il pourrait servir de molécule signal (Komarova et al., 2014).  
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 Pour conclure, les travaux conduits pendant mon doctorat sur les mutants pme48 

et ppme1 ont clairement lié la germination du grain de pollen, le remodelage de la paroi et 

le Ca2+. Des analyses complémentaires sont nécessaires pour le mutant pme23 pour 

vérifier si le DM des HGs est affecté. A ce jour, la relation précise entre les ROS, le calcium 

et le remodelage de la paroi du grain de pollen en germination et la croissance du tube 

pollinique reste très mal définie. Cette étude offre donc de nombreuses perspectives de 

recherche afin de préciser les mécanismes fins de régulation du remodelage de la paroi et 

les voies de signalisations impliquées dans la germination et la croissance des tubes 

polliniques. Existe-t-il uniquement des paires spécifiques entre PMEs et PMEIs dans le 

pollen comme montré entre PPME1 et PMEI2 (Rockel et al., 2008) ? Existe-t-il comme 

pour les PMEs, des inhibiteurs de PGases dans le pollen ? Une PME du groupe II donnée 

est-elle spécifiquement clivée par une subtilase dans le pollen comme il l’a été montré 

dans la racine d’A. thaliana entre PME17 et SBT3.5 (Sénéchal et al., 2014) ? Les HGs 

fortements méthylestérifiés, les PMEs et les PMEIs co-existent-ils dans les vésicules 

Golgiennes lors de leurs secrétions ? Existe-t-il un lien direct entre concentration en Ca2+ 

et ROS? Si oui, quelles ROS ? L'expression des PMEs et d’autres enzymes de remodelage 

de la paroi au cours de la germination est-elle contrôlée par des oscillations de Ca2+, par 

des ROS ou par les deux ? Le méthanol produit lors de la réaction de dé-

méthylestérification des HGs par les PMEs est-il lui-même un messager ? De même, les 

HGs peuvent aussi être acétylestérifiés et sous l’action de pectine acétylesterases (PAEs), 

des acétates sont libérés. Quels pourraient être leurs devenirs ? Finalement, la paroi des 

tubes polliniques, outre les HGs, est aussi très riche en arabinanes (Dardelle et al., 2010), 

quel rôle pourraient-ils jouer dans la progression du tube pollinique dans un contexte in-

vivo ? 
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Annexe 1  

a. Alignement des séquences d'ADN de PME48 et PPME1 : 

 
Figure 69 : Alignements via ClustalW2 des séquences d'ADNc de At1g69940 et At5g07410, 

codant respectivement pour la PME48 et la PPME1 (A), et des séquences non traduites 3'UTR et 
5'UTR (respectivement présentés en B et C). 
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b. Alignement des séquences protéiques de PME48 et 

PPME1 avec la PME d’orange : 

Ces alignements ont été réalisés avec l'aide du logiciel : CLUSTAL 2.1 multiple sequence 

alignment. 

Alignement de PPME1 et de la PME orange :  

PPME1           ------IINVNPKGGEFKTLTDAIKSVPAGNTKRVIIKMAPGEYKEKVTIDRNKPFITLM 54 

PMEOR           SSVTPNVVVAADGSGNFKTVAASVAAAPQGGTKRYIIRIKAGVYRENVEVTKKHKNIMFI 60 

                      :: .   .*:***:: :: :.* *.*** **:: .* *:*:* : :::  * :: 

 

PPME1           GQPNAMPVITYDG-TAAKYGTVDSASLIILSDYFMAVNIVVKNTAPAPDGKTKGAQALSM 113 

PMEOR           GDGRTRTIITGSRNVVDGSTTFKSATVAVVGEGFLARDITFQNTAGPSK-----HQAVAL 115 

                *: .: .:** .  ..    *..**:: ::.: *:* :*..:*** ...      **::: 

 

PPME1           RISGNFAAFYNCKFYGFQDTICDDTGNHFFKDCYVEGTFDFIFGSGTSMYLGTQLHVVGD 173 

PMEOR           RVGADLSAFYNCDMLAYQDTLYVHSNRQFFVNCLIAGTVDFIFGNAAAVLQNCDIHARKP 175 

                *:..:::*****.: .:***:  .:..:** :* : **.*****..:::  . ::*.    

 

PPME1           G---IRVIAAHAGKSAEEKSGYSFVHCKVTGTGGG--------IYLGRAWMSHPKVVYAY 222 

PMEOR           NSGQKNMVTAQGRADPNQNTGIVIQKSRIGATSDLKPVQGSFPTYLGRPWKEYSRTVIMQ 235 

                .    .:::*:.  ..::::*  : :.:: .*..          ****.* .:.:.*    

 

PPME1           TEMTSVVNPTGWQENKTPAHDKTVFYGEYKCSGPGS---HKAKRVPFTQDIDDKEANRFL 279 

PMEOR           SSITDVIHPAGWHEWDGNFALNTLFYGEHQNAGAGAGTSGRVKWKGFRVITSATEAQAFT 295 

                :.:*.*::*:**:* .     :*:****:: :*.*:    :.*   *    . .**: *  

 

PPME1           SLGYIQG--------------- 286 

PMEOR           PGSFIAGSSWLGSTGFPFSLSL 317 

                . .:* *                

Alignement PME48 et de la PME orange : 

PME48           ------IINVNPKGGEFKTLTDAIKSVPAGNTKRVIIKMAHGEYREKVTIDRNKPFITLM 54 

PMEOR           SSVTPNVVVAADGSGNFKTVAASVAAAPQGGTKRYIIRIKAGVYRENVEVTKKHKNIMFI 60 

                      :: .   .*:***:: :: :.* *.*** **::  * ***:* : :::  * :: 

 

PME48           GQPNAMPVITYDG-TAAKYGTVDSASLIILSDYFMAVNIVVKNTAPAPDGKTKGAQALSM 113 

PMEOR           GDGRTRTIITGSRNVVDGSTTFKSATVAVVGEGFLARDITFQNTAGPSK-----HQAVAL 115 

                *: .: .:** .  ..    *..**:: ::.: *:* :*..:*** ...      **::: 

 

PME48           RISGNFAAFYNCKFYGFQDTICDDTGNHFFKDCYVEGTFDFIFGSGTSMYLGTQLHVVGD 173 

PMEOR           RVGADLSAFYNCDMLAYQDTLYVHSNRQFFVNCLIAGTVDFIFGNAAAVLQNCDIHARKP 175 

                *:..:::*****.: .:***:  .:..:** :* : **.*****..:::  . ::*.    

 

PME48           G---IRVIAAHAGKSAEEKSGYSFVHCKVTGTGGG--------IYLGRAWMSHPKVVYAY 222 

PMEOR           NSGQKNMVTAQGRADPNQNTGIVIQKSRIGATSDLKPVQGSFPTYLGRPWKEYSRTVIMQ 235 

                .    .:::*:.  ..::::*  : :.:: .*..          ****.* .:.:.*    

 

PME48           TEMTSVVNPTGWQENKTPAHDKTVFYGEYKCSGPGS---HKAKRVPFTQDIDDKEANCFL 279 

PMEOR           SSITDVIHPAGWHEWDGNFALNTLFYGEHQNAGAGAGTSGRVKWKGFRVITSATEAQAFT 295 

                :.:*.*::*:**:* .     :*:****:: :*.*:    :.*   *    . .**:.*  

 

PME48           SLGYIQG--------------- 286 

PMEOR           PGSFIAGSSWLGSTGFPFSLSL 317 

                . .:* *                
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Annexe 2  

Enzymes de restrictions utilisées dans cette étude : 

BamHI possède deux sites de restrictions aux positions 5227 et 5984 pb (libération de 

SV40-sYFP ~800 pb). 

HindIII possède deux sites de restrictions aux positions 4282 et 4615 pb (~333 

premières pb de PRO::PME48). 

SacI possède deux sites de restrictions aux positions 4464 et 6265 pb (~1800 pb: 743 

pb de PRO::PME48 + SV40-sYFP + Nos t). 

XbaI possède un site de restriction à la position 6240 pb. 

Amorces utilisées dans cette étude : 

M13 for (GTTTTCCCAGTCAC) à la position 4176 pb. 

Rev3PPE50 (CAGTAGGAGTAGGAGGGAGT) à la position 4792 pb. 

Taille de l'amplification de ~ 600 pb. 

For1PPE50 (GGATGGAAAAATGGATCACC) à la position 5154 pb. 

M13-22 (GTAAAACGACGGCCAGT) à la position 4196 pb. 

Taille de l'amplification de ~ 1,1 kb. 
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Annexe 3  

Analyses moléculaires de l'insertion de l'ADN-T dans les 

mutants : 

 Les cartes génomiques des mutants utilisés lors de cette étude sont présentées 

dans cette partie, avec les séquences d'ADNg des gènes d'intérêts, la position de 

l'insertion d'ADN-T des mutants analysés, ainsi que la position d'hybridation des 

différents couples d'amorces (c.f. II. 3. d. Sélection des lignées homozygotes mutantes : 

Tableau 5).  

Toutes les séquences données ont été présentées de la région 5' vers la 3', la 

taille de l'amplification par PCR pour la sélection des lignées homozygotes est également 

donnée. Gris ou souligné : séquence flanquant de l'insert (matching flanking), Vert : left 

border insert, Rouge : right border insert, ATG : codon start / stop et jaune/bleu/vert : 

amorces spécifiques du gène d'intérêt. bases : Région non codante (UTR en 5' et 3') ; 

BASES : EXON ; bases : INTRON. 

Le mutant ppme1 : 

Séquence d'ADN génomique de PPME1 :  

La PPME1 est codée par le gène At1g69940 (d'une taille totale de 1690 pb). La 

lignée SALK_077776 possède une insertion d'ADN-T, qui est représentée dans la 

séquence ci-dessous.  

tcatccagaaaaaaaaaacgaaaaaaaacaaaaaaaaataataaaacaaaaaaaactttttattttta

aataaaaataaaataaaaaATGGGATACACAAATGTGTCCATTTTATTAGGCCTGTTGATGGTCTTTG

TTACACCGATGGTGTTCGCAGATGATGTGACACCAATCCCAGAGGGCAAACCCCAAGTGGCGCAGTGG

TTCAATGCCAACGTTGGTCCATTGGCTCAACGTAAAGGCTTAGATCCTGCTCTTGTAGCTGCTGAGGC

TGCTCCACGTATCATCAACgtactattcacacttattgtcttaaactcatcctttgtaccaatagatt

ttgatacaatttttttgaaaaacatgtaaaaattattgcagGTGAATCCAAAGGGTGGTGAATTCAAA

ACACTAACGGACGCAATAAAGAGCGTTCCTGCAGGGAACACAAAGCGGGTGATCATAAAGATGGCTCC

TGGTGAATACAAAGAGAAGGTCACTATCGACAGGAACAAACCCTTCATTACATTGATGGGACAACCCA

ATGCCATGCCTGTTATCACCTATGACGGTACCGCCGCCAAGTATGGAACCGTTGATAGCGCCTCTCTC

ATTATCTTATCCGACTATTTCATGGCCGTTAACATCGTCGTTAAGgtaagtgatcctactatatatca

tacatctatgtgactagtcgactatttcatggccgagtgatttatttttttgcatatgtagAACACTG

CGCCGGCACCAGATGGTAAAACTAAGGGAGCACAAGCTTTATCCATGAGAATCTCCGGAAATTTTGCT

GCTTTCTACAACTGCAAATTCTACGGTTTCCAAGACACAATCTGTGACGATACAGGAAACCATTTCTT
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CAAGGATTGTTACGTTGAAGGAACATTCGATTTCATCTTCGGAAGTGGAACCTCTATGTACTTGgtac

gtaacatctcatacttatttcttaatacataaagtgcgagatctctaatgcatgtttgagttcaaaag

GGAACACAATTGCACGTGGTTGGAGACGGTATTAGAGTGATAGCAGCGCATGCAGGAAAGAGCGCAGA

AGAGAAGAGTGGATACTCTTTCGTGCACTGCAAGGTGACTGGAACCGGTGGAGGAATTTATTTGGGAA

GAGCATGGATGAGCCACCCTAAGGTTGTTTATGCCTACACCGAGATGACCAGCGTTGTCAACCCCACC

GGATGGCAAGAAAACAAGACTCCCGCACATGACAAgtaagtcccacttttcacattacataaaaaatc

gtatgaatatcacccaatcggtccatgtcctttatgctgattatatcaaaaatgacagAACCGTGTTC

TACGGAGAGTACAAGTGTTCAGGACCAGGATCACACAAAGCCAAGAGAGTACCATTCACACAAGACAT

TGACGACAAAGAAGCTAACCGTTTCCTATCCCTCGGCTACATCCAAGGATCCAAGTGGCTTCTCCCAC

CACCCGCTTTGTAAactcttcaatatcaagtctaaaatcatattttgcacatatatcacttttaacaa

aaaaattatttttacatatatcacttttagcaaactttttctttacctagtcgtcactacttacgacc

ctatgtatgcttttatgcaaagaaccgagaggtcgataatctgagaaacatataagca 

ppme1 :  

Couple d'amorce du gène WT :  

PPME1_FP   GTCCATTTTATTAGGCCTGTTG  (Tm 59,83°C ; 65,00% GC) 
PPME1_RP   GCGGTACCGTCATAGGTGAT   (Tm 59,84°C ; 64,00% GC) 

Taille attendue 474 pb pour de l'ADNg WT et 384 pb pour de l'ADNc WT 

Couple d'amorce du gène avec l'insert d'ADN-T (ppme1) :  

Amorce For   LBb1.3     (Tm 60.00°C ; 64,00% GC) 
PPME1_RP    GCGGTACCGTCATAGGTGAT  (Tm 59,84°C ; 64,00% GC) 

Taille attendue 669 pb pour de l'ADNg avec insert d'ADN-T 

 
Pour la sélection du mutant ppme1 : La présence de l'insert a été vérifiée par 

PCR avec les couples d'amorces PPME1_FP/PPME1_RP et LBb1.3/PPME1_RP. La taille 

attendue de l'amplification est de 474 paires de bases (pb) avec de l'ADNg WT. Un 

second couple d'amorces composé de PPME1_RP et de LBb1.3 permet une amplification 

de 669 paires de bases (pb) avec de l'ADNg d'une plante homozygote ppme1. Les 

conditions du thermocycleur (Applied Biosystem) sont les suivantes :  

95°C 2 min / 95°C 30 sec / 59°C 30 sec / 72°C 45 sec / 72°C 5 min et 15°C ∞. 

                                   x 34 cycles. 
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Le mutant pme23-1 : 

Séquence d'ADN génomique de PME23 :  

La PME23 est codée par le gène At3g06830 (d'une taille totale de 2285 pb). La 

lignée SALK_035240 possède une insertion d'ADN-T, qui est représentée dans la 

séquence ci-dessous.  

gacagaaaatgtaacatagcctcatgttctttcctaaaaccccagaaatagtattacaactcttttct

atattaaccccatcgatctttcgattcatttgttctaagcattgtgtataccaaacacgaaaagatcc

cttccccctaaaaaaaaaataaaaaaattcagagctagaaggggcctcatagttatagccacagttat

aggccccatctgctccatttttaacatgtgtagaaaatcatattagaaaagtaggaaaaaatacttga

gcaaagatacctttttcgacctttagaatttttgtgaatatataggaaacagaaaaaATGGGTTCTGA

TGGTGACAAGAAGAAGAAATTCATCGTCGCCGGTAGTGTCTCCGGTTTTCTAGTCATCATGGTTGTCT

CTGTAGCCGTTGTAACGTCTAAACACTCTCCCAAAGACGATGAAAATCATATCAGAAAAACCACCAAA

GCGGTTCAAGCAGTTTGTGCACCCACTGACTTCAAAGACACTTGTGTTAACAGCTTAATGGGTGCTTC

TCCCGATTCCGATGACCCTGTCGACCTCATCAAACTCGGCTTCAAGGTCACTATCAAATCCATCAACG

AAAGCCTGGAAAAGGCCTCTGGAGATATCAAAGCCAAGGCTGACAAGAACCCAGAAGCAAAGGGTGCT

TTCGAGCTGTGTGAGAAGCTGATGATTGATGCTATCGATGACTTGAAGAAGTGTATGGATCATGGATT

CTCGGTTGATCAGATCGAGGTCTTTGTTGAGGATCTACGGGTTTGGCTAAGTGGCTCCATCGCATTCC

AGCAAACATGTATGGATTCCTTTGGGGAAATTAAGTCTAATCTTATGCAAGACATGCTCAAGATCTTC

AAAACATCAAGAGAGCTTAGTAGCAATAGCCTTGCCATGGTTACTAGAATCTCCACTCTTATCCCAAA

CTCCAACCTTACAGgtatcttttcaatttactaaagagatctccaaactaatccataaccaaccagtc

agaatcattggacagtaatgtgatgcttcaaaccagGACTAACCGGAGCTTTAGCAAAGTACGCGAGA

AAGCTTCTGTCTACAGAAGATAGTATCCCAACTTGGGTTGGACCAGAGGCACGACGGCTCATGGCAGC

TCAAGGAGGAGGACCTGGACCTGTGAAGGCTAATGCCGTGGTGGCTCAAGACGGAACTGGACAGTTCA

AGACTATCACCGATGCTCTAAATGCTGTGCCTAAAGGCAACAAAGTGCCATTCATCATTCACATCAAA

GAAGGTATCTACAAGGAGAAAGTTACGGTCACCAAGAAAATGCCTCACGTAACTTTCATCGGCGATGG

GCCAAACAAGACTCTAATCACCGGTAGTCTCAATTTCGGTATCGGCAAGGTCAAGACCTTCCTAACAG

CCACAATCAgtgagtttcaatctccaaactctaaaagtccacaaagagagattctaaacattaccaaa

ttattgtttcgcagCAATCGAAGGCGACCACTTCACAGCGAAGAACATCGGAATCGAGAACACAGCTG

GACCAGAAGGAGGACAAGCGGTGGCGTTAAGAGTCTCGGCTGATTACGCCGTATTCCACAGCTGTCAA

ATCGACGGGCACCAAGACACGTTATACGTTCACTCTCACCGGCAATTCTACCGTGACTGCACAGTCTC

GGGCACCGTCGATTTCATCTTCGGAGACGCGAAATGCATCCTCCAGAACTGTAAAATCGTCGTCCGAA

AACCTAACAAAGGTCAAACGTGTATGGTTACAGCTCAGGGACGAAGTAACGTCCGTGAATCGACAGGA

TTGGTGCTCCATGGCTGCCATATAACGGGAGATCCAGCGTATATTCCGATGAAATCTGTGAATAAAGC

TTACTTAGGAAGACCGTGGAAGGAGTTCTCGAGGACAATCATTATGAAAACGACGATCGATGACGTCA

TCGATCCGGCGGGATGGCTTCCCTGGAGTGGAGATTTTGCGCTCAAGACGCTATACTACGCCGAGCAT

ATGAATACTGGGCCTGGATCGAATCAGGCCCAAAGAGTTAAATGGCCCGGAATTAAGAAACTAACGCC

CCAAGATGCTCTTTTATACACTGGCGACAGATTCTTACGTGGCGATACGTGGATCCCACAAACACAAG

TTCCGTATACAGCTAAAGTGTAGgagattccaaattttgtaaattgatttaatttgtaaatgttttaa

aactaaaaactgtttgaagaatgattaattgattatgtcat 

pme23-1 :  

Couple d'amorce du gène WT :  

PME23-1_FP    TGGCTCCATCGCATTCCAGCA  (Tm 58,83°C ; 57,14% GC) 
PME23-1_RP    GCACAGCATTTAGAGCATCG  (Tm 59,60°C ; 50,00% GC) 

Taille attendue 455 pb pour de l'ADNg WT et 384 pb pour de l'ADNc WT 
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Couple d'amorce du gène avec l'insert d'ADN-T (pme23-1) :  

Amorce FP    LBb1.3    (Tm 60.00°C ; 64,00% GC) 
PME23-1_RP   GCACAGCATTTAGAGCATCG  (Tm 60,00°C ; 64,00% GC) 

Taille attendue 647 pb pour de l'ADNg avec insert d'ADN-T 

 
Pour la sélection du mutant pme23-1 : La présence de l'insert a été vérifiée par 

PCR avec les couples d'amorces PME23-1_FP/PME23-1_RP et LBb1.3/PME23-1_RP. La 

taille attendue de l'amplification avec le premier couple d'amorces est de 455 paires de 

bases (pb) avec de l'ADNg WT. Le second couple d'amorces composé de PME23-1_RP et 

de LBb1.3 permet une amplification de 647 paires de bases (pb) avec de l'ADNg d'une 

plante homozygote pme23-1. Les conditions du thermocycleur (Applied Biosystem) sont 

les suivantes :  

95°C 2 min / 95°C 30 sec / 59°C 30 sec / 72°C 45 sec / 72°C 5 min et 15°C ∞. 

                                   x 34 cycles. 

Les mutants pme48-1 et pme48-2 : 

Séquence d'ADN génomique de PME48 :  

La PME48 est codée par le gène At5g07410 (d'une taille totale de 1740 pb).  

tcaaatcatccagaaaaaacaaaaaaaaacaaaaaaataataaaacaaaaaaatatcttttttttttc

taataaaaaaaaaataataaataaatATGAGATACACAAATGTGTCCATTTTATTAGGCATGTTGGTGATCTTTG

TTTCACCAATGGTGTTCGCAGATGATTTGACACCAATCCCAGAGGGCAAACCCCAAGTGGTGCAGTGGTTCAATA

CCCACGTTGGTCCATTGGCTCAACGTAAAGGCTTAGATCCTGCTCTCGTAGCTGCTGAGGCTGCTCCACGTATCA

TCAACgtataactcacacttgattttcccaaactcatcattgtaacaatatattttaacataaattttttgaaaa

catgtaaatattattgcagGTGAATCCAAAGGGAGGTGAATTCAAAACACTAACAGACGCAATAAAGAGCGTTCC

CGCAGGGAACACAAAGCGGGTGATCATAAAGATGGCTCATGGTGAGTACAGAGAGAAGGTCACTATCGACAGGAA

CAAACCCTTCATTACATTGATGGGACAACCCAATGCCATGCCTGTTATCACCTACGACGGTACCGCCGCCAAGTA

TGGAACCGTTGATAGTGCCTCTCTCATTATCTTATCCGACTATTTCATGGCCGTTAACATCGTCGTTAAGgtaag

tgatcctactaatatattatacatatctatgagactagtcgactatttcatggtcgagtgatttatttttttgta

tatgtagAACACTGCACCGGCACCAGATGGTAAAACTAAGGGAGCACAAGCCTTATCCATGAGAATCTCCGGAAA

CTTTGCTGCTTTCTACAACTGCAAATTCTACGGTTTCCAAGATACAATCTGTGATGATACCGGAAACCATTTCTT

CAAGGATTGTTACGTCGAAGGAACATTCGATTTCATCTTCGGAAGTGGAACCTCTATGTACTTGgtacgtaacat

ctcatacatattttctttatacataaagtgtgaaatctctaacgcatgcttgaattcaaaagGGAACACAATTGC

ACGTGGTTGGAGACGGTATTAGAGTGATCGCAGCGCATGCAGGAAAGAGCGCAGAAGAAAAGAGTGGATACTCTT

TCGTGCACTGCAAGGTGACTGGAACTGGAGGAGGAATCTATTTGGGAAGAGCATGGATGAGCCACCCTAAGGTTG

TCTATGCCTACACCGAGATGACCAGCGTTGTCAACCCCACCGGATGGCAAGAAAACAAGACTCCCGCACATGACA

Agtaagtacacttttcacactacatagaaaatgttgtgaatatcacacaatcggtccatctcccttatgatcttt

ctatcaaaaatgacagGACCGTGTTCTACGGAGAGTACAAGTGTTCAGGACCAGGGTCACACAAAGCCAAGAGAG

TGCCATTCACACAAGACATCGACGACAAAGAAGCTAACTGTTTCCTATCCCTCGGCTACATCCAAGGATCCAAGT

GGCTTCTCCCACCACCCGCTTTGTAAattctttaatatcaacctattaaaattaaaattaaaacgtaaaactaaa

attaaaacttctacttacatccttttttcaccgaaatatgtttatcggtgtatattatttttgtcgatattttct
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ttcaatttccagaaatcctctcttctttaaatatcatggaggagttgagatttatgtaattttggtttcattata

ataaaatgttgtttccgttcat 

pme48-1 :  

La lignée SALK_122970 possède une insertion d'ADN-T dans la région 3’ non 

traduite (Figure 42).  

Couple d'amorce du gène WT : 

PME48-1_FP    TGACAGGACCGTGTTCTACG   (Tm 59,74°C ; 55,00% GC) 
PME48-1_RP    GAAGAGAGGATTTCTGGAAATTGA  (Tm 60,08°C ; 37,50% GC) 

Taille attendue 315 pb pour de l'ADNg WT.  

Couple d'amorce du gène avec l'insert d'ADN-T (pme48-1) :  

PME48-1_FP   TGACAGGACCGTGTTCTACG  (Tm 59,74°C ; 55,00% GC) 
Amorce Rev    LBb1.3     (Tm 60.00°C ; 64,00% GC) 

Taille attendue 402 pb pour de l'ADNg avec insert d'ADN-T. 

 
pme48-1 : La présence de l'insert a été vérifiée par PCR avec les couples 

d'amorces PME48-1_FP/PME48-1_RP et PME48-1_FP/LBb1.3. La taille attendue de 

l'amplification avec ce couple d'amorces est de 315 paires de bases (pb) avec de l'ADNg 

WT. Un second couple d'amorces composé de PME48-1_FP et de LBb1.3 permet une 

amplification de 402 paires de bases (pb) avec de l'ADNg d'une plante homozygote 

pme48-1. Les conditions du thermocycleur (Applied Biosystem) sont les suivantes :  

95°C 2 min / 95°C 30 sec / 59°C 30 sec / 72°C 45 sec / 72°C 5 min et 15°C ∞. 

                                   x 34 cycles. 

pme48-2 : 

La lignée SALK_007330 possède une insertion d'ADN-T dans le 4ème exon 

(Figure 43).  

Couple d'amorce du gène WT : 

PME48-2_FP   CTGGAGGAGGAATCTATTTGG   (Tm 59,74°C ; 55,00% GC) 
PME48-2_RP   GAAGAGAGGATTTCTGGAAATTGA  (Tm 60,08°C ; 37,50% GC) 

Taille attendue 526 pb pour de l'ADNg WT  
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Couple d'amorce du gène avec l'insert d'ADN-T (pme48-2) : 

PME48-2_FP   CTGGAGGAGGAATCTATTTGG   (Tm 59,74°C ; 55,00% GC) 
Amorce Rev    LBb1.3      (Tm 60.00°C ; 64,00% GC) 

Taille attendue 289 pb pour de l'ADNg avec insert d'ADN-T 

pme48-2 : La présence de l'insert a été vérifiée par PCR avec les couples 

d'amorces permettant la vérification de celle-ci. La taille attendue de l'amplification avec 

ce couple d'amorces est de 526 paires de bases (pb) avec de l'ADNg WT. Un second 

couple d'amorces composé de PME48-2_FP et de LBb1.3 permet une amplification de 

289 paires de bases (pb) avec de l'ADNg d'une plante homozygote pme48-2. Les 

conditions du thermocycleur (Applied Biosystem) sont les suivantes :  

95°C 2 min / 95°C 30 sec / 59°C 30 sec / 72°C 45 sec / 72°C 5 min et 15°C ∞. 

                                   x 34 cycles. 
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Annexe 4  

Création de la lignée PROPME48:sYFP : 

Une amplification du promoteur PROPME48 a été réalisée puis il a été inséré dans 

le vecteur plasmidique pPLV06 (De Rybel et al., 2011). Une vérification de la présence 

du plasmide contenant la séquence PROPME48 a été réalisée par PCR avec les amorces 

M13 For / Rev3PPE50 ainsi que For1PPE50 / M13 -22 (Figure 70 A et B). Les tailles 

attendues avec ces deux couples d'amorces lors d'une PCR de criblage des colonies d'E. 

coli sont respectivement de 600 pb (Figure 70 A) et 1 kb (Figure 70 B). 

                   

Figure 70 : Gels correspondants au criblage des colonies d'E.coli recombinantes (A et B) et à une 
digestion contrôle du plasmide par l'enzyme BamHI (C). 

 A. Migration du produit de la PCR avec le couple d'amorce M13/Rev3PPE50, ayant une 
amplification de 600 pb. B. Migration du produit PCR avec le couple d'amorces For1PPE50/M13-
22, ayant une amplification de 1,1 kb. C. Une bande est observée à 800 pb, taille correspondant à 
la libération du fragment SV40-sYFP, tandis que le reste du plasmide linéarisé par la digestion se 

situe au dessus. 

 

Une digestion contrôle avec l'enzyme BamHI (Figure 70 C) qui coupe le 

plasmide en deux sites a permis de libérer un fragment de taille attendue (800 pb) 

correspondant à la SV40-sYFP. 

  

C 
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Annexe 5 

Liste des publications : 

1. Mollet JC, Leroux C, Dardelle F, Lehner A. Cell wall composition, 

biosynthesis and remodeling during pollen tube growth. Plants. 2013. 2: 107-147.  

Une partie de cet article est présentée dans l’Introduction et dans la partie Résultats. 

2. Paynel F, Leroux C, Surcouf O, Schaumann A, Pelloux J, Driouich A, 

Mollet JC, Lerouge P, Lehner A*, Mareck A*. Kiwi fruit PMEI inhibits PME activity, 

modulates root elongation and induces pollen tube burst in Arabidopsis thaliana. Plant 

Growth Regulation. 2014. 74 : 285-297. *Equal contribution of the senior authors.  

Une partie de cet article est présentée dans la partie Résultats. 

3. Leroux C, Bouton S, Kiefer-Meyer MC, Ndinyanka Fabrice T, Mareck A, 

Guénin S, Fournet F, Ringli C, Pelloux J, Driouich A, Lerouge P, Lehner A*, Mollet 

JC*. PECTIN METHYLESTERASE48 is involved in Arabidopsis pollen grain germination. 

Plant Physiology. 2015. 167. 347-380. *Equal contribution of the senior authors.  

Cet article est présenté dans la partie Résultat : III. 3. CARACTERISATION DU MUTANT 

HOMOZYGOTE pme48-1 : 
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Abstract: The pollen tube is a fast tip-growing cell carrying the two sperm cells to the 

ovule allowing the double fertilization process and seed setting. To succeed in this process, 

the spatial and temporal controls of pollen tube growth within the female organ are critical. 

It requires a massive cell wall deposition to promote fast pollen tube elongation and a tight 

control of the cell wall remodeling to modify the mechanical properties. In addition, during 

its journey, the pollen tube interacts with the pistil, which plays key roles in pollen tube 

nutrition, guidance and in the rejection of the self-incompatible pollen. This review focuses 

on our current knowledge in the biochemistry and localization of the main cell wall 

polymers including pectin, hemicellulose, cellulose and callose from several pollen tube 

species. Moreover, based on transcriptomic data and functional genomic studies, the 

possible enzymes involved in the cell wall remodeling during pollen tube growth and their 

impact on the cell wall mechanics are also described. Finally, mutant analyses have 

permitted to gain insight in the function of several genes involved in the pollen tube cell 

wall biosynthesis and their roles in pollen tube growth are further discussed. 

Keywords: biosynthesis; callose; cellulose; cell wall; pectin; glycoside hydrolases; pollen 

tube growth; remodeling; xyloglucan 
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1. Introduction 

Fertilization of flowering plants requires the delivery of two sperm cells carried by the pollen tube, 

a fast tip-polarized growing cell, to the egg cell. In plants such as Arabidopsis thaliana, this process 

begins with the adhesion of the pollen grains on the stigmatic papillae after the pollen coat has contacted 

the papillae (Figure 1a–d). Following hydration of the pollen grain, the pollen tube emerges either 

from one of the three pollen grain apertures (Figure 1c) or through the exine wall (Figure 1e) [1]. Then, 

pollen tubes invade the cell wall of the papillae (Figure 1b–d), enter the short style, and grow in the 

apoplast of the specialized transmitting tract cells (Figure 1b) enriched in extracellular nutrient [2,3]. 

Figure 1. Scanning electron (a–d) and fluorescent (e) micrographs of Arabidopsis thaliana 

(a) dry pollen grain showing the three apertures (arrows), (b) emerging pollen tube from a 

pollen grain, (c) pollen germination on the papillae, (d) self-pollinated pistil with adhering 

pollen grains on the papillae and (e) aniline blue staining of self-pollinated stigma showing 

pollen tubes within the transmitting tract and reaching the ovules (dashed line and *).  

ex. exine, p. papillae, o. ovule, ov. ovary, pg. pollen grain, pt. pollen tube, s. stigma,  

st. style, tt. transmitting tract. 

 

During this invasive growth, pollen tubes are guided to the ovules via signals that need to pass 

through the cell wall to reach their membrane-associated or intracellular targets [4–11]. In addition to 

being the interface between the tube cell and the surrounding (culture medium or female tissues), the 

cell wall of pollen tubes plays a crucial role in the control of the cell shape, in the protection of the 

generative cells and in the resistance against turgor pressure induced tensile stress [12,13]. Thus, a 

tight control of cell wall deposition and remodeling during pollen tube growth is required to fulfill all 

these functions. 

In this review, we describe our current knowledge on the biosynthesis, distribution and 

biochemistry of cell wall polymers including pectin, hemicellulose, cellulose and callose from several 

pollen tube species (including plants with dry stigma and solid style like Arabidopsis thaliana and 
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tobacco and wet stigma and hollow style like in lily). The structure and functions of arabinogalactan-

proteins in pollen tube growth will not be addressed as it was recently detailed by [14]. Finally, the 

enzymes from the male gametophyte and the female sporophytic counterpart possibly involved in the 

cell wall remodeling during pollen tube growth are further discussed in relation with the mechanical 

properties of the cell wall. 

2. Cell Wall Polymers in Pollen Tubes 

Despite the importance of pollen tubes for the delivery of the sperm cells to the egg, little is known 

about the underlying molecular mechanisms that regulate the mechanical interaction of pollen tubes 

with the female floral tissues and only very scarce data are available concerning the biosynthesis and 

remodeling of the pollen tube cell wall. 

Pollen tubes in most species display in the tip region a clear zone like in A. thaliana (Figure 2a), 

composed of numerous Golgi-derived vesicles that migrate toward the apex in the cell cortex and 

accumulate in an annulus-shaped region adjacent to the extreme tip (apical flank) where they fuse with 

the plasma membrane to sustain pollen tube growth [15]. At the extreme apex and in the distal  

region of the pollen tube, endocytosis takes place possibly by clathrin-dependent and -independent 

pathways [10,16–19]. 

Figure 2. A. thaliana pollen tube grown in vitro. (a) High magnification of eight-hour-old 

pollen tube grown in liquid medium showing the clear zone at the tip (arrow). (b) Transmission 

electron micrograph of high pressure-freeze substituted pollen tube showing the two cell 

wall layers. (c) Pollen tube stained with decolorized aniline blue showing the callose wall 

and two callose plugs. Note the absence of staining at the tip (arrow). (d) Immunolocalization 

of highly methylesterified HG with LM20 in a pollen tube showing a strong labeling at the 

tip (arrow). cp: callose plug, er: endoplasmic reticulum, g: Golgi apparatus, iw: inner wall, 

m: mitochondria, ow: outer wall. Dotted circle indicates the location of the pollen grain. 
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Transmission electron microscope observations of in vitro and in vivo grown pollen tubes from 

many species including lily [20], tobacco [21,22], A. thaliana [23–26] and in several but not all the 

gymnosperm investigated species like Pinus sylvestris [27], Podocarpus nagi or Pinus banksiana [28] 

showed a cell wall composed of two layers at the shank of the pollen tube: a fibrillar outer layer and a 

weakly electron-dense inner wall (Figure 2b). In contrast, the inner cell wall layer is generally lacking 

at the pollen tube tip in normal condition [20,23,24,27]. 

2.1. Distribution of Carbohydrate Epitopes in the Pollen Tube Cell Wall 

Distribution of pollen tube cell wall polymers was investigated by using mostly cytochemical 

reagents, enzymes and/or antibodies (Table 1). In most of the immunolocalization studies, monoclonal 

antibodies (mAbs) are applied on the whole pollen tube [24–32], allowing a cell surface labeling that 

may mislead in the interpretation as epitopes may have been masked by other polymers. To avoid this 

problem, enzyme treatments were sometimes applied on fixed tubes or pollen tubes were embedded in 

resin and sectioned [33]. Another possible artifact is caused by the slow penetration of the chemical 

fixative that arrests pollen tube growth while exocytosis is still ongoing, or the other way round, that 

arrests of enzymatic reactions in the wall while the tube is still growing. 

Table 1. List of probes (antibody, cytochemical reagent and enzyme) used to detect pollen 

tube cell wall polysaccharides. 

Probe 
a Polysaccharide 

b Epitope recognized 
c Refs. 

Antibody    

CCRC-M1 XyG -Fuc-(12)-β-Gal [34] 

LM15 XyG XXXG, XXLG, XLXG, XXGG [35] 

JIM5 weakly methylesterified HG -MeGalA-(14)--GalA(4)-(14)--MeGalA [36] 

LM19 weakly methylesterified HG -GalA-(14)(4) [37] 

JIM7 partially methylesterified HG -GalA-(14)--MeGalA(4)-(14)--GalA [36] 

LM20 partially methylesterified HG -MeGalA-(14)(4) [37] 

LM8 xylogalacturonan unknown [38] 

LM5 (14)-β-D-galactan (RG-I) β-Gal-(14)(3) [39] 

LM6 (15)--L-arabinan (RG-I) Branched -Ara-(15)(5) [40] 

LM13 (15)--L-arabinan (RG-I) Linear -Ara-(15)(5) [41] 

LAMP callose β-Glc-(13)(5) [42] 

Anti-RG-II Monomeric and dimeric RG-II unknown [43] 

Cytochemical reagent   

Calcofluor white β-Glucan na  

Aniline blue callose na [44] 

PI HG na [45] 

Protein    

CBH-I cellulose na [22] 

CBM3a Crystalline cellulose na [46] 
a CCRC-M. Complex Carbohydrate Research Center-Monoclonal, LM, Leeds Monoclonal, JIM, John Innes 

Monoclonal, LAMP, LAMinarin Pentaose, RG-II. Rhamnogalacturonan-II, PI. Propidium iodide, CBH-I. 

Cellobiohydrolase-I, CBM3a. Cellulose binding module3a. b XyG. Xyloglucan, HG. Homogalacturonan,  

RG-I. Rhamnogalacturonan-I. c Ara. arabinose, Fuc. fucose, Gal. galactose, GalA. galacturonic acid, Glc, 

glucose, MeGalA, 6-O-methyl-galacturonate, na. not applicable. For more information see [47]. 
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Distribution of cell wall polymers in pollen tubes was investigated in plant species of the angiosperm 

eudicots such as A. thaliana [23–26], Nicotiana tabacum [21,22,29], Solanum chacoense [30], 

Camellia japonica [31], Torenia fournieri [32] and Actinidia deliciosa [33] as well as angiosperm 

monocots like Lilium longiflorum [48,49] and Zea mays [50]. More recent studies have focused on the 

gymnosperms like Pinus sylvestris [27], Picea meyeri [51] and several others [28,52]. 

One of the main differences between the primary cell wall of somatic and pollen tube cells is 

despite its presence, the low abundance of cellulose, a β-(14)-glucan. Instead, callose, a β-(13)-

glucan, is the main cell wall polysaccharide. Callose is mostly localized in the inner cell wall and is 

absent from the tube tip of most angiosperm pollen tubes [53,54] including A. thaliana (Figure 2c) [25]. 

In contrast, in Cycas and several Pinus species, callose was not detected in the pollen tube wall by 

aniline blue staining [28]. However, in P. sylvestris, a strong fluorescence was detected with aniline 

blue at the tube tip [27]. In addition, callose is deposited at periodic intervals to form callose plugs that 

maintain the tube cell in the apical expanding region of angiosperm pollen tubes (Figure 2c) and 

separates the viable from the degenerating region of the tube [12]. In tobacco using CBH-I-gold and 

LAMP MAb [22] and in A. thaliana using CBM3a [26] and LAMP MAb [25], callose and cellulose 

are localized in the plugs and in the inner cell wall of the pollen tube. In contrast, in long-living and 

slow-growing gymnosperm pollen tubes, the callose plug deposition is apparently not a consistent 

feature as well as the permanent callose wall in pollen tubes [52]. This observation suggests that in the 

evolution of flowering plants a permanent callose wall and callose plug deposition appeared through 

the short-lived and fast-growing pollen tubes of angiosperms [55]. Cellulose is present in the entire cell 

wall of pollen tubes with a weaker staining with calcofluor white or CBH-I-gold labeling at the tip in 

most angiosperms [22,25,27,30]. Recently, Chebli et al. [26] using CBM3a that binds to crystalline 

cellulose found two populations of A. thaliana pollen tubes displaying intense or weak labeling at their 

tips suggesting that the labeling was related to temporal growth rate. Similarly, in T. fournieri, the 

distribution of cellulose changed temporally and spatially, being abundant in freshly germinated pollen 

tubes, and absent from the tube tip of older pollen tubes [32]. Using atomic force microscopy,  

Wu et al. [32] also revealed that cellulose microfibrils were more abundant in the apical region of 

slow-growing tubes whereas only few microfibrils were observed in the auxin-stimulated pollen tubes 

suggesting a correlation between cellulose abundance and pollen tube growth. In Conifers, pollen tubes 

have cellulose in the entire cell wall and may contain more cellulose deposited at the tube tip, which 

may explain the slower growth [52,56]. 

Pectins are complex polymers consisting of homogalacturonan (HG), which can be methyl- and acetyl-

esterified, rhamnogalacturonan-I (RG-I), rhamnogalacturonan-II (RG-II), and xylogalacturonan [57]. 

HG is a polymer of repeated units of (14)-α-D-galacturonic acid. Upon block wise action of pectin 

methylesterases on methylesterified HG, several parallel HG chains can be cross-linked via the 

interaction of the negative charges of the carboxyl groups of galacturonic acid and calcium [58]. RG-II 

has a galacturonan backbone with four well defined oligosaccharides composed of unusual sugars such 

as apiose, aceric acid and 3-deoxy-D-manno-2-octulosonic acid (Kdo) of unknown function [57].  

RG-II is present in the primary cell wall of all higher plants and its structure is evolutionarily 

conserved in the plant kingdom. In the cell wall, it exists predominantly in the form of a dimer that is 

cross-linked by a borate di-ester between two apiosyl residues [57]. On the other hand, RG-I consists 

of the repeating disaccharide unit, (14)-α-D-galacturonic acid-(12)-α-L-rhamnose. On the rhamnosyl 
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residues, a wide variety of side chains can be detected ranging from monomers to large oligosaccharides 

such as (14)-β-D-galactan, (15)-α-L-arabinan, and/or type I arabinogalactan [57]. 

Most of the studies on the pectic wall of the pollen tube focused on the detection of HG domains 

using the JIM5 and JIM7 mAbs (Table 1). To date, localization data of other pectic domains such as 

xylogalacturonan and RG-I side chains in the pollen tube wall are scarce. Immunofluorescence 

labeling of weakly and highly methylesterified HG with JIM5 and JIM7 or the newly introduced LM19 

and LM20 depends clearly on the species, the in vitro growth condition and the growth rate of the 

pollen tube [59]. It is however generally observed that in most angiosperms, highly methylesterified 

HG is mostly detected at the tip (Figure 2d) and weakly methylesterified HG epitopes are 

preferentially detected either in the entire pollen tube or in the pollen tube except in the tip region as 

shown in the Brassicacae (A. thaliana) [25], Solanaceae (wild potato, tobacco, petunia), Oleaceae 

(jasmine), Poaceae (corn) [60], Scrophulariaceae (T. fournieri) [32] and Liliaceae (lily) [48,49]. 

Similar observations were obtained in Picea meyeri [51] and Picea wilsonii [61] pollen tubes. In other 

gymnosperm species like P. macrophyllus and P. banksiana, pollen tubes were not labeled with JIM5 

and JIM7 using electron microscopy observation [28]. 

Based on Elisa assays and dot-blots, it was clearly shown that JIM5 and JIM7 as well as LM19 and 

LM20 have specific but also overlapping binding capabilities to different degrees of methylesterification 

(DM) of HG domains after random or blockwise action of pectin methylesterases (PME) [37,62]. 

LM20 binds to HG with DM ranging between 85 and 16%, whereas LM19 binds to HG with DM 

between 66% and the demethylesterified form [37]. Using these data and assuming that PME has a 

blockwise action to allow calcium cross-linking in the shank of the tube, we can estimate that the DM 

of HG at the tip is probably over 70% and back from the tip, the DM is less than 15%. In lily, this 

change of methylesterification level occurs between 15 and 20 µm from the pole of the pollen tube 

corresponding exactly to the transition zone between the apical dome and the cylindrical shank of the 

cell [63]. In A. thaliana, this modification takes place closer to the tip (between 3 and 10 µm) [26]. 

Recently, propidium iodide (PI) was used to probe low methylesterified HG on living A. thaliana and 

L. longiflorum pollen tubes, which allowed following the dynamics of the pectin during pollen tube 

growth. The fluorescence of PI was detected at the tip and the shank of the pollen tubes with PI 

fluorescence oscillations preceding growth rate oscillations [45]. Finally, in certain species such as  

lily [49], Ornithogalum [59], tobacco [54] and others [60], periodic ring-like labeling patterns of 

weakly methylesterified HG were clearly visible along the pollen tube and originated from cell wall 

deposition during the slow growth pulses [54]. 

Side chains of RG-I are also present in the cell wall of pollen tubes. Using LM6 and/or LM13, 

epitopes associated with arabinan are evenly distributed along the entire pollen tube in A. thaliana [25], 

A. deliciosa [33] and P. wilsonii [61]. At the electron microscopy level, arabinan is mostly detected in 

the outer cell wall layer in A. thaliana [25] consistent with the location of other pectic motifs such as 

HG. Galactan is also detected in A. thaliana pollen tubes but the labeling intensity is weak [25] and 

almost absent in Picea [61]. 

Finally, RG-II, the major boron-binding component of the cell wall, is detected in the entire lily 

pollen tube cell wall [43] but is not in Picea [61]. 

Xyloglucan (XyG) is the major hemicellulosic polysaccharide of the primary cell wall of 

angiosperm eudicots and non-commelinid monocots [64,65]. Classic XyG consists of a (14)-β-D-
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glucan backbone substituted with xylose, galactose-xylose or fucose-galactose-xylose motifs [66]. In 

the primary cell wall, XyG interacts with cellulose via hydrogen bonds and participates in the control 

of cell expansion [67]. The presence of fucosylated and galactosylated XyG was assessed only recently 

in A. thaliana pollen tubes using CCRC-M1 [25,68] and LM15 [25]. Labeling with both mAbs is 

detected in the entire pollen tube wall and at the electron microscopy level; it was shown that XyG is 

present in the outer and inner layers of the pollen tube cell wall [25] suggesting a possible interaction 

with cellulose microfibrils. 

All these data reveal a common organization of the pollen tube cell wall in the species from the 

angiosperm eudicots and the non-commelinid monocots. In contrast, with the slow-growing and  

short-traveling gymnosperm pollen tubes, it appears that the distribution of cell wall polymers, 

especially the callose, is altered [69]. However, more studies using the probes listed in Table 1 are 

required to draw a general conclusion. To date, the investigation on the distribution of RG-II in pollen 

tubes is very limited but with the development of new specific probes for each individual side chains, 

the gap might be soon overcome. Another attracting method that may develop in the near future in the 

study of cell wall dynamics during pollen tube growth is the use of sugar analogs compatible to click 

chemistry associated with in vivo cell imaging [70]. In this method, sugar analogs are metabolically 

incorporated into cell wall polymers and subsequently labeled with covalent linkages to fluorescent 

probes [71] as shown with alkynylated fucose analog incorporated in the pectin of A. thaliana root cell 

wall [72]. This method will allow for insight into the dynamics and recycling of cell wall polymers on 

living pollen tubes. 

2.2. Chemical Composition of Pollen Tube Cell Wall 

Only very scarce studies have focused on the biochemical characterization of the pollen tube cell 

wall. The most striking point observed in the few biochemical characterizations of the cell wall of 

tobacco, C. japonica, lily, tulipa and A. thaliana pollen tubes is consistently the high level of 

arabinosyl residues [25,73,74]. In A. thaliana, Ara represents 43%, Glc 20%, GalA 11%, Gal 8% and 

Rha 5% of the total sugars [25]. Linkage analyses show that most of the arabinosyl residues are T-Ara, 

5-linked and to a lesser extent 2,5-linked. These data indicate that the pectin of A. thaliana pollen tube 

cell wall is composed of 6% HG, 5% RG-I backbone harboring abundant chains of (15)--L-

arabinan. This common feature suggests that arabinan may have an important role during pollen tube 

growth. Finally, linkage analyses also indicate (1) that most of the Glc is 3-linked indicating the 

abundance of callose [25,73] and (2) confirm that XyG is also present based on the detection of 4-Glc, 

2-Xyl and T-Xyl, T-Gal and Fuc residues [25]. According to the one letter code proposed by Fry et al. [75], 

the unsubtituted glucosyl residue of the backbone is represented by the letter G. X, L and F represent 

the substitution by xylose, galactose-xylose and fucose-galactose-xylose, respectively. XyG can also 

be O-acetylated generally on the galactose, indicated by an underline letter, but the biological 

significance of O-acetylation is not known yet [76]. Generally, every four or five glucoses of the 

glucan backbone are not substituted allowing the cleavage of the polymer by endo-glucanase. The 

small oligosaccharides can then be analyzed by MALDI-TOF mass spectrometry, known as OLIMP 

method (OLIgosaccharide Mass Profiling) [77]. Using this technique, the fine structure of A. thaliana 

pollen tube XyG was recently determined. It revealed significant differences with the XyG from 
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vegetative organs such as leaves (Figure 3). Whereas XXXG is the main fragment of leaf XyG [25,78], 

the fucosylated and O-acetylated fragments (XXFG and XLFG) are the major motifs in A. thaliana 

pollen tube XyG [25] suggesting an important role of these two features in pollen tube growth and/or 

in the interaction with the female tissues.  

Figure 3. MALDI-TOF mass spectra of endo-glucanase-generated XyG fragments from A. 

thaliana (a) Spectrum from pollen tubes. (b) Spectrum from mature leaves. The structures 

of the XyG fragments are shown according to the nomenclature proposed by Fry et al. [19]. 

Underlined structures represent O-acetylated side chains (+1 OAc). The asterisk indicates 

the signal of XLFG fragment with K
+
 adduct ion instead of Na

+
. From Dardelle et al. [25], 

Copyright American Society of Plant Biologists [79]. 

 

Used in the mid-90s to study the cell wall composition of algae [80] and later widely adopted to 

screen flax and A. thaliana cell wall mutants [81,82], Fourier transform infrared (FT-IR) 

microspectrometry associated with principal component analysis was recently used to study the effect 

of hormones, minerals or drugs on the cell wall composition of elongating pollen tubes [51,83]. It 

shows that treatments of P. meyeri pollen grains with brefeldin A, a drug able to inhibit the secretory 

pathway, reduce the pollen germination and tube growth by disrupting the secretory vesicles at the tip 

and significantly decrease the content of pectin in the apical region [84]. Treatments with nitric oxide 

donor or NO synthase inhibitor induce the accumulation of acidic HG and callose in the tip region [85]. 

Interestingly, blocking the release of intracellular calcium with drugs significantly alters the cell wall 

structure in Picea pollen tubes with the accumulation of callose and the disappearance of 

methylesterified HG at the tube tip [61]. Finally, treatment of T. fournieri pollen tubes with auxin 

promotes the growth by stimulating the synthesis of pectin, reducing the cellulose density and 

modifying the orientation of cellulose microfibrils as observed by atomic force microscopy [32]. 

However, whereas the vibrations associated with cellulose, phenolics, the methylester and the carboxyl 

groups of GalA are well assigned by FT-IR, the technique does not allow discriminating clearly other 

pectin motifs such as arabinan and/or galactan side chains of RG-I in the cell wall network. It is, 

however, a non destructive method that may be convenient to use in the future for determining the 

overall composition of pollen tube cell wall mutants compared to wild type. It may also be useful to 

follow the evolution of the cell wall composition in different portions of the pollen tube during growth.  

a ba ba b
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Due to the technical challenges involved such as the labor intensive work to collect enough 

material, the number of studies focused on the biochemistry of pollen tube cell wall is limited. As a 

consequence, it does not permit to assess clearly the differences in the cell wall composition between 

angiosperm (monocot and eudicot) and gymnosperm. However, with the development of more 

sensitive equipments such as mass spectrometry, more information may be soon collected. 

3. Cell Wall Polymer Biosynthesis in Pollen Tubes 

3.1. Pectin Biosynthesis 

Pectin represents one of the main carbohydrate polymers found in the cell wall of pollen tubes. 

Given the complexity of its structure, it is predicted that 67 different glycosyltransferases, 

methyltransferases and acetyltransferases are required for its biosynthesis [86]. The synthesis of the 

different pectin motifs is carried out in the Golgi apparatus and they are secreted via Golgi-derived 

vesicles [87]. 

3.1.1. Homogalacturonan 

The synthesis of HG requires the activity of GALACTURONOSYLTRANSFERASEs (GAUTs) 

that was biochemically demonstrated in Petunia axillaris pollen tubes [88]. In A. thaliana, the 

multigenic family of GALACTURONOSYLTRANSFERASE (GAUTs) is composed of 15 genes [86,89] 

whose members are related to another family representing the GALACTURONOSYLTRANSFERASE-

LIKE (GATLs), composed of 10 genes [90]. GAUT1 (CAZy family GT8) is a galacturonosyltransferase 

gene that first was shown to be functionally implicated in the HG synthesis in A. thaliana vegetative 

organs [91]. The inactivation of GAUT8 induces a reduction of the level of HG epitopes, a decrease of 

the amount of GalA in the cell wall of vegetative organs and a partial sterile phenotype [92]. Among 

all these genes, 13 GAUTs and 8 GATLs are expressed in the inflorescence of A. thaliana [89,90]. 

According to transcriptomic data, only two GAUTs (GAUT13 and GAUT14) and two GATLs (GATL4 

and GATL7) are expressed in pollen tubes [90,93]. Interestingly, the GALT4 expression seems to be 

pollen specific and is highly expressed in A. thaliana pollen tubes [90], which may suggest its 

implication in the synthesis of HG in pollen tubes but functional studies are necessary to assess the role 

of these genes in pollen tube growth. 

3.1.2. Xylogalacturonan  

In A. thaliana, the gene At5g33290 is involved in the xylogalacturonan biosynthesis, but the xgd1 

(xylogalacturonan deficient1) mutants do not display any visible pollen or pollen tube phenotype [94]. 

Other xylogalacturonan biosynthesis genes are undoubtedly implicated in this process but it remains to 

be established. 

3.1.3. Rhamnogalacturonan-I  

The backbone of RG-I is made of a repeating disaccharide α-(14)-D-GalA-α-(12)-L-Rha with 

Rha residues that can be substituted with galactan, arabinan and/or arabinogalactan [95]. In the 
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arabinan side chain, arabinosyl residues are almost entirely in the furanose configuration. Interestingly, 

rice REVERSIBLY GLYCOSYLATED PEPTIDEs (RGPs) show strong amino acid sequence identity 

(~80%) with an UDP-arabinopyranose mutase implicated in the interconversion of UDP-Arap and 

UDP-Araf [96]. Moreover, in A. thaliana, double knock-out mutations in two RGPs (RGP1 and RGP2) 

showed a strong defect in the inner pollen wall and pollen lethality [97] suggesting that RGP1 and 

RGP2 act redundantly during pollen development. More recently, Rautengarten et al. [98] have shown 

that RGP1 and RGP2 are cytosolic and able to perform this interconversion indicating that RGPs may 

be part of the arabinan biosynthesis network. However, further studies are required to verify if RGP1 

and RGP2 are also involved in the growth of pollen tubes. Moreover, biochemical evidence is needed 

to verify if the arabinan side chains of RG-I in the mutants are structurally different to the one found in 

wild type pollens and if other cell wall molecules containing Ara residues such as arabinogalactan 

proteins are not also affected. 

3.1.4. Rhamnogalacturonan-II 

Studies of the possible involvement of RG-II in pollen tube growth are very recent. In 2006,  

it was shown in tobacco that the mutation in NpGUT1 (Nicotiana plumbaginifolia 

GLUCURONOSYLTRANSFERASE1) resulted in the inhibition of pollen tube elongation, presumably 

due to an abnormal deposition of RG-II and boron in the pollen tube tip cell wall [99]. However, it was 

shown recently that in A. thaliana, IRX10 (IRREGULAR XYLEM10) and IRX10-L (IRREGULAR 

XYLEM10-LIKE) proteins, which are closely related to NpGUT1, play a critical role in the synthesis 

of glucuronoxylan and not RG-II. [100,101]. To our knowledge, no report has shown any 

glucuronoxylan in the cell wall of A. thaliana or tobacco pollen tubes and these data contrast with the 

proposed function of NpGUT1 in the RG-II synthesis in pollen tubes. 

Recently, three other genes involved in the biosynthesis of RG-II were shown to play an important 

role during A. thaliana pollen tube elongation. KDO-8-P SYNTHASEs (AtKDSA1 and AtKDSA2) are 

involved in the synthesis of Kdo, one of the rare sugars composing the RG-II, with eight carbons. 

Atkdsa1 and Atkdsa2 double pollen mutants in quartet background are unable to form an elongated 

pollen tube properly and to perform fertilization [102]. In 2010, two male gametophyte defective (mgp) 

mutants, impaired in the biosynthesis of RG-II were isolated: mgp4, knock-out for a RG-II 

XYLOSYLTRANSFERASE [103] and mgp2, knock-out for a SIALYLTRANSFERASE-LIKE [104]. 

Both mutants display similar phenotypes with a strong inhibition of pollen germination and a delayed 

pollen tube growth in vitro and in vivo compared to wild type. Because the three A. thaliana 

sialyltransferase-like proteins, homologous to mammalian sialyltransferases, do not show any 

sialyltransferase activity in vitro and that the nucleotide sugar donor of the sialyltransferase CMP-Sia 

is similar to CMP-Kdo, Deng et al. [104] suggested that these genes may be involved in the RG-II 

biosynthesis pathway. Another contribution pointing out the critical role of RG-II in pollen tube 

growth was recently brought by Kobayashi et al. [105]. They studied the gene coding for the enzyme 

CTP:Kdo cytidylyltransferase (CMP:Kdo Synthetase, CKS) that activates Kdo as a nucleotide sugar 

during the biosynthesis of RG-II. They showed that the protein is located in the mitochondria and that 

this gene is essential for pollen tube development as the mutation in CKS induces the inhibition of 

pollen tube elongation [105]. All these studies indicate that RG-II is important for pollen tube growth 
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but none of the studies have shown biochemically that the RG-II structure in the pollen or the pollen 

tube was impaired. The development of specific probes targeting the different side chains of RG-II 

should facilitate studies on this non-abundant but important pectin motif in pollen tube growth but to 

date such tools are not available. 

3.1.5. Pectin Methyltransferase and Pectin/XyG Acetyltransferase 

The transferase activity of methyl and acetyl groups on HG was shown in vitro [106,107]. 

QUASIMODO2 and 3 (QUA2 and QUA3) are two genes coding for putative HG methyltransferases 

but their biochemical activities and their function during pollen tube growth have not been  

confirmed [108,109]. In 2011, a mutant designated as reduced wall acetylation2 (rwa2) was studied. 

The loss-of-function in the RWA2 gene was accompanied by a decrease of the level of acetylated cell 

wall polymers [110] but no phenotype was observed on the pollen tube indicating that other genes are 

likely to be involved in this process. 

3.2. Xyloglucan Biosynthesis 

Based on the structure of XyG, its biosynthesis requires a combination of (14)-β-glucan 

synthases, (16)-α-xylosyltransferases, (12)-β-galactosyltransferases, (12)-α-fucosyltransferases 

and O-acetyltransferases [111]. In A. thaliana, CSL4 codes for a (14)-β-glucan synthase involved in 

the synthesis of the XyG backbone but transcriptomic data indicate that this gene is not expressed in 

pollen [112]. At least five XYLOGLUCAN XYLOSYLTRANSFERASEs (XXTs) have been identified in 

A. thaliana [76,113,114] but their implications during pollen tube growth have not been assessed yet. 

Two XYLOGLUCAN GALACTOSYLTRANSFERASEs were also characterized: MUR3 in A. thaliana [115] 

and more recently XLT2 in Tropaeolum majus [116]. However, none of these genes is expressed in 

pollen grains or pollen tubes [93]. MUR1 codes for an enzyme that catalyzes the first step of the 

biosynthesis of GDP-fucose and the mur1 mutants show a lack of labeling of fucosylated XyG epitopes 

with CCRC-M1 in hypocotyls, shoots or leaves [68]. However, the mutation does not affect the 

distribution of the fucosylated XyG epitopes in the pollen tube suggesting that this gene is not 

implicated in the XyG biosynthesis in pollen tubes. Mutation in the FUCOSYLTRANSFERASE gene 

(FUT1, FT1 or MUR2) eliminates the fucosyl residues on the XyG side chains in all major plant 

organs indicating that FUT1 is involved in most of the XyG fucosyltransferase activity in  

A. thaliana [117,118]. MUR1 and FUT1 are not expressed in pollen grains or pollen tubes but are 

strongly expressed in the stigma and in ovarian tissues in A. thaliana [93] suggesting that XyG from 

the female tissues may be highly fucosylated but more direct experimental evidence is required. 

3.3. Cellulose Biosynthesis  

It is generally assumed that cellulose microfibrils are assembled by cellulose synthases (CESs) 

located at the plasma membrane in a form of rosette terminal complex. However, the possibility that 

the first step of cellulose biosynthesis begins in the Golgi apparatus in higher plants cannot be  

ruled out [119]. Different multigenic families are implicated in cellulose biosynthesis. Ten CESA 

(CELLULOSE SYNTHASE A) genes were found in the A. thaliana genome and it was shown by 
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mutant analyses that they play distinct roles in the cellulose synthesis process [120,121]. Another 

multigenic family, CSLD (CELLULOSE SYNTHASE LIKE-D), related to CESA, seems also to be 

involved in cellulose biosynthesis and contains six members in the A. thaliana genome [122,123]. In 

rice, the genome contains 7 CESA and 5 CSLD genes [124]. In tobacco, NaCSLD1 (Nicotiana alata 

CELLULOSE SYNTHASE-LIKE D1) was found to be only expressed in the anther and in vitro-grown 

pollen tubes and was predicted to code for a cellulose synthase in pollen [125]. In N. tabacum pollen 

tubes, CESA and CSLD were detected along the entire length of the pollen tubes with a higher 

concentration at the apex [126]. Similarly, in A. thaliana, CESA6, CSLD1 and CSLD4 were found at 

the plasma membrane of the pollen tube both at the tip and in the shank [26,127]. Moreover, 

crystalline cellulose was also found inside cytoplasmic vesicles and the trans Golgi network in A. 

thaliana pollen tubes leading to the hypothesis that the synthesis of short cellulose microfibrils may 

initiate in this compartment giving the pollen tubes the head start in assembling the cell wall necessary 

to promote rapid elongation [26]. Alternatively, the vesicles containing the cellulose may originate 

from endocytosis suggesting that cellulose in the shank of the tube may be degraded and recycled [26]. 

The CESA1 and CESA3 mutations are both gametophytic lethal. 50% of pollen grains from the 

heterozygous cesa1+/− or cesa3+/− plants are significantly deformed and do not produce pollen tube [128]. 

The cesa6 null mutants display subtle growth defect and the pollen is not deformed [128]. On the other 

hand, the triple cesa2/6/9 mutants are sterile and pollen grains are strongly deformed [128]. The data 

indicates that CESA2 is functionally redundant with CESA6. As CESA9 is strongly expressed in pollen 

grains, these studies suggest that CESA1, 3, 6 and 9 play a critical role during pollen grain formation. 

Recently, it was shown using pCESA6::GFP-CESA6 construction that CESA6 is expressed in pollen 

tubes indicating that in addition to CESA1, 3 and 9, CESA6 may also play a role during pollen tube 

growth [26]. 

Three genes from the CSLD family are also implicated in pollen tube growth. Csld1 and csld4 

homozygous mutants are sterile. Mutant pollen grains show abnormal germination and reduce pollen 

tube growth in vitro and in vivo. In addition, high level of pollen tubes is bursting due to a reduced 

cellulose content, abnormal callose deposition and thickened and highly irregular cell wall [123,127]. 

Finally, mutation in CSLC6 results in a strong reduction of pollen tube growth [129]. All these data 

support the fact that despite the low abundance of cellulose in the cell wall of pollen tubes, it has an 

important function in maintaining the integrity of the tube cell. 

3.4. Callose Biosynthesis 

Callose is also synthesized at the plasma membrane by callose synthases (CALSs) located at the 

apex and the distal regions of tobacco pollen tubes. In longer pollen tubes, CALS accumulates also 

close to the callose plug [126]. Twelve putative CALS genes (CALS1-12) have been identified in the  

A. thaliana genome [130]. Among these 12 genes, CALS5 is implicated in the normal deposition and 

patterning of the exine pollen grain [131,132] but opposite data are obtained concerning the pollen 

viability and the ability of the pollen tube to grow normally. NaGSL1 (Nicotiana alata GLUCAN 

SYNTHASE-LIKE1) was shown to be a callose synthase [133] involved in the control of callose 

synthesis during pollen tube growth [134]. In 2011, a study brought evidence that CALS5 orthologues 

are expressed in pollen grains of many different angiosperms and gymnosperms but CALS5 was only 
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expressed in fast-growing pollen tubes (i.e., angiosperms), suggesting that CALS5 plays different but 

crucial roles during pollen formation and/or germination and pollen tube growth [55]. This study also 

supports the reports showing that the callose wall in slow-growing pollen tubes is generally transiently 

detected and the callose plug has so far not been observed in gymnosperm pollen tubes. Based on such 

variability and transient expression of callose in the pollen of Pinus, Pacini et al. [135] suggested that 

the callose may not have a structural function but rather serves as a reserve polysaccharide. In contrast, 

in fast growing pollen tubes like in S. chacoense and Lilium orientalis, callose was shown to have an 

important mechanical function [53]. 

4. Cell Wall Remodeling during Pollen Tube Growth 

4.1. Cell Expansion: Xyloglucan-Cellulose Reassembly 

4.1.1. Expansins 

Expansins were first discovered in cucumber hypocotyls [136] and oat coleoptiles [137]. According 

to Sampedro and Cosgrove [138], expansins belong to a superfamily composed of four families:  

(1) EXPANSIN A (EXPA), also called α-expansin; (2) EXPANSIN B (EXPB), also known as  

β-expansin; (3) EXPANSIN-LIKE (EXLA); and (4) EXPANSIN-LIKE B (EXLB). α- and β-expansins 

are involved in cell expansion: EXPAs may promote separation of cellulose microfibrils by inducing 

local dissociation and slippage of XyG on the surface of the cellulose, whereas EXPBs work on different 

polymers, maybe xylan, with a similar effect [139]. The precise role of EXLA and EXLB has not been 

has not been established yet [138] and to date, no enzymatic activity has been detected for these 

proteins [140,141]. 

The A. thaliana genome contains 36 genes encoding putative EXPs [141,142]. Expression profile 

analyses of the transcripts reveal that two expansin genes one α-(EXPA4) and one β-(EXPB5) are 

strongly expressed in dry pollen grains, during pollen imbibition and pollen tube growth (Table 2). In 

addition, four other EXPs are strongly expressed in the stigma and one in the ovary of  

A. thaliana (Table 2). To date and to our knowledge, no study has pointed out the role of expansins in 

the remodeling of the pollen tube cell wall in eudicot plants. Most of the work on expansins comes 

from the Poales in which the development of pollen grains is accompanied by the expression of EXPB. 

In rice, several putative EXPBs were found in pollen grains by proteomics approach [143] and 4 

isoforms were purified from the maize pollen [144]. During the maturation of wheat and triticale male 

gametophytes, a strong expression of two EXPB genes is detected but unlike the β-expansins from 

maize, they are not expressed in the mature pollen [145,146]. Even if the exact function of pollen 

EXPBs remains unanswered, Cosgrove et al. [147] suggested that they are released from the pollen 

grain on the pistil to soften the cell wall of the stigma thus facilitating the penetration and the growth 

of the pollen tube. Some others hypothesized that EXPBs are implicated in the formation of the exine 

wall during the male gametophyte formation [145]. 
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Table 2. Expression of expansin and xyloglucan endo-transglucosylase hydrolase genes in 

pollen grains, pollen tubes and the pistil of A. thaliana. Data were collected from eFP 

Browser [148]. Proteins are named according to Magrane and the UniProt consortium [149] 

and according to Hende et al. [150] for the expansin family. Pollen grain and pollen tube 

data are from Qin et al. [93] and pistil data from Swanson et al. [151]. When the level of 

expression was <50, the data are not shown. 

Cell wall 

metabolism 
Locus Protein name 

Expression level 

Pollen grain Pollen tube Pistil 

Dry Imbibed 4 h in vitro 
Semi in 

vivo 
stigma ovary 

Cell expansion 
       

CBMs At1g20190  
Expansin A11 

(EXPA11) 
<50 <50 <50 <50 1,614.7 421.6 

 
At1g26770  

Expansin A10 

(EXPA10) 
<50 <50 <50 <50 1,893.9 641.8 

 
At2g28950  

Expansin A6 

(EXPA6) 
<50 <50 <50 <50 1,919.8 1,614.2 

 
At2g39700  

Expansin A4 

(EXPA4) 
4,069.6 3,962.1 3,950.8 2,106.8 321.3 429.6 

 
At3g45970  

Expansin-like 

A1 (EXLA1) 
<50 <50 <50 <50 1,462.7 322.1 

 
At3g60570  

Expansin B5 

(EXPB5) 
1,020.2 1,139.5 1,347.1 3,002.9 53.9 52.7 

Hemicellulose reassembly 
   

  
  

GH16 At2g06850  XTH4 <50 <50 <50 <50 129.8 1,174.4 

 
At4g03210  XTH9 <50 <50 <50 <50 785.1 2,518.8 

 
At4g30270  XTH24 <50 <50 <50 <50 146.5 1,975.7 

 
At5g65730  XTH6 <50 <50 <50 <50 752.1 1,013.4 

 
At1g32170  XTH30 1,286.7 346.2 354.2 378.6 167.2 86.2 

  At4g18990  XTH29 1,02.2 95.8 91.7 <50 <50 <50 

CBMs. Carbohydrate-Binding Modules, GH. Glycoside hydrolase, XTH. Xyloglucan endo-transglucosylase 

hydrolase. <50<500<1,000<2,000<3,000<5,000<10,000.  

4.1.2. Xyloglucan endo-Transglucosylase Hydrolase 

The two known activities of XyG endo-transglucosylase hydrolase proteins (XTHs) are XyG  

endo-transglucosylase (XET) and XyG endo-hydrolase (XEH) [152]. The XET activity consists of 

cleaving XyG polymers and joining the newly generated end to another XyG chain whereas XEH 

activity hydrolyzed XyG polymers [152]. XET activity was detected in extracts of the growing 

portions of various eudicots (including pea, lupin, tomato, sycamore, cow parsley, dandelion and 

bean), monocots (chive, maize, brome grass and Yorkshire fog) and Bryophytes (liverwort and  

moss) [153,154]. XTHs are believed to play a central role in the construction and the disassembly of 

the cell wall architecture [152]. XTHs are encoded by large gene families in land plants and  

A. thaliana and rice contain 33 and 29 XTH genes dispersed across their genomes, respectively [155,156]. 

Among the 33 XTHs in the A. thaliana genome, 4 are strongly expressed in flowers. Becnel et al. [157] 
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have studied the expression of the XTH genes using XTH::GUS constructions and they showed that 

pXTH29::GUS and pXTH30::GUS activities are clearly detected during the anther development and in 

the mature pollen grain [157]. In contrast, pXTH1::GUS and pXTH33::GUS activities are restricted to 

very young flowers. Microarray data extracted from EFP browser are consistent with these results 

(Table 2). Moreover, expression profiles of XTH29 and XTH30 appear to be pollen specific suggesting 

a specialized function during pollen development. 

However, to date, no evidence demonstrates a role of XTHs in the pollen tube growth and cell wall 

remodeling. Only one XTH was linked to pollination. The loss of function of AtXTH28 led to a 

dramatic decrease in seed setting due to the inability of the plants to self-pollinate. This phenotype was 

caused by a net reduction of the stamen filament length due presumably to a reduced capability of the 

filament cells to expand [158]. 

4.2. Pectin Methylesterase and Pectin/Xyloglucan Acetylesterase 

HG is synthesized in the Golgi apparatus and deposited in the expanding tube tip in a highly 

methylesterified form [159]. The methylesterified HG in the apical zone is thought to provide 

sufficient plasticity for sustaining the pollen tube growth [15]. Upon block-wise action of PMEs,  

de-methylesterified HG polymers can form multimers via ionic bonds between the negatively charged 

carboxyl groups of several HG and Ca
2+

 ions forming a pectate gel that may provide rigidification of 

the pollen tube cell wall [12,58]. Therefore, the control of the cell wall plasticity by PMEs is critical to 

ensure a proper fertilization. Conversely, upon random action of PMEs, the partial removal of methylester 

groups may allow the pectin-degrading enzymes, polygalacturonases (PGs) or pectate lyases (PLs) (see 

lower section) to cleave the HG backbone thus affecting the rigidity of the cell wall [58,160]. This 

sequential action of PME and PG was demonstrated in the quartet mutants that release pollen grains as 

tetrads due to the persistence of pectic polysaccharides [161]. The QUARTET1 gene encodes a PME 

that is required in association with the QUARTET3 encoding a PG for the degradation of the HG of the 

tetrad resulting in the normal pollen separation during microsporogenesis [162,163]. 

The A. thaliana genome contains 66 putative PMEs. Most of the genes encoding PMEs display a 

tissue-specific expression pattern, especially for 14 of them that are specifically expressed in pollen 

grains or pollen tubes (Table 3) [93,164]. Moreover, proteomics studies of germinated pollen grains 

from maize, wheat, rice and A. thaliana have identified two putative PMEs in germinated maize  

pollen [165], one in rice [143] and at least one in A. thaliana pollen tubes [166]. In tobacco pollen 

tubes, biochemical analyses have shown the presence of seven isoforms with a wide isoelectric point 

range [167]. Two PME isoforms were co-localized with methylesterified HG in the cell wall and  

Golgi-derived vesicles suggesting that PMEs are transported to the tip under an inactive precursor 

form [167]. 

The first functional characterization of PME genes and their critical roles in pollen tube growth 

were obtained from two knock-out mutants vanguard1(vgd1) [168] and atppme1 [169]. The disruption 

of VGD1 resulted in the burst of pollen tubes in vitro and marked retardation of the vgd1 pollen tube 

elongation in the pistil resulting in a strong reduction of male fertility and seed set [168]. The lack of 

AtPPME1 activity in knock-out mutants affects the shape and the growth rates of the pollen tubes, 

indicating that AtPPME1 is required for the integrity of the cell wall and for the tip-polarized  



Plants 2013, 2 

 

 

122 

growth [169]. Moreover, when PME from orange peel is exogenously applied to pollen tubes of Lilium 

formosanum and tobacco or when PME is overexpressed, the pollen tube growth is inhibited [170]. 

Table 3. Analyses of the expression profile of pectin methylesterase and pectin and/or 

xyloglucan acetylesterase genes in pollen grains, pollen tubes and the pistil of A. thaliana. 

Data were collected from eFP Browser [148]. Proteins are named according to Magrane 

and the UniProt consortium [149]. Pollen grain and pollen tube data are from Qin et al. [93] 

and pistil data from Swanson et al. [151]. If the level of expression was <50 for all the 

selected tissues, data are not shown. 

Cell wall 

metabolism 
Locus Protein name 

Expression level 

Pollen grain Pollen tube Pistil 

Dry Imbibed 4 h in vitro Semi in vivo stigma ovary 

Esterase 
        

CE8 At1g69940 PPME1 7,600.7 5,098.6 4,702.65 3,209.4 <50 <50 

 
At2g26450 PME13 4,168.8 4,391.9 4,361.9 4,954.5 <50 <50 

 
At2g47030 PME4/VGDH1 9,592.1 7,074.2 6,539.6 7,813.1 164.1 <50 

 
At2g47040 PME5/VGD1 9,592.2 7,074.3 6,539.6 7,813.1 164.1 <50 

 
At3g05610 PME21 7,557.3 4,778.3 4,618.9 5,347.8 <50 <50 

 
At3g06830 PME23 4,485.1 1,952.0 1,593.5 73.6 <50 <50 

 
At3g14310 PME3 <50 <50 <50 <50 284.2 1,047.5 

 
At3g17060 PME67 4,796.4 4,707.4 4,826.6 4,838.3 <50 <50 

 
At3g49220 PME34 <50 <50 <50 <50 1,370.3 1,408.2 

 
At3g62170 PME37 6,829.9 5,434.6 5,566.4 868.0 <50 <50 

 
At4g15980 PME43 1,930.8 905.9 592.5 <50 <50 51.5 

 
At4g33230 PME45 759.8 904.1 917.7 92.9 <50 <50 

 
At5g07410 PME48 7,600.8 5,098.7 4,702.65 3,209.4 <50 <50 

 
At5g07420 PME49 3,519.5 3,605.9 3,144.6 132.4 <50 <50 

 
At5g07430 PME50 8,606.5 7,181.6 7,258.6 7,198.7 90.3 <50 

 
At5g27870 PME28 2,859.6 2,817.7 2,537.8 66.6 <50 <50 

 
At5g47500 PME68 <50 <50 <50 <50 687.9 1,308.9 

 
At5g49180 PME58 <50 <50 <50 1,361.1 446.2 1,175.3 

CE12 At4g19410  Putative PAE <50 <50 <50 <50 438.9 1,095.7 

CE. Carbohydrate Esterases, PAE. Pectin AcetylEsterase, PME. Pectin MethylEsterase, PPME. Pollen Pectin 

MethylEsterase, VGD. Vanguard, VGDH. Vanguard Homolog. <50<500<1,000<2,000<3,000<5,000<10,000. 

The main regulators of PMEs are PME inhibitors (PMEIs). Sequence analyses indicate that several 

PMEs contain, in addition to the catalytic domain, an N-terminal extension domain (the PRO region) 

showing similarity with PMEI domains [58]. Based on this, PMEs are classified in two distinct groups 

depending on the presence or absence of this putative PMEI domain. Group 1 PMEs do not have the 

PRO region, whereas PMEs from group 2 can contain from 1 to 3 PMEI domains [169]. It is 

hypothesized that the PRO region is cleaved during the maturation of PME, as so far, only PMEs 

lacking this domain were found in the cell wall [58]. 

Recently, Wolf et al. [164] indicated that the PRO region of the group 2 PMEs might regulate the 

release of the mature PMEs from the Golgi apparatus. It was also suggested that the PRO region might 

play an auto-inhibitory role during maturation [170]. PMEIs are not only found in the PRO region of 
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PMEs but also exist as individual proteins sharing strong sequence similarities with invertase 

inhibitors (Inv inhibitors). However, there is no clear evidence of a similar function and mode of action 

between PMEIs/Inv inhibitors and PMEI domains of PMEs. The A. thaliana genome contains 76 genes 

coding highly putative PMEIs/Inv inhibitors. The expression patterns of PMEIs/Inv inhibitors are all 

regulated in a tissue-specific manner [171,172] and transcriptomic data reveal that PMEIs/Inv 

inhibitors are highly expressed in the A. thaliana pollen compared to other tissues [171,173]. As 9 out 

of the 14 PMEs specifically expressed in pollens are from the group 2 (with PMEI domains), it may 

suggest that PMEIs play a crucial role in regulating the activity of PMEs during pollen germination 

and pollen tube growth. Suppression of the expression of At1g10770 (coding for a putative PMEI) 

leads to a partial male sterility reducing the seed set by inhibition of pollen tube growth [174]. 

Moreover, treatments of pollen tubes with exogeneous PMEI also result in an abnormal germination 

and burst of pollen tubes in A. thaliana [175]. Finally, it was shown that AtPPME1 and AtPMEI2, both 

pollen specific, physically interact and in vitro assays revealed that AtPMEI2 was able to inactivate 

AtPPME1 [176]. The transient expression of AtPPME1 and AtPMEI2 in tobacco pollen tubes 

demonstrated that AtPPME1 accumulates uniformly from the tip to the shank of the pollen tube. In 

contrast, the localization of AtPMEI2 is restricted to the tip and in endosomal vesicles suggesting  

its internalization and recycling [176]. PMEs are thought to play an important role during the  

tip-polarized growth of the pollen tube by controlling the mechanistic properties of the cell wall. 

However, the function of PMEs is probably not restricted to the change of the mechanical properties of 

the cell wall. Weakly methylesterified HG have been implicated in other important physiological 

processes such as cell attachment in vegetative cells or organs [92,177,178] and in lily, associated with 

a stigma/style
 
cysteine-rich adhesin (SCA), a secreted plant lipid transfer protein (LTP), in pollen tube 

adhesion [179,180]. Several LTPs are expressed in the transmitting tract of the A. thaliana pistil along 

the pollen tube path [181] that may be involved in this process. In tobacco, it was shown that TobLTP2 

purified from the stigma exudates accumulate in the pistil and are able, as expansins do, to promote 

cell wall loosening. However, the pollen tube growth in LTP-silenced plants is similar to wild type 

plants, suggesting either that pollen tubes do not require this loosening protein or that other loosening 

agents may have act redundantly [182]. Recently, LTP5, produced in A. thaliana pollen tubes and in 

the transmitting tract, was proposed to play important roles in maintaining the cell polarity at the tube 

tip and adhesion-mediated guidance perhaps by interactions with pectins [183]. Direct evidence is 

lacking, but it appears highly probable that PMEs, by modifying the degree of methylesterification of 

HG, play a direct role in adhesion and guidance of the pollen tube. 

Finally, one putative pectin acetylesterase was detected in rice pollen [143] and a recent report has 

shown that the overexpression of the Populus PECTIN-ACETYLESTERASE1 in tobacco affected the 

shape of the pollen grains and their abilities to germinate [184]. 

4.3. Pectin lyase 

PL (PECTIN LYASE) and PLL (PECTIN LYASE-LIKE) genes are also abundantly expressed in 

tomato, tobacco, alfalfa and arabidopsis pollen [185–187] and several pollen allergens have PLL 

activities [188]. Out of the 26 PLL genes, 14 are expressed in pollen [189]. None of these 14 genes is 

specifically dedicated to the male gametophyte but 4 of them are strongly expressed in pollen grains 
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(Table 4). To our knowledge, there is no experimental evidence of the implication of PLL in the 

remodeling of the pollen tube wall. Many promoter activities of the PLLs genes are similar to those 

exhibited by many POLYGALACTURONASEs (PGs) [190]. This may imply a close functional 

association between PLLs and PGs, particularly in the digestion of the pollen grain cell wall prior to 

germination and during pollen tube growth [190,191]. 

Table 4. Analyses of the expression profile of PECTATE LYASEs in pollen grains, pollen 

tubes and in the pistil of A. thaliana. Data were collected from eFP Browser [148]. Proteins 

are named according to Magrane and the UniProt consortium [149]. Pollen grain and 

pollen tube data are from Qin et al. [93] and the pistil data from Swanson et al. [151]. If the 

level of expression was <50 for all the selected tissues, data are not shown. 

Cell wall 

metabolism 
Locus Protein name 

Expression level 

Pollen grain Pollen tube Pistil 

Dry Imbibed 4 h in vitro Semi in vivo stigma ovary 

Lyase 
        

PL1 At1g04680 
Probable pectate 

lyase 1 
<50 <50 <50 <50 681.0 1,457.2 

 
At1g14420 

Probable pectate 

lyase 3 
3,922.2 3,514.5 3,591.2 1,171.3 <50 <50 

 
At2g02720 

Probable pectate 

lyase 6 
3,608.0 3,599.7 3,533.1 4,007.9 <50 <50 

 
At3g01270 

Probable pectate 

lyase 7 
6,694.0 6,572.3 6,546.1 7,161.1 166.1 112.7 

 
At4g24780 

Probable pectate 

lyase 18 
<50 <50 <50 <50 1,969.1 1,173.3 

 
At5g09280 

Major pollen 

allergen like 

protein 

<50 <50 <50 3,192.1 <50 <50 

 
At5g15110 

Probable pectate 

lyase 18 
3,865.4 3,782.2 3,390.4 625.1 <50 <50 

PL. Pectin Lyase. <50<500<1,000<2,000<3,000<5,000<10,000. 

4.4. Glycoside Hydrolases 

Glycoside hydrolases (GHs) are enzymes that catalyze the hydrolysis of glycosidic linkages 

between two or more glycosides or between a carbohydrate and a non-carbohydrate moiety. In 1991, 

GHs were classified into 35 families [192] and to date they are divided into over 100 families [193]. 

GHs involved in the reassembly of the pollen tube cell wall belong to the GH3, 9, 10, 17, 28, 35, 43 

and 51 families. Their activities as well as their possible functions during pollen tube growth are 

presented in Table 5. 
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Table 5. Summary of the main glycoside hydrolase (GH) families possibly involved in the 

remodeling of the pollen tube cell wall. 

Family Known activities  Possible function during pollen tube growth 

GH3 

β-D-xylosidase (EC 3.2.1.37) 

α-L-arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55) 

β-glucosidase (EC 3.2.1.21) 

 
Degradation of xylan/arabinoxylan 

Degradation of RG-I, arabinogalactan proteins. 

GH9 

Endo-(14)-β-glucanase (EC 3.2.1.4)  

Cellobiohydrolase (EC 3.2.1.91) 

β-glucosidase (EC 3.2.1.21) 

 

Degradation of cellulose and XyG backbone 

May control the diameter of the pollen tube.  

May help to digest the cell wall of the stigma to 

facilitate the pollen tube penetration in the female 

tissues. 

GH10 Endo-(14)-β-xylanase (EC 3.2.1.8)  Degradation of xylan 

GH17 

Endo-Glucan (13)-β-glucosidase (EC 

3.2.1.39) 

Glucan (13)-β-glucosidase (EC 3.2.1.58)  

Endo-(13-14)-β-glucanase (EC 3.2.1.73)  

β-(13)-glucanosyltransglycosylase (EC 

2.4.1.) 

 

Degradation of callose or β-mixed-(13, 14) 

glucans. 

May promote pollen germination and control the 

mechanical properties of the pollen tube cell wall 

during elongation. 

GH28 

Polygalacturonase (EC 3.2.1.15)  

Exo-polygalacturonase (EC 3.2.1.67)  

Exo-polygalacturonosidase (EC 3.2.1.82) 

Rhamnogalacturonase (EC 3.2.1.171)  

Rhamnogalacturonan α-L-

rhamnopyranohydrolase (EC 3.2.1.40) 

Endo-xylogalacturonan hydrolase (EC 3.2.1.-) 

 

Degradation of weakly esterified HG: cell wall 

loosening. 

May control the stiffness of the tube during 

elongation and/or help to digest the cell wall of 

the stigma thus facilitating the penetration of the 

tube. 

Degradation of RG-I backbone 

Degradation of xylogalacturonan 

GH31 α-xylosidase (EC 3.2.1.177)  Degradation of XyG or RG-II side chains  

GH35 
β-galactosidase (EC 3.2.1.23) 

Exo-β-(14)-galactanase (EC 3.2.1.-) 
 

Degradation of RG-I, XyG and/or 

arabinogalactan proteins.  

Turn over of pollen tube cell wall. Pollen tube 

guidance 

GH43 
β-D-xylosidase (EC 3.2.1.37) 

α-L-arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55) 
 

Degradation of xylan/arabinoxylan 

Degradation of RG-I, arabinogalactan proteins, 

arabinoxylan. 

GH51 α-L-arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55)  
Degradation of RG-I, arabinogalactan proteins, 

arabinoxylan. 

Endo-(14)-β-glucanases and endo-(13)-β-glucosidases are members of the GH9 and GH17 

families, respectively (Tables 5 and 6). In A. thaliana, 25 genes are encoding GH9 proteins and 49 the 

GH17 proteins. Among the 25 putative CELLULASES, two are strongly expressed in pollen grains and 

three in in vitro-grown pollen tubes (Table 6). Four members of the GH17 family are expressed in  

in vitro-grown pollen tubes (Table 6). Three and five genes encoding the GH9 and GH17 are also found 

in the pistil tissues, respectively. Twenty years ago, these two enzyme activities were assayed in pistils 

and anthers of bean and they were linked to the cell wall disruption occurring during the release of the 

pollen grain from the anther and during the penetration of the pollen tube through the stigma [194]. 
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Recently, and despite its low abundance in the pollen tube cell wall, it was shown that cellulose plays a 

crucial role by influencing the diameter of in vitro-grown pollen tubes [195]. As described previously, 

the cell wall of fast-growing pollen tubes is enriched in callose and several studies have shown that 

moderate β-(13)-glucanase treatments are able to stimulate the germination of pollen grains [53,196]. 

Moreover, it was reported that exo-β-glucanases might play an important role in the regulation of 

pollen tube elongation in lily [197]. On the contrary, treatments with inhibitors of glucosidases 

severely inhibited the growth of pollen tubes [198]. It was hypothesized that the mechanical properties 

of callose and more precisely the resistance to lateral deformation of the tube was regulated by 

glucanases [53] (Table 5). 

Table 6. Analyses of the expression profile of glycoside hydrolase (GHs) genes in  

pollen grains, pollen tubes and in the pistil of A. thaliana. Data were collected from eFP 

Browser [148]. Proteins are named according to Magrane and the UniProt consortium [149] 

and to Hruba et al. [199] for the GH3 family. Pollen grain and pollen tube data are from 

Qin et al. [93] and the pistil data from Swanson et al. [151]. If the level of expression was 

<50 for all the selected tissues, data are not shown. 

Cell wall 

metabolism 
Locus Protein name 

Expression level 

Pollen grain Pollen tube Pistil 

Dry Imbibed 4 h in vitro Semi in vivo stigma ovary 

Glycoside Hydrolases 

GH3 

At1g02640 β-D-xylosidase <50 <50 <50 <50 66.1 227.3 

At1g78060 β-D-xylosidase <50 <50 <50 <50 149.2 401.8 

At3g19620 β-D-xylosidase <50 <50 <50 <50 388.6 76.9 

At3g47000 β-D-xylosidase <50 <50 <50 <50 190.2 330.6 

At3g62710 β-D-xylosidase 4,780.4 4,342.3 4,813.6 6,223.6 73 51.7 

At5g09730 
β-D-xylosidase 3/α-L-

Arabinofuranosidase 
<50 <50 <50 <50 803.5 2,807.8 

At5g10560 β-D-xylosidase <50 <50 <50 <50 191.5 508.8 

At5g20940 β-D-xylosidase <50 <50 <50 <50 <50 62.9 

At5g20950 β-D-xylosidase <50 <50 <50 <50 741.4 1,468.4 

At5g49360 
β-D-xylosidase 1/α-L-

Arabinofuranosidase 
<50 <50 <50 <50 193.9 921.4 

At5g64570 β-D-xylosidase <50 <50 <50 <50 324.3 1,586.8 

GH9 

At1g70710  
Endo-(1→4)-β-

glucanase (CEL1) 
<50 <50 <50 <50 732.8 1,921.9 

At1g71380  
Endo-(1→4)-β-

glucanase (CEL3) 
<50 71.0 665.4 2,823.2 <50 57.8 

At2g44560  
Endo-(1→4)-β-

glucanase 
2,345.4 2,152.9 2,492.6 1,224.1 <50 <50 

At3g43860  
Endo-(1→4)-β-

glucanase 
5,932.2 5,925.4 5,738.7 3,735.4 <50 <50 

GH9 

At4g02290  
Endo-(1→4)-β-

glucanase (CEL4) 
<50 <50 <50 <50 <50 1,223.5 

At5g49720  

Endo-(1→4)-β-

glucanase 

(RSW2/KOR1) 

<50 <50 <50 <50 822.2 1,027.5 
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Table 6. Cont. 

Cell wall 

metabolism 
Locus Protein name 

Expression level 

Pollen grain Pollen tube Pistil 

Dry Imbibed 4 h in vitro Semi in vivo stigma ovary 

GH10 

At4g33850  GH 10 protein 1,571.9 1,369.8 1,495.2 205.7 <50 <50 

At4g33860  
Endo-(1→4)-β 

xylanase, putative 
1,571.9 1,369.8 1,495.2 205.7 <50 <50 

GH17 

At2g05790  
Putative β-(1→3)-

glucanase 
<50 <50 <50 <50 1,054.1 2,723.2 

At3g07320  
Putative β-(1→3)-

glucanase 
<50 <50 <50 <50 482.9 1,241.9 

At3g55430  
Putative β-(1→3)-

glucanase 
3,815.6 3,499.7 3,184.8 1,146.9 504.2 824.6 

GH17 

At4g26830  
Putative β-(1→3)-

glucanase 
<50 <50 221.1 3,284.7 <50 <50 

At5g20390  
Putative β-(1→3)-

glucanase 
3,190.6 3,251.1 3,427.8 365 <50 <50 

At5g42100  
Glucan endo-(1→3)-β-

glucosidase 10 
<50 <50 <50 <50 726.5 1,402.3 

At5g55180  β-(1→3)-glucanase like  <50 <50 <50 <50 258.2 1,247.9 

At5g64790  β-(1→3)-glucanase  2,007.8 1,991.2 1,972.5 1,439.2 <50 <50 

GH28 

At1g02790 
Exopolygalacturonase 

(PGA4) 
6,048.4 5,842.1 5,885.1 5,376.4 137.3 82.5 

At2g23900 
Putative 

polygalacturonase 
3,341.6 3,090.6 3,228.7 2,308.4 <50 <50 

At3g07820 
Polygalacturonase 

(PGA3) 
6,791.1 7,077.4 6,983.5 7,731.2 137.5 63.1 

At3g07850 Exopolygalacturonase 7,694.0 7,415.6 7,187.2 3,814.6 <50 <50 

At3g14040 Exopolygalacturonase 7,694.0 7,415.6 7,187.2 3,814.6 <50 <50 

At4g23820 
Putative 

polygalacturonase 
<50 <50 <50 <50 726.1 1,214.5 

At5g48140 
Putative 

polygalacturonase 
5,423.3 5,327.8 5,417.7 5,266.6 <50 <50 

GH31 
At1g68560 α-xylosidase (XYL1) <50 <50 <50 <50 500.4 765.4 

At3g45940 α-xylosidase (XYL2) <50 <50 <50 <50 101.3 171.9 

GH35 

At2g16730 
β-galactosidase 

(BGAL13) 
3,753.9 3,752.6 3,219.2 550.5 <50 <50 

At2g28470 
β-galactosidase 

(BGAL8) 
<50 <50 <50 <50 2,437.4 2,075.1 

At4g35010 
β-galactosidase 

(BGAL11) 
4,248.3 4,056.9 4,264.4 5,783.1 77.7 <50 

At4g36360 
β-galactosidase 

(BGAL3) 
<50 <50 <50 <50 598.5 1,462.5 

GH43 At3g49880 β-xylosidase <50 <50 <50 <50 77.8 134.7 

GH51 At3g10740  α-L-Arabinofuranosidase <50 <50 <50 <50 184.9 402.8 

GH. Glycoside Hydrolases, CEL. Cellulase, RSW.Radially Swollen, KOR. Korrigan, PGA. Polygalacturonase, 

BGAL. β-galactosidase, XYL. xylosidase. 50<500<1,000<2,000<3,000<5,000<10,000. 

  



Plants 2013, 2 

 

 

128 

Polygalacturonases (PGs) are involved in the HG degradation. They were characterized in the 

pollen from corn and other Poales [200] and have since been identified in various plants including rice, 

pea, tomato and arabidopsis [143,190,201,202]. PGs belong to the GH28 family composed of 69 genes 

in A. thaliana [203,204]. In 2000, Torki et al. [205] showed that 7 PG genes were strongly expressed 

in A. thaliana flowers. Publicly available microarray data are consistent with this result as 6 PG genes 

are strongly expressed in pollen tubes and one is expressed in the pistil (Table 6). Together with the 

strong expression of more than 10 PMEs and 4 PLLs in pollen tubes, these data suggest an important 

remodeling of the HG during pollen tube growth. PGs are involved, during pollen maturation of 

Brassica campestris, in the intine and/or exine formations [206,207] and in Turnera subulata, PGs are 

implicated in self-incompatibility [208]. PGs are released upon rehydration of triticale pollen  

grains [146] and are also detected in the tip region of pollen tubes in Brassica napus during papillar 

cell penetration [209] suggesting that PGs are probably involved in the loosening of the stigma cell 

wall during pollination. As PGs degrade weakly methylesterified HG and that the demethylesterification 

of methylesterified HG by PMEs at the tip of the tube is accompanied by the release of protons, it was 

suggested that this local change of pH in the pollen tube cell wall may promote PG activity [58,210]. 

This activation of PGs might then control the loosening of the pollen tube cell wall back from the tip 

and then promote the proper pulse growth of the tube (Table 5). Alternatively, pollen tube PGs may 

also affect the loosening of the stigma and transmitting tract cell wall to facilitate the penetration of the 

pollen tube (Table 5). 

β-galactosidases (BGALs) belong to the GH35 family. BGALs can act on different substrates 

including arabinogalactan proteins, galactolipids, RG-I and RG-II side chains of pectin and XyG 

releasing galactose [211]. Eighteen genes are encoding BGALs in the A. thaliana genome and the 

functional genomics analysis reveals that BGAL expression levels are high in mature leaf, root, flower 

and silique but are low in young seedling [212]. Publicly available microarray data (Table 6) show that 

2 BGALs are highly expressed in mature pollen grains and 2 others are highly expressed in the pistil 

confirming the results obtained by Ahn et al. [212]. Other BGAL genes are also strongly expressed 

during the microspore mitosis in developing pollen grains [199]. In rice, 35 genes are encoding 

BGALs; among them, two are strongly expressed in dry pollen grains [213] (Table 6). As mutants 

defective in BGAL have impaired fertility, it was hypothesized that BGAL may be involved in the 

pollen tube wall turnover in Brassica campestris by hydrolyzing arabinogalactan [214]. In 1995, it was 

suggested in tobacco that BGALs could be secreted from the pollen tube and released in the stylar 

transmitting tract to modify the branching pattern of arabinogalactan involved in the guidance of 

pollen tubes [215,216]. In tobacco, BGAL mRNAs are accumulated during the formation of pollen 

grains, presumably stored for future use during pollen germination and pollen tube growth as BGAL 

activities were detected in growing pollen tubes [217]. In rice, 6 isoforms of putative BGALs were 

detected by proteomic [143]. Finally, it was also suggested that BGALs might also be required for 

PME activity [218,219]. Transcriptomic data showed very strong pollen specific expression profile of 

one β-xylosidase gene in mature dry pollen grains [199], and in in vitro and semi-in vivo grown pollen 

tubes. The exact substrate of this enzyme is not known but it may degrade several cell wall polymers 

such as xylan, xylogalacturonan and possibly N-linked glycoproteins. All the other putative 

xylosidases (12 genes that belong to the families GH3 and GH31) are only expressed in the pistil 

(Table 6). In addition, transcriptomic data do not show a strong expression of arabinofuranosidase 
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genes in the pollen (Table 6). This is somehow surprising considering that Ara is one of the main 

carbohydrates present in the cell wall of A. thaliana pollen tubes [25]. It may suggest that the Ara 

containing polymers are not remodeled and/or that arabinofuranosidases originate from the female 

tissues (Table 6). The pattern of expression of α-xylosidase genes (GH31) is close to the one found for 

the arabinofuranosidase genes. α-xylosidase genes are not strongly expressed in dry pollen grains or 

pollen tubes. However, two α-xylosidase genes are expressed in the pistil (Table 6). Analyses of the A. 

thaliana Atxyl1 mutants show reduced α-xylosidase activity, altered XyG composition and shorter 

siliques compared to the wild type. Moreover pAtxyl1::GUS expression is strong in the style [220]. It 

suggests that AtXYL1 may remodel the XyG of pollen tubes. However, it is difficult to directly 

implicate this α-xylosidase activity in pollen tube growth as seed production was apparently not affected. 

By comparing the proteome of rice pollen grains and pollen tubes, Dai et al. [191] showed that 

several proteins involved in the cell wall biosynthesis and remodeling are either up- or down-regulated. 

Several RGP, PME, PG and EXPB isoforms are up-regulated upon pollen germination whereas others 

PGs, xylanases and EXPBs are down-regulated indicating that several proteins are dedicated to pollen 

germination and others to pollen tube growth. The authors suggested that the down-regulated proteins 

in the pollen tube may result from their release into the culture medium. In the in vivo context, the 

release of these proteins in the pistil tissues may facilitate the pollen tube growth. Finally, glycosylated 

and/or phosphorylated proteins were detected and contributed to the generation of new isoforms [191]. 

The activity of enzymes is commonly regulated by phosphorylation, glycosylation and/or interaction 

with specific inhibitors but more studies are required to assess the fine tuning and the exact function of 

these posttranslational modifications in pollen tube growth [191]. 

5. Mechanical Properties of the Cell Wall Network during Pollen Tube Growth 

In recent years, A. Geitmann’s lab has studied the mechanical properties of pollen tubes using 

micro-indentation and finite element technique [63]. In A. thaliana, lily and S. chacoense, it is 

observed that the tip region is elastic and the shank of the tube is rigid [26,53]. The modification of the 

cell wall mechanical properties using exogenous and moderate pectinase concentrations promotes 

pollen tube growth and the overall stiffness of the pollen tube decreased in both the apical and distal 

regions [53] suggesting that pectins are important components in respect to the cell wall mechanics [63]. 

As expected, an increase of the pectinase concentrations results at first by in apical swelling and 

ultimately bursting of the pollen tube. By contrast, PME treatments of pollen tubes increase the cellular 

stiffness at the apex and reduce the visco-elasticity. It reveals that the gradient from methylesterified 

(in the hemisphere-shape tip) to de-methylesterified (in the cylindrical shank) HG increases the cell 

wall rigidity [30] by promoting calcium cross-links with the negatively charged carboxylic groups of 

HG. This was also observed by Rounds et al. [45] using PI on pollen tubes treated with PME. A 

dramatic increase of the PI fluorescence at the apex of treated pollen tubes was detected due to an 

increase of demethylesterified HG. The authors suggested that PI interacted with demethylesterified 

HG by competing with calcium. 

Despite its low abundance, cellulose plays an important role in stabilizing the pollen tube tip wall 

especially in the transition zone between the tip and the shank [13]. Cellulose microfibrils display an 

oblique orientation along the pollen tube wall in Pinus [27] whereas a more longitudinal orientation is 
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observed in Lilium, S. chacoense and A. thaliana suggesting that cellulose microfibrils are not the main 

stress bearing component against turgor pressure [26,195,221]. However, cellulose is of main 

importance in the mechanical stabilization of the tip region. Cellulase treatments or inhibition of 

cellulose crystal formation with drugs resulted in larger pollen tube diameters and promoted tip 

swelling and eventually bursting [195] as observed with the cellulose synthase mutants. Similar 

phenotypes were observed on Petunia and lily pollen tubes treated with 2,6-dichlorobenzonitrile 

(DCB), a cellulose biosynthesis inhibitor [222] or on conifer pollen tubes treated with isoxaben [56]. 

Recently, Derksen et al. [54] have shown that the cell wall structure of tobacco pollen tubes is 

organized both at the tip and back from the tip of 40–50 nm spaced lattice of continuous fibers that will 

allow intake of substantial size molecules from the surroundings. 

In planta, XyGs are known to interact by hydrogen bounding with cellulose microfibrils but no 

information is available in pollen tubes. O-acetyl groups and the fucose residues of XyG do not seem 

to play a major role in the interaction with cellulose. In vitro experiments have shown that acetylated 

or de-acetylated XyG can cross-link similarly cellulose microfibrils [223]. In contrast, the presence of 

galactosyl residues appeared to be important in promoting the interaction with cellulose. XyG lacking 

Gal residues self-associated and did not interacted with cellulose [223]. Moreover, A. thaliana mutants 

with XyG lacking xylosyl and galactosyl residues showed a reduction of the tensile strength [224] and 

abnormal bulging in root hairs, possibly due to impaired cellulose-XyG assembly [225,226]. All 

together, these data suggests that the high levels of fucosylation and O-acetylation in the A. thaliana 

pollen tube XyG and perhaps in other species may prevent a strong interaction with cellulose 

microfibrils at the tip, promoting the fast growth of the pollen tube. Moreover, the high level of  

O-acetylation in XyG pollen tubes may also modulate the interaction between cell wall polymers 

and/or hinder enzymatic degradation [227] perhaps from enzymes originating from the pistil. Very 

recently, in root hairs of A. thaliana, a new branching pattern of XyG was characterized with GalA 

residues instead of Gal [228]. This motif was not detected in A. thaliana pollen tubes but it indicates 

clearly that tip-polarized cells can have specific XyG compositions to modulate the interaction with 

cellulose microfibrils and promote fast growth. 

The amorphous callose is also important in the mechanical properties of the pollen tube cell wall. 

Treatments of pollen tubes with lyticase, an enzyme able to degrade callose, increase the diameter of 

the pollen tube, reduce the cellular stiffness and increase the cellular viscoelasticity in the distal part of 

S. chacoense pollen tubes suggesting that the callose wall may function in resistance to compression 

and/or tension stresses [53]. Using a combination of PME, pectinase and lyticase on fixed pollen tubes, 

Chebli et al. [26] suggested that cellulose and pectin are closely linked in the tip region of A. thaliana 

pollen tubes as demonstrated in the A. thaliana primary cell wall [229] and in the shank of the tube, a 

tight network of cellulose and callose is formed. Recently, using cellular force microscopy on lily 

pollen tubes, Vogler et al. [230] revealed also that the apparent stiffness of the pollen tube was lower 

at the tip than in the shank. However, they suggested that these differences are not originating from the 

distribution of the cell wall polymers or the thickness of the cell wall but solely due to the geometry of 

the pollen tube. 
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6. Conclusions 

Over the last 25 years, the use of in vitro systems has been very valuable and a lot of information 

was collected concerning the distribution of the cell wall polymers in many species, but mostly 

focused on HG, callose, cellulose and arabinogalactan-proteins. In A. thaliana, functional genomics 

approaches have allowed the characterization of several genes implicated in the biosynthesis of pollen 

tube cell wall polysaccharides (mostly callose and cellulose). However, considering the large number 

of genes necessary to synthesize pectin, very few of them have been functionally characterized (several 

in the RG-II biosynthesis) and so far, none involved in the synthesis of XyG. Similarly, very few 

pollen genes involved in the remodeling of the pollen tube cell wall have been experimentally 

characterized. In addition, in the in vitro studies of pollen mutants, it is sometimes difficult to compare 

the data due to the use of different culture media and conditions, which may enhance or reduce the 

observed phenotypes. In many cases, a mutation completely inhibits pollen germination thus 

preventing the investigation of functional studies during pollen tube growth. Moreover, very little 

information is available on ―non model‖ pollen tube species especially in gymnosperms and monocots. 

However, in recent years, the number of sequenced genomes from evolutionary divergent species has 

increased and will probably provide important information in the search of orthologous genes as it was 

done with CALLOSE SYNTHASE5. The development of new probes targeting the cell wall components 

and the improvement of the technology have also allowed more detailed studies on the cell wall 

biochemistry and the mechanic of the pollen tube cell wall. Finally, to increase the complexity of the 

system during their journey pollen tubes travel in the female tissues where additional cell wall 

interactions, cross-linking, modification, degradation and recycling can occur (Figure 4). The 

challenge will be to integrate all the parameters from protein signaling and trafficking to cell wall 

deposition and remodeling in the in vivo context in response to extracellular cues. Solving this 

complex network of information will unravel the secret of pollen tube tip expansion and guidance. 

Figure 4. Model presenting the deposition of the main polysaccharides composing the 

pollen tube cell wall and its possible remodeling with proteins originating from the pollen 

tube or the pistil. () Callose and cellulose synthases as well as XyG and pectin (HG,  

RG-I and RG-II) are carried within Golgi-derived vesicles. HG is synthesized in a highly 

methylesterified form and may or not be transported together with PME/PMEI complexes. 

() The vesicles are directed to the plasma membrane in the sub-apical zone of the pollen 

tube tip where they fuse and release their contents (polysaccharides and/or remodeling 

proteins) in the cell wall. XyG is released under its final fucosylated form. Callose and 

cellulose synthases stay embedded in the membrane whereas PME/PMEI complexes and 

the other cell wall remodeling enzymes are released in the apoplast (). () XyG and 

cellulose microfibrils probably interact loosely in the pollen tube tip and/or XTHs and 

expansins may facilitate the loosening process. It is not known if the RG-II borate dimer is 

synthesized in the Golgi and secreted under its final form or formed in the cell wall with 

exogenous boron coming from the culture medium or the pistil. () PMEs are activated 

after their separations from PMEIs. PMEs are demethylesterifying the HG that promote the 

fixation of calcium ions between several parallel HG chains, thus reinforcing the cell wall 
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rigidity. PMEs are hypothesized to remain in the apoplast in the shank of the pollen tube. 

PMEIs may be degraded by proteases or recycled by endocytosis (). Similarly, it is 

hypothesized that the excess of cellulose and callose synthases may eventually be recycled 

by endocytosis. Similarly, cellulose microfibrils may also be endocytosed suggesting the 

action of cellulases. () Comparable process might be observed with the degradation of 

callose with β-glucanases. The main class of enzymes (cellulases, β-glucanases, PLLs, 

PGs, PMEs, BGALs, α-xylosidases and α-arabinosidases, expansins and XTHs) possibly 

implicated in the remodeling and/or degradation of the pollen tube cell wall are presented. 

Numbers below the proteins correspond to the number of genes highly expressed in the 

pistil (♀ ) and the pollen tube (♂ ) of A. thaliana. BGALs, β-galactosidases; PGs, 

polygalacturonases; PLLs, pectate lyases-like; PMEs, pectin methylesterases; PMEIs, 

pectin methylesterase inhibitors; RG-I, rhamnogalacturonan-I; RG-II, rhamnogalacturonan-

II; XTHs, xyloglucan endo-transglucosylase hydrolases; XyG, xyloglucan. Objects are not 

drawn to scale. 
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Abstract Pectins are major components of primary cell

wall that play a crucial role in plant development. After

biosynthesis, pectins are secreted in the cell wall by Golgi-

derived vesicles under a highly methylesterified form and

are de-methylesterified by pectin methylesterases (PME). It

is hypothesized that PME might be regulated by pectin

methylesterase inhibitor (PMEI). In this paper, we show by

isoelectric focalisation and subsequent zymogram that kiwi

PMEI was able to inhibit Arabidopsis PME activity by

forming a complex. The complexes were stable under a

wide range of ionic strength and pH. Moreover, PMEI

might be able to form a complex with basic PMEs

including three PMEs strongly expressed in root and four

PMEs expressed in pollen grains. Finally, exogenous

treatment with kiwi PMEI was able to reduce the activity of

cell wall resident PMEs with persistent effects such as an

increase of the root growth and a dramatic effect on pollen

tube stability.

Keywords Pectin � Pectin methylesterase � Pectin

methylesterase inhibitor � Pollen � Root growth �
Arabidopsis

Abbreviations

HG Homogalacturonan

IEF Isoelectric focalisation

PME Pectin methylesterase

PMEI Pectin methylesterase inhibitor

RG-I Rhamnogalacturonan-I

RG-II Rhamnogalacturonan-II

Introduction

Pectins are major components of the primary cell wall in

eudicot species. Pectins are complex polysaccharides

consisting of homogalacturonan (HG), rhamnogalacturo-

nan-I (RG-I), rhamnogalacturonan-II (RG-II), and xyloga-

lacturonan (Vincken et al. 2003; Fry 2011). HG is a

polymer consisting of repeating units of (1,4)-a-D-GalA

that is synthesized in the Golgi apparatus and deposited in

the cell wall in a highly methylesterified form. De-

methylesterification of HGs is catalyzed in the cell wall by

a large family of enzymes called pectin methylesterases

(PME, E.C.3.1.1.11; CAZy group CE8) releasing in the

process methanol and protons (Moustacas et al. 1991).

Active PME may work in two different ways: (1) Upon
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block-wise action : the blocks of de-methylesterified HG

can interact with Ca2? promoting the formation of the so-

called ‘egg-box’ structure, thereby affecting the apoplastic

pH and the mechanical and biochemical properties of the

cell wall; (2) upon random de-methylesterified action on

HG: this action pattern does not permit the interaction with

Ca2? but HG may then become the target for pectin-

degrading enzymes, such as polygalacturonases, affecting

the texture and rigidity of the cell wall (Micheli 2001).

Thus, PMEs play major roles in the remodelling of pectins

in muro (Pelloux et al. 2007). The degree of pectin

methylesterification is implicated in the control of the cell

wall physical properties during elongation in pollen tubes

(Parre and Geitmann 2005; Jiang et al. 2005; Tian et al.

2006) and during the hypocotyl growth (Derbyshire et al.

2007; Pelletier et al. 2010). PMEs have also been involved

in cambial cell differentiation and determination of fibre

length in trees (Micheli et al. 2000; Siedlecka et al. 2008),

microsporogenesis (Lacoux et al. 2003; Francis et al.

2006), fruit maturation (Eriksson et al. 2004; Deytieux-

Belleau et al. 2008) and organ initiation (Peaucelle et al.

2011). Moreover, numerous studies have shown that PMEs

are implicated in plant defence (Lionetti et al. 2007; Osorio

et al. 2008, 2011).

The Arabidopsis genome contains 66 putative PMEs.

A part of these PMEs are called pre-pro-proteins, in

which the mature active part of the protein (PME domain)

is preceded by an N-terminal extension region (PRO

region) showing similarities with PME inhibitors (PMEI;

Micheli 2001). Based on the presence or absence of this

PMEI domain, PME have been classified in two groups:

group 1, PMEs that do not have a PMEI domain and

group 2, PMEs that contain from 1 to 3 PMEI domains

(Tian et al. 2006). It is generally hypothesized that the

PRO region is cleaved during the maturation of PMEs.

Consequently, PMEs lacking this PRO region (MW

comprised between 30 and 40 kDa) are expected to be

found in the cell wall (Micheli 2001). Wolf et al. (2009)

have shown that the PRO region of the group 2 PMEs

regulated the release of the mature PME from the Golgi

apparatus. The PRO region may also play an auto-

inhibitory role during maturation, in order to inactivate

the PME that are carried together with HG in the secre-

tory vesicles (Bosch et al. 2005).

In addition to the possible auto-inhibitory function of the

PRO regions, specific PMEIs have been identified and

purified from kiwi fruit flesh (Camardella et al. 2000) or by

using heterologous system (Wolf et al. 2003; Lionetti et al.

2007). These proteins are able to inhibit in vitro PME

activities (Wolf et al. 2003; Raiola et al. 2004). Overex-

pressed PMEI-1 and PMEI-2 from Arabidopsis pollen can

form in vivo stable complexes with two apoplastic PMEs

when targeted in cell-wall from 6-week Arabidopsis plants

(Lionetti et al. 2007). In tomato fruit, a complex between

one isoform of fruit PME and one isoform of fruit PMEI

has been purified and characterized (Reca et al. 2012).

PMEIs belong to a very large family representing up to

74 genes in Arabidopsis. Because of the strong similarity

between PMEI and invertase inhibitors, most of these

genes are putative PMEIs. Even if the role of PMEIs during

plant development is poorly documented, the implication

of PMEIs in the control of the cell shape and cell wall

plasticity during cell elongation has been studied during the

emergence of primordia in the shoot apical meristem

(Peaucelle et al. 2008) and during pollen grain germination

and pollen tube growth (Zhang et al. 2010; Woriedh et al.

2013). Pollen tubes, a single cell with a fast polarized tip

growth and a massive cell wall secretion, represent a good

model to understand the molecular mechanism related to

cell wall biosynthesis and remodelling. In Platanus aceri-

folia pollen grains, the PMEI related protein Pla a1 was

involved in pollen grain germination (Suarez-Cervera et al.

2005). It was shown that the PME isoform AtPPME1 and

the PMEI isoform AtPMEI2, both specifically expressed in

Arabidopsis pollen, physically interact, and that AtPMEI2

was able to inactivate AtPPME1 in vitro (Röckel et al.

2008). Moreover, suppression of the expression of a PMEI

specifically expressed in Arabidopsis pollen tubes led to a

partial male sterility due to an abnormal pollen tube growth

(Zhang et al. 2010).

To gain further insight regarding the interaction

between PME and PMEI, we chose to investigate whether

PMEI from kiwi fruit (Balestrieri et al. 1990) was able to

inhibit or modulate the activity of Arabidopsis PME

in vitro and after exogenous addition. Kiwi PMEI offers

the great advantage both to be easy to purify in an

appreciable quantity and to inhibit several PMEs from

different species in vitro. Moreover, no study has shown

to our knowledge any specificity of complex formation

between isoforms of PMEs and PMEIs in Arabidopsis.

Here, we provide evidence that purified PMEI from kiwi

fruit was able to interact with Arabidopsis PMEs with

basic pI, therefore reducing the total PME activity

in vitro. Bioinformatic analyses showed that seven basic

PMEs contained the amino acids required for the kiwi

fruit PMEI binding. Three of these proteins were found to

be expressed in the elongation zone of the root and four

in pollen grains. Thus, we studied whether this inhibitor

was able to disturb the Arabidopsis root growth and

pollen germination. The data show that exogenous treat-

ments with purified kiwi PMEI enhanced root elongation

and altered dramatically the resistance of the cell wall in

the pollen tube tip region by inducing in a dose-dependent

manner pollen tube burst.
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Materials and methods

Plant growth

Arabidopsis thaliana (ecoptype Columbia) was grown on

sterilized soil in a growth chamber with a light period of

16 h and dark period of 8 h at 200 lmol m-2 s-1 with a

day/night temperature cycle of 20/16 �C with daily

watering. Arabidopsis pollen grains were collected from

freshly opened flowers as described by Dardelle et al.

(2010).

Protein extraction and quantification

Kiwi PMEI (AcPMEI, accession number P83326) was

purified according to Balestrieri et al. (1990), and adapted

by Dedeurwaerder et al. (2009). The degree of purity of

kiwi PMEI was evaluated by electrophoresis (Fig. S1).

Two major bands (arrows) of Mw 19,000 and 17,000

correspond to kiwi PMEI as confirmed by MALDI-ion

Trap MS/MS analysis. The weak upper band about Mw

26,000 has failed to be characterized. Arabidopsis proteins

were extracted by grinding the whole 4 week-old plants in

20 mM sodium phosphate buffer, pH 7.5, with 0.2 % (w/v)

PVPP (PolyVinylPolyPyrrolidone) and 0.01 % (w/v)

Tween 20 and 1 tablet of protease inhibitor cocktail

(Roche) for 3 h at 4 �C. Cellular fragments were discarded

by centrifugation at 10,000g for 30 min. The crude protein

extract was concentrated by ultrafiltration on Amicon

PM10 membranes (Millipore) in water or in 20 mM

sodium phosphate buffer, pH 7.5, depending on the

experiments. Proteins were quantified by the micromethod

of Bradford (Bradford 1976), with the Biorad kit and

bovine serum albumin as a standard.

PME activity assay

PME activity was measured using the alcool oxydase

method according to Klavons and Bennett (1986). One IU

of PME activity induces the production of 1 lmol of

methanol per min. Orange peel PME (Sigma) was solubi-

lised in water, ultra-filtered on Amicon PM10 membranes

and assayed for protein content and PME activity. The

effect of kiwi PMEI on PME activity (orange peel and

Arabidopsis proteins) was carried out by incubating with

increasing concentrations of kiwi PMEI for 30 min at

25 �C in 40 lL prior to the measurement of the PME

activity. The assay without addition of the PMEI was

referred as 100 % activity. To determine the effects of

NaCl and pH on the degree of inhibition of the kiwi PMEI

on PME, the 100 % activity was evaluated by pre-incu-

bation of the PME with the corresponding NaCl concen-

tration or pH value without addition of PMEI. The different

pHs were adjusted with 0.1 M citrate buffer (pH 5.5),

0.1 M phosphate buffer (pH 6.6 and 7.6) and 0.1 M Tris–

HCl buffer (pH 8.6 and 9.8). Data are means of 3–6

independent replicates.

Electrophoresis and western-blot

Isoelectric focalisation (IEF) was performed on ultrathin

polyacrylamide slab gels (0.3 mm) with 3.5–10.0 pH range

(Pharmalytes) in 5 % acrylamide according to the manu-

facturer’s procedure with a Multiphor II system (LKB-

Pharmacia). The pH gradient was measured with a contact

electrode (pH Inlab 426, VWR International), along a

central gel strip. Samples (20 lL) were loaded at the

anodic side with an applicator. After electrophoresis, gels

were washed for 15–30 min in 20 mM Tris–HCl pH 8.5,

5 mM EDTA. The gels were then submitted to protein

fixation for 60 min in 10 % (v/v) acetic acid, 20 % (v/v)

ethanol before Coomassie R-250 or silver (Blum et al.

1987) staining. The dark background observed with silver

staining could be due to interactions between proteins and

ampholytes.

Western blots were carried out after passive diffusion.

Briefly, gels were washed and covered with a 0.2 lm

PVDF membrane (Bio-Rad) and 8 Watman-1 M sheets

imbibed with water. Sandwiches were maintained by

pressing with a heavy glass plate and allowed to transfer

overnight at 4 �C. Blots were incubated for 10 min in 10 %

(v/v) acetic acid, 20 % (v/v) ethanol. After four washes in

water, blots were treated for 2 h with the specific flax anti

PME3 antibody (dilution 1/200; Guénin et al. 2011) and for

1 h with peroxidase-labelled goat anti-rabbit conjugate (1/

3,000; Sigma, Saint-Quentin-Fallavier, France), adapted

from Towbin et al. (1979). Immunolabelling was visual-

ized with 4-chloro-1-naphtol (Sigma) as a substrate.

PME zymogram

After isoelectric focalisation, gels were washed for

15–30 min in 20 mM Tris–HCl pH 8.5, 5 mM EDTA.

Activity of PME was monitored in gel (zymogram) by

using a sandwich of 1 % (w/v) citrus pectin with a degree

of methylesterification of 85 % (Sigma)—1 % (w/v) agar

according to Bertheau et al. (1984). The sandwich was

incubated for 1 h at 25 �C and the de-methylated pectins

resulting from PME activities were precipitated with 0.1 M

malic acid and stained by 0.02 % (w/v) ruthenium red.

Sequence alignments

PME catalytic domain sequences were aligned using

ClustalW (Thomson et al. 1994) with the following
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parameters: PAM protein weight matrix, pairwise gap

opening/extension penalties of 10/0.1, and multiple align-

ment gap opening/extension penalties of 10/0.05.

External application of kiwi PMEI on Arabidopsis roots

The effect of PMEI on root elongation was performed on

roots of 10-days old seedlings. After sterilization and

stratification of the seeds, the plates were maintained

vertically for 10 days in a growth chamber with a light

period of 16 h (200 lmol m-2 s-1) and dark period of

8 h. Day/night cycles were at 20 and 16 �C, respectively.

Kiwi PMEI or boiled kiwi PMEI (30 min at 100 �C)

were mixed with 10 lL of lukewarm agarose (52 lM

final concentration), and applied 1 mm away from the

root tips. The growth of at least 40 roots was evaluated

for the two conditions by measuring the length of the

roots after 0, 2, 6 and 10 days of treatment. The results

are the mean ± standard error of three independent

experiments.

External application of kiwi PMEI during pollen grain

germination

Pollen grains were collected by submerging forty freshly

opened flowers in the liquid germination medium described

by Boavida and McCormick (2007). After a brief agitation

to release the pollen grains from the anthers, the flowers

were removed with tweezers and the pollen grains were

concentrated by centrifugation. Pollen grains were sus-

pended in 720 lL of germination medium and 90 lL were

transferred in a well of 96-well plate corresponding to the

density of pollen grains from five flowers. 10 lL of water

or kiwi PMEI (4, 10 and 20 lM) were added to the ger-

mination medium. Pollen grains and pollen tubes were

grown in the dark at 22 �C without any agitation for 6 h

(Dardelle et al. 2010). Samples were observed under

bright-field with a Leica DLMB microscope equipped with

a Leica DFC300FX camera. Pollen tube length, the rates of

pollen germination and pollen tube burst were measured

using ImageJ (Abramoff et al. 2004).

Fig. 1 Inhibition of PME by increasing concentrations of kiwi PMEI.

PME activity was determined after IEF separation followed by

zymogram (a, b) or after enzymatic assay (c, d) using PME either

from orange peel (a, c) or from Arabidopsis proteins (b, d). Orange

peel PME (1.8 lg/1.125 lM) and Arabidopsis proteins (14 lg) were

pre-incubated in a volume of 40 lL for 30 min at 25 �C with

increasing concentrations of kiwi PMEI and analysed with the two

methods. Arrows indicate the two detected isoforms for the orange

peel PME (a). PME activity was determined by the alcohol oxidase

assay with (c) PME from orange peel and (d) PME from Arabidopsis

proteins. Values are the mean of 4–6 independent experiments
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Statistical analysis

Data were analyzed by the Student t test for statistical

significance by ANOVA (P \ 0.05) using QuickCalc

(GraphPad Inc.) or Statistica (StatSoft Inc.) softwares.

Results

Orange and Arabidopsis PME activities are inhibited

by kiwi PMEI

Zymogram was carried out for studying inhibition of PME

from Arabidopsis by kiwi PMEI. As a control, the inhibi-

tion assay was also carried out on orange peel PME, a

commercially available esterase. After isoelectrofocusing

(IEF) and zymogram, orange peel PME showed two dis-

tinct bands with a pI close to 8.5 without addition of PMEI

(Fig. 1a). In Arabidopsis protein extract, at least six bands

with a basic pI corresponding to the different active PME

isoforms were detected (Fig. 1b). These bands may corre-

spond to six isoforms of PME from group 2 with a basic pI

(Table 1). Among them, one of the isoforms can be

attributed to the activity of AtPME3 (At3g14310) with a pI

of 9.6 (Guénin et al. 2011). When commercial orange peel

PME (Fig. 1a–c) and Arabidopsis proteins (Fig. 2b, d)

were incubated with increasing concentrations of purified

kiwi PMEI, a gradual reduction of PME activity was

observed in a PMEI dose-dependent way as shown by both

the decrease of the ruthenium red staining intensity of the

de-methylesterified HG in the zymogram (Fig. 1a, b) and

the decrease of methanol released from the methylesterifed

HG substrate (Fig. 1c, d).

Basic PME and kiwi PMEI can form a detectable

complex on gel

Staining of IEF of kiwi PMEI with silver (Fig. 2b) and

Coomassie blue (Fig. 2g) revealed a major band in the

acidic region around pH 3.7. Some other bands were vis-

ible in the middle of track b. However, their importance

was reinforced because of the sensitivity of the silver

staining. These bands were under the detection limit of the

Coomassie staining where the purification degree of kiwi

PMEI appeared rather correct (Fig. 2g). As previously

shown, Arabidopsis protein extracts showed at least six

bands on zymogram (Fig. 2a) corresponding to some of the

basic form of PME listed in the Table 1. Silver staining

presented here (Fig. 2b–d) has been developed until

appearance of proteins in the basic area where PME

activity migrated. It mainly shows a band at pI 9.6, cor-

responding to AtPME3 (Guénin et al. 2011). Other basic

PMEs were in too low amount to be revealed by silver or

Coomassie staining (Fig. 2c, h). After pre-incubation with

kiwi PMEI the basic PMEs were not detected with silver

staining (Fig. 2d). In contrast, a new band in the neutral

region of the pH gradient (pI 6.2) appeared (Fig. 2f, i).

That band with a pI of 6.2, visible when PME activity was

completely lost, corresponded probably to the complex

formed between the basic PMEs, among them PME3, and

the acidic kiwi PMEI.

Inhibition of Arabidopsis PME by kiwi PMEI is weakly

affected by NaCl and pH

The condition to obtain an inhibition of 30 % of Arabi-

dopsis PME by kiwi PMEI was established by pre-incu-

bating at pH 7.6 an Arabidopsis protein extract containing

20 9 10-3 IU of PME activity with 0.16 lg (0.25 lM) of

kiwi PMEI. Then, the same experiment was carried out with

increasing concentrations of NaCl from 0 to 2 M (Fig. 3a)

and a range of pH between 5.5 and 9.8 (Fig. 3b). Only weak

modifications of the inhibition of the Arabidopsis PME by

Table 1 pI values of the catalytic domain of the basic PME from

group2 of Arabidopsis

PME Locus pI of the catalytic domain

AtPME2 At1g53830 8.9

AtPME3 At3g14310 9.6

AtPME6 At1g23200 9.4

AtPME13 At2g26450 8.9

AtPME16 At2g43050 9.6

AtPME18 At1g11580 9.2

AtPME19 At1g11590 9.0

AtPME21 At3g05610 8.5

AtPME23 At3g06830 9.2

AtPME24 At3g10710 9.8

AtPME26 At3g14300 9.3

AtPME28 At5g27870 7.8

AtPME30 At3g27980 9.8

AtPME34 At3g49220 9.5

AtPME35 At3g59010 9.2

AtPME36 At3g60730 9.2

AtPME37 At3g62170 9.4

AtPME39 At4g02300 9.0

AtPME44 At4g33220 9.2

AtPME45 At4g33230 9.3

AtPME46 At5g04960 9.3

AtPME58 At5g49180 9.3

AtPME61 At5g53370 9.2

Proteins are named according to Magrane and the UniProt consortium

(2011). pI has been calculated using the Compute pI/Mw tool

(Bjellqvist et al. 1993; Gasteiger et al. 2005) available on the ExPASy

Resource Portal (http://www.expasy.org/)
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the kiwi PMEI were observed. This inhibition ranged

between 30 and 45 % with NaCl, and between 20 and 30 %

in the range of pH tested, suggesting that the probable

formation of a complex between basic PMEs and kiwi

PMEI was only slightly affected in all the conditions and

that this complex was particularly stable in vitro.

Expression pattern of the basic PME from group 2

in Arabidopsis

The expression profile of the basic PME from group 2 was

studied using the Genevestigator microarray database

(Zimmermann et al. 2004). The cluster heat map generated

by Genevestigator was confronted to the main publications

depicting the expression of PMEs in pollen (Qin et al.

2009), root (Brady et al. 2007) and during silique devel-

opment (Louvet et al. 2006). Generated data were totally

similar to those found in the literature cited above. Figure 4

summarized the expression patterns with a focus on inflo-

rescence and root tissues. Among the 23 basic PMEs from

group 2, 17 are expressed in vegetative tissues and six of

them are specifically expressed in pollen (AtPME13, 21,

23, 28, 37 and 45). Six basic PMEs from group 2 are

ubiquitously expressed in all the vegetative tissues of

Arabidopsis (AtPME 3, 18, 34, 35, 44 and 61) with a strong

expression in root for PME 3 and 18 (Fig. 4). Four PMEs

are mainly expressed in root tissues (AtPME 2, 16, 24 and

46) whereas the seven others are mainly expressed in seed

or during silique development (AtPME 6, 19, 26, 30, 36, 39

and 58).

Which basic PME can structurally interact with kiwi

PMEI?

The interaction of the tomato PME (PME1; accession

number P14280), ortholog of AtPME3, and kiwi PMEI was

studied by crystallography and the amino acids implicated

in the formation of the complex PME-PMEI have been

determined (Di Matteo et al. 2005) and are highlighted in

black in Fig. 5. In order to assess which of the basic PMEs

from group 2 were able to form a complex with the PMEI

from kiwi fruit, the 23 sequences of the PME catalytic

domain of the basic PMEs and the orange peel PME were

aligned with the catalytic domain of the tomato PME. The

results are presented in the Fig. 5 for vegetative and pollen

PMEs, respectively. It is worth to note that none of the

Fig. 2 Evidence of Arabidopsis PME-kiwi PMEI complex formation

from IEF. a Zymogram of Arabidopsis proteins containing 15 9 10-3

IU of PME activity stained with ruthenium red. b–d Silver and g–

i coomassie blue staining of IEF of b, g 16 lM kiwi PMEI, c,

h arabidopsis proteins containing 15 9 10-3 IU of PME activity and

d, i pre-incubated Arabidopsis proteins containing 15 9 10-3 IU of

PME activity in a volume of 40 lL with 16 lM of kiwi PMEI for

30 min at 25 �C. e, f AtPME3 detection by Western blot of IEF with

the flax anti-AtPME3 antibody in e Arabidopsis proteins containing

15 9 10-3 IU of PME and f pre-incubated Arabidopsis proteins

containing 15 9 10-3 IU of PME activity in a volume of 40 lL with

16 lM of kiwi PMEI for 30 min at 25 �C. Interesting protein bands

are highlighted with arrows
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basic PMEs from the group 1 contained the amino acids

required for the interaction with the kiwi fruit PMEI (not

shown).

Among the 17 basic PMEs from group 2 mainly

expressed in vegetative tissues, three PMEs showed a

strong homology with the tomato and orange peel PMEs

(Fig. 5). Alignments between the tomato and orange peel

PMEs and AtPME3, AtPME2, AtPME18 showed that all

the amino acids implicated in the contact and interaction

between the tomato PME and kiwi PMEI are conserved in

orange peel PME, AtPME3 and AtPME2 excepted for

Ala192 and Gly296. Interestingly, PME 2, 3 and 18 are

strongly expressed in the root and particularly in the

elongation zone (Fig. 5).

Four out of the six basic PMEs expressed in pollen

showed a strong similarity with the tomato PME (Fig. 5).

AtPME21 and AtPME28 contained identical or similar

amino acids at the binding sites with the PMEI, excepted

for Arg50 for AtPME28. The two other pollen PMEs, At-

PME13 and 45 had also conserved the main binding sites

except for Thr78, Arg81, Val88 and Asn190 (Fig. 5).

Effect of exogenous treatment with kiwi PMEI

on the germination of Arabidopsis pollen grains

Arabidopsis pollen grains were placed in a liquid germi-

nation medium supplemented with PMEI from kiwi fruit.

In control conditions, 63.0 ± 3.9 % of the pollen grains

were germinated after 6 h of culture and 10.0 ± 7.1 % of

the tubes had burst. When pollen grains were placed in

increasing concentrations of PMEI, the percentages of

burst tubes increased gradually and reached 85.0 ± 1.7 %

at a concentration of 20 lM of PMEI (Fig. 6).

Effect of exogenous treatment with kiwi PMEI on root

growth

Effect of exogenous kiwi PMEI treatment was further

investigated on the root growth of 10-days old plants. Heat-

inactivated or native kiwi PMEI were deposited at the root

tip and seedlings were allowed to grow for 10 days. The

length of the growing root sections between two mea-

surements is presented in Fig. 7. The effect of PMEI

treatment on the root length was not significant during the

first 2 days and started to be significant between 2 and

6 days. Between 6 and 10 days, the effect was more

important and showed that the root grew faster,

28.5 ± 6.2 % increases compared to the control. The effect

of PMEI appeared amplified with time. No detectable

effect was visible concerning hypocotyl length, rosette

appearance, leaves number, size or shape (Fig. 7).

Discussion

The present study aimed to investigate the inhibition of

Arabidopsis PME with kiwi PMEI and the resulting effects

on root growth and pollen germination. PME inhibition by

PMEI has been mainly studied by enzymatic assays

(Balestrieri et al. 1990) and by crystallography (Di Matteo

et al. 2005). Additional data were reported in Arabidopsis

by modifying the level of expression of PMEI (Lionetti

et al. 2007; Röckel et al. 2008; Zhang et al. 2010; Peaucelle

et al. 2008). Our data showed that zymogram is particularly

adapted to study the interactions between PME and PMEI

in a complex system of isoforms. To our knowledge, only

two studies have used the zymogram method for the PME

Fig. 3 Stability of Arabidopsis PME-kiwi PMEI complex treated

with increasing a concentrations of NaCl and b pH values. Values are

expressed as % compared to 100 % PME activity obtained without

the addition of kiwi PMEI in the corresponding NaCl and pH

conditions. Arabidopsis proteins containing 20 9 10-3 IU were pre-

incubated in a volume of 40 lL for 30 min at 25 �C with 0.25 lM of

kiwi PMEI in the conditions of NaCl and pH. In standard conditions,

the inhibition of 20 9 10-3 IU of Arabidopsis PME activity with

0.25 lM of kiwi PMEI was 35 %. Values are the means of at least

three independent experiments

Plant Growth Regul

123



characterization in Arabidopsis (Richard et al. 1994;

Guénin et al. 2011). At least 6 PME isoforms, including

AtPME3, (pI 9.6, MW 33,000), were reported in 4-days old

etiolated hypocotyls (Guénin et al. 2011) as observed in our

study with 4-weeks-old plants (Fig. 1c). After incubation

with the kiwi PMEI, a strong inhibition was revealed by the

gradual disappearance of the staining on the zymogram as

well as for the orange peel PME and the flax PME (data not

shown) or for Arabidopsis PMEs. The six main basic iso-

forms disappeared progressively and uniformly from the

profile in Arabidopsis after incubation with the PMEI

whereas a new band appeared at pI 6.2. It might correspond

to the complex formed between the basic PMEs (among

them the PME3) and the acidic kiwi PMEI. Bands of other

AtPME isoforms that disappear from the zymogram after

kiwi PMEI treatment indicate that other complexes, faintly

visible on the profile, were formed.

The inhibition between AtPMEs and kiwi PMEI is only

slightly affected by ionic strength or pH as observed for the

inhibition of the kiwi fruit PME by its inhibitor (Ciardiello

et al. 2007). The inhibition of AtPME activity by PMEI

was similar when proteins were pre-incubated in the stan-

dard condition than in 2 M NaCl medium. The optimum

conditions that promote the formation of the complex

between PME and PMEI were 0.1 M NaCl and pH 6.6.

Interestingly, these conditions are close to what is generally

found in the cell wall. When no NaCl was added to the

culture medium, apoplastic Na? concentration was esti-

mated to 80 mM in leaves of Sarcobatus vermiculatus, and

to 150 mM when 100 mM of NaCl was added to the

medium (James et al. 2006). Moreover, apoplastic pH was

reported to be comprised between 5.3 and 6.7 (Gao et al.

2004). In conclusion, our findings show that the complex is

stable in a large range of NaCl concentrations and pH

values in vitro. These properties prevent any complex

dissociation in ionic strength and pH conditions compatible

with physiological survival of the apoplast and thus of the

cell. If the separation of PME/PMEI complexes seems

impossible in muro without modification of one (or the

two) protein(s), what could be the role of such persistent

protein dimers in-muro?

The existence of a large number of PME and PMEI

isoforms in Arabidopsis, respectively 66 and 74 remains

unclear. A large number of isoforms are restricted to the

pollen development. Kiwi PMEI has an amino acid

sequence closely related to the pollen PMEI isoforms and

was able to inhibit the total PME activity present in

Arabidopsis extracts and notably the activity of AtPME3.

The predominant PME isoform in our extracts, AtPME3 is

the ortholog of the tomato PME that was co-crystallized

with kiwi PMEI in a previous study (Lionetti et al. 2007).

Fig. 4 Expression in root and

inflorescence of Arabidopsis

basic PMEs from group 2 by

Genevestigator AtPME relative

expression heat map obtained

with Genevestigator

(Zimmermann et al. 2004; Hruz

et al. 2008) was similar to the

transcriptomic data obtained for

roots (Brady et al. 2007) and

pollens (Qin et al. 2009)

Fig. 5 Sequence alignments of the tomato PMEI (Solanum), orange

peel PME (Citrus), three Arabidopsis PMEs expressed in the

elongation zone of the root and four Arabidopsis PMEs expressed

in pollen. The amino acids from the tomato PME implicated in the

interaction with kiwi PMEI are boxed (Di Matteo et al. 2005). Black,

dark grey, light grey and white boxes indicate identical, highly

similar, weakly similar and non similar amino acid, respectively.

Alignments were realised with ClustalW (Thomson et al. 1994) with

the sequences of the pectinesterase catalytic domain

c
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AtPME3 has high level of conservation for the amino acids

necessary to establish the contact and binding with the kiwi

PMEI and therefore to form the inhibiting complex.

Recent reports have documented links between cell

elongation and the degree of methylesterification (DM) of

pectins (Jiang et al. 2005; Derbyshire et al. 2007; Pelletier

et al. 2010; Peaucelle et al. 2008). The aim of our exper-

iments was to modulate PME activity by exogeneous

application of kiwi PMEI. Studies were carried out on key

development stages where elongation processes are par-

ticularly intensive. These treatments induced visible effects

on Arabidopsis root growth and pollen grain germination.

Treatments with exogenous PMEI on the apex of 10-day

old plants induced a noticeable increase of root growth rate

compared to the control. This finding indicates that PMEI

has diffused effectively in the root cell-wall matrix and

probably from cell to cell via the apoplast prior to trigger

growth modification. To date, no report has demonstrated

that PMEI might interact with membrane receptors to

induce forward growth effects. Most probably, new

inhibiting complexes have been formed between the dif-

fusing PMEI and the resident active PME in the cell wall.

Stretched shape, low MW and anionic charge of kiwi PMEI

are positive factors for such as diffusion. Subsequently,

local inhibition of the PMEs may maintain the DM of

pectin to higher levels resulting in an increase of cell wall

plasticity and therefore promoting growth (Pelletier et al.

2010). In fact, Arabidopsis transgenic plants over

expressing the AtPMEI-1 or AtPMEI-2 did not show any

obvious phenotype but a 20 % increase of root length

(Lionetti et al. 2007).

Fourteen PME among 66 are specifically expressed in

pollen grains and pollen tubes of Arabidopsis. The DM of

pectin in the pollen tube is often considered as a main

factor regulating pollen tube elongation (Lehner et al. 2010 ;

Mollet et al. 2013). Immunofluorescent labeling of partially

and highly methylesterified HG on Arabidopsis pollen

tubes showed a dominant localization of highly methy-

lesterified HG at the tip and more weakly methylesterified

HG back from the tip region (Dardelle et al. 2010; Chebli

et al. 2012). The apical methylesterified HGs are thought to

provide sufficient plasticity required for the fusion of

Golgi-derived vesicles and sustaining pollen tube growth.

On the other hand, de-methylesterified HGs can form ionic

bonds between the negatively charged carboxyl groups of

several HG and Ca2? ions forming a pectate gel that may

provide stiffness of the pollen tube cell wall (Geitmann and

Steer 2006). Therefore, the control of PME activity in the

modulation of de-methylesterification of the HG in the

pollen tube cell wall is capital (Hepler et al. 2012). The

Fig. 6 Effect of kiwi PMEI on

the germination rates of

Arabidopsis pollen grains and

pollen tube growth. Liquid

germination medium contains 0

(control), 4, 10 and 20 lM

PMEI (upper panel). Black bars

represent the % of growing

pollen tubes and grey bars

represent the % of burst pollen

tubes. Lower panel shows

normal growing pollen tubes

(control condition, left) and

burst pollen tubes (20 lM of

PMEI, right). Percentages are

the means of three independent

experiments ± SD (n [ 500).

Different letters indicate

Student’s t test (P \ 0.0001)

significant differences, single

letter for the germination and

the letter with asterisk for the

burst tubes. Scale bars represent

50 lm
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observation that the pollen tubes burst when PMEI is added

to the germination medium, as shown in Fig. 6, reinforces

the idea that the DM is regulated during pollen tube

growth. The subsequent inhibition of pollen PMEs does not

allow the proper formation of the pectate gel with calcium

that provides the stiffness of the wall (Rounds et al. 2011).

Consequently, the pollen tube wall cannot handle the turgor

pressure and pollen tubes explode between the apex and

sub-apical regions of the tip where PMEs are acting

(Chebli et al. 2012). Similar effects were recently observed

on maize pollen tubes treated with exogenous maize PMEI

(Woriedh et al. 2013).

As PME are represented by a large multigenic family,

their studies, by using knock out mutant approach may be

compromised by compensatory effect. The use of exoge-

nous PMEI, and particularly those of Arabidopsis, could

represent a complementary alternative for elucidating the

roles of PMEs in root and pollen developments.
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LA, Richards JH (2006) High apoplastic solute concentrations in

leaves alter water relations of the halophytic shrub, Sarcobatus

vermiculatus. J Exp Bot 57:139–147

Jiang L, Yang SL, Xie LF, Puah CS, Zhang XQ, Yang WC (2005)

VANGUARD1 encodes a pectin methyl-esterase that enhances

pollen tube growth in the Arabidopsis style and transmitting

tract. Plant Cell 17:584–596

Klavons JA, Bennett AD (1986) Determination of methanol using

alcohol oxidase and its application to methyl ester content of

pectins. J Agric Food Chem 34:597–599

Lacoux J, Gutierrez L, Dantin F, Beaudoin B, Roger D, Lainé E (2003)
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Fig S1 Electrophoresis gel of purified kiwi PMEI – (a) Molecular weight standards. (b) 

Purified kiwi PMEI (10 µg). 
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AtPPME1 and AtPME48, two homologous pectin methylesterases
involved in Arabidopsis pollen grain germination

Leroux C¹, Lehner A¹, Kiefer-Meyer MC¹, Pelloux J ², Driouich A¹, Lerouge P¹ & Mollet JC¹

¹ Laboratoire Glycobiologie et Matrice Extracellulaire Végétale, UPRES-EA 4358, PRIMACEN IBiSA, IRIB, Université de Rouen, 76821 Mont
Saint-Aignan Cedex, France.

² Biologie des Plantes et contrôle des Insectes ravageurs, UPRES-EA 3900, Université de Picardie-Jules Verne, 80039 Amiens, France.

 During sexual plant reproduction, pollen germination and pollen tube elongation in the pistil are
essential for delivering sperm cells to the ovule (Fig. 1).
Pollen grain contains two sperm cells and a vegetative cell limited from the outside to the inside, by
the exine, the intine and the plasma membrane. The water influx permit the imbibition (Fig. 2a),
before a calcium influx (Fig. 2b) which is localized at the future site of emergence of the tube (Fig. 2c).

Figure 1: In-vivo pollen tube growth in the pistil
stained by aniline blue. Green zone: Pollen
grains on stigma. Red zone: Pollen tubes in the
transmitting tract. Blue zone: Ovary.
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Figure 2: Schematic representation of
dry (a), imbibed (b) and germinated
(c) pollen grain.
1, Vegetative cell; 2, Sperm cells; 3,
Plasma membrane; 4, Intine; 5, Exine
Blue arrow: H₂0 influx; Black arrow:
Calcium influx; (Konrad et al., 2011) .
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 The intine is composed of complex
polysaccharides including homogalacturonans
(HGs) which are secreted in the cell wall in a
highly methyesterified form.
Demethylesterification of HGs is catalyzed in
the cell wall by pectin methylesterases (PMEs).
Interestingly, more than 20% of Arabidopsis
PMEs (14 among 66) are specifically expressed
in pollen grain and pollen tube. Their expression
is gene- and time- dependent (Fig. 3).

Figure 3: RT-PCR detection of PMEs transcripts in wild type
pollen grains, imbibed pollen grains and pollen tubes. Gene
identities of RT-PCR products are indicated on the left. An
equal amount of cDNA was amplified in each sample. ACT12
and TUB4 have been used as positive controls.

At1g69940 PPME 1, Group I

At5g07410 PME 48, Group I

At5g07420 PME 49, Group I

At5g07430 PME 50, Group I

At3g17060 PME 67, Group I

At2g26450 PME 13, Group II

At2g47030 PME 04, Group II

At2g47040 PME 05, Group II

At3g05610 PME 21, Group II

At3g06830 PME 23, Group II

At3g62170 PME 37, Group II

At4g15980 PME 43, Group II

At4g33230 PME 45, Group II

At5g27870 PME 28, Group II

At3g46520 ACT12

At5g44340 TUB4

Locus Name (UniProt)

Enzymatic activity of PME appears to be essential during pollen germination by facilitating
the rupture of the pollen grain wall and then the emergence of the pollen tube.

Konrad et al; (2011).  Calcium regulation of tip growth: new genes for old mechanisms Current opinion in plant biology 14:1-10.

Figure 4: (B) Estimation of the rate of burst pollen tubes. (C)
Estimation of the rate of pollen grains with two emerging tips. (D)
Estimation of the growth speed of germinated pollen tubes. Wild-type,
black bars; ppme1/ppme1, light grey bars; pme48/pme48, dark grey
bars. (E) Close up of abnormal phenotypes observed in the mutant
lines compared to the wild-type. All the pictures were taken 6h after
imbibition excepted for the wild type: upper picture 30 min after
imbibition, lower picture 2h after imbibition. Arrow shows the pollen
tube tips; scale bar represent 10µm (E). Different letters indicate
Student’s t-test (P‹0.0001) significant differences among the wild-type,
ppme1/ppme1 and pme48/pme48 lines. N›100 in B and C, n=20 in D.

Fig 5. Possible model of PME action during pollen formation, imbibition and germination :

Two knock-out mutants impaired in two
homologous PME (ppme1 and pme48) present a
remarkable phenotypes (Fig. 3B; C; D) with
multiple pollen tube tips emerging from the
pollen grain (Fig. 3E).
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
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During pollen grain maturation, HGs of the intine are 

demethylesterified by PMEs


a Polygalacturonases


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
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
b Pectate gel breaks under turgor pressure

Ca2+

Ca2+
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 Pollen germination tube

, PME may be secreted in the intine wall during the dehydration phase of the pollen grain and start to act on the methylesterified form of HG by
random (a) or upon block wise actions (b). Methylesterified HG of the intine (yellow) is then transformed in weakly methylesterified HG (red). The
dry pollen grain contains mostly weakly esterified HG that may form pectate gel with calcium. , imbibition of pollen grain is enhanced by the more
hydrophilic weakly methylesterified HG., the source of calcium creating the calcium influx in the pollen grain may originate from the expulsion of Ca2+

from the pectate gel (b) thus weakening the mechanical properties of the intine that may break under turgor pressure (b). Alternatively, the
randomly demethylesterified HG of intine may be degraded by polygalacturonases (a) leading to the degradation of the intine wall (a). , These
processes may promote the emergence of the pollen tube tip and allow the germination of the pollen grain. sc, sperm cells; vn, vegetative nucleus; pm,
plasma membrane; GalA, galacturonic acid.
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