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Résumé — Les angiospermes ou plantes a fleurs présentent le systéme reproductif le plus
évolué des végétaux, ce qui a probablement contribué a leur succés puisque c’est de loin
le groupe de plantes terrestres le plus abondant. Leur essor est vraisemblablement 1ié
a la mise en place de stratégies reproductives limitant ’autofécondation et favorisant
ainsi le brassage génétique au sein d’une espéce. L’une des barriéres principales a
I’autofécondation est ’auto-incompatibilité (AI) permettant a ’organe reproducteur
femelle de discriminer le pollen « soi » du pollen « non-soi » et de rejeter spécifiquement
le pollen « soi ». Dans cette revue, nous montrerons que les mécanismes d’Al existant
chez différentes familles d’angiospermes sont trés divers tant au niveau des molécules
impliquées dans la reconnaissance qu’au niveau de la cascade moléculaire aboutissant
au rejet du pollen « soi ».

sporophytique

Mots clés : Angiospermes / auto-incompatibilité

gamétophytique
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Abstract — Control of fertilization by self-incompatibility mechanisms.

Flowering plants (angiosperms) are the most prevalent and evolutionarily advanced
group of plants. Reproductive strategies that promote cross-fertilization have played
an essential role in the success of angiosperms as they contribute to genetic variability
among plant species. A major genetic barrier to self-fertilization is self-incompatibility
(SI), which allows female reproductive cells to discriminate between self- and non-self
pollen and specifically reject self-pollen. In this review, we describe three SI mecha-
nisms showing that different flowering plant families use distinct molecules for recog-
nition of self as well as diverse biochemical pathways to arrest pollen tube growth.
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Introduction

De nos jours, les plantes a fleurs ou angiospermes
représentent plus de 90 % des especes végétales qui
nous entourent. On compte 350000 a 400000 especes
qui occupent tous les biotopes, alors que seules 956
especes de gymnospermes (essentiellement des co-
niferes) ont été répertoriées. L’essor des angiospermes
est en grande partie dii a des adaptations évolutives
aboutissant a une grande sécurité de la reproduction :
(i) la fleur qui renferme les organes reproducteurs, (ii)
les carpelles fermés qui assurent la protection de I'em-

bryon, (iii) la double fécondation qui produit d'une
part 'embryon et d’autre part I’albumen, une struc-
ture nourriciere temporaire, (iv) le fruit qui, en plus
de son roéle de protection, contribue a la dispersion des
graines.

Environ 96 % des especes d’angiospermes
présentent les organes reproducteurs male et femelle
sur un méme individu et, dans la majorité des cas, au
sein d’'une méme structure : la fleur hermaphrodite. A
cause de cette proximité des organes reproducteurs,
la probabilité d’autofécondation est élevée. En effet,
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le pollen véhiculant les gametes males peut aisément
se déposer a la surface du pistil (refermant les
gametes femelles) d’une méme fleur ou d’une fleur
d’un méme individu. Une stratégie d’autofécondation
peut étre un avantage dans certaines conditions
environnementales favorables et relativement stables
mais peut devenir problématique dans le cas dun
contexte environnemental variable et imprévisible.
L’autofécondation, tendant a produire des individus
génétiquement identiques, aboutit a un faible taux de
variabilité génétique au sein d'une population et ainsi,
a des difficultés d’adaptation aux conditions environ-
nementales variables que les plantes rencontrent dans
la nature et auxquelles elles ne peuvent échapper.
La diversité génétique est essentielle pour la survie
a long terme d’une population. Elle augmente la
probabilité qu’au moins un individu survive face
a des fluctuations environnementales drastiques. Il
n’est donc pas étonnant qu’au cours de I'histoire
évolutive des angiospermes, la pression de sélection
ait permis de stabiliser des stratégies limitant 1’au-
tofécondation et favorisant les croisements entre
individus génétiquement différents.

L’un de ces mécanismes, le plus sophistiqué et
le plus répandu, est lauto-incompatibilité (AI) qui
permet au pistil de discriminer un grain de pol-
len en fonction de son origine génétique. Le pollen
« soi » ou autopollen est rejeté alors que le pollen
« non-soi » ou allopollen est accepté et conduira a une
descendance (De Nettancourt, 2001). Sous le terme
d’Al sont regroupés des mécanismes génétiquement
et moléculairement tres divers. Par exemple, chez
certaines especes (notamment la primevere), la fleur
existe sous deux ou trois formes qui different mor-
phologiquement et la pollinisation n’aboutit que si
les deux partenaires proviennent de formes différentes.
Chez la majorité des especes, il n’existe cependant au-
cune différence morphologique entre les fleurs. Parmi
ces especes dites homomorphes, plusieurs mécanismes
d’AT existent et different sur (i) le nombre de loci
controlant la reconnaissance, (ii) le contréle génétique
du phénotype d’Al des partenaires male et femelle,
(iii) le site du rejet du pollen et (iv) les mécanismes
moléculaires controlant la réaction de rejet de 'au-
topollen. Ces différences indiquent clairement que
I’AT est apparue plusieurs fois au cours de 1’histoire
évolutive des angiospermes.

Malgré ces différences importantes, tous les
systemes d’Al homomorphes décrits a ce jour
présentent certains points communs. Pour la majo-
rité d’entre eux et notamment ceux décrits ci-apres,
I’AT est controlée par un locus unique nommeé le locus
S pour « Self-incompatibility ». Dans ce contexte, le
« soi » et le « non-soi » correspondent respectivement
a une identité ou une divergence pour le locus S. Ce
locus S renferme deux genes clés génétiquement liés

qui déterminent respectivement la spécificité allélique
(haplotype S) du pistil ou du pollen. Ces genes sont
hautement polymorphes; par exemple chez le navet
(Brassica rapa) plus de 100 haplotypes différents pour
le locus S ont été répertoriés (Ruffio-Chable & Gaude,
2001). Pour tous les systemes d’Al décrits a ce jour,
la reconnaissance de I'autopollen est basée sur une in-
teraction allele-spécifique entre les produits male et
femelle du locus S. Cette interaction conduit & l'ac-
tivation d'une cascade d’événements moléculaires et
cellulaires dans le pistil ou dans le pollen qui aboutit
a l'inhibition de la croissance du tube pollinique.

Des mécanismes variés
pour inhiber I'autopollen

En fonction du controle génétique du phénotype
d’Al du grain de pollen, les systemes d’Al homo-
morphes peuvent étre subdivisés en deux classes,
PAI gamétophytique (AIG) et I’Al sporophytique
(AIS). Chez les familles & AIG : Solanacées (ta-
bac, tomate...), Rosacées (rose, arbres fuitiers...),
Scrofulariacées (Antirrhinum ...), Papaveracées (co-
quelicot. .. ), le phénotype du pollen est déterminé
par son propre génotype haploide. Chez les familles a
ATS, notamment Brassicacées (choux fourrager, bro-
coli, colza. .. ) et Astéracées (tournesol...), le génome
diploide du parent producteur de pollen détermine le
phénotype du grain de pollen. Si la plante émettrice
de pollen est hétérozygote pour le locus S, le pollen
exprimera deux spécificités alléliques S.

Ces deux systemes different notamment au niveau
du site de reconnaissance et de rejet de l’autopol-
len. Chez les Brassicacées, le rejet se manifeste tres
précocement au niveau de la surface réceptrice du pis-
til, le stigmate. En général, la germination du grain
de pollen est bloquée et il est, par conséquence, assez
rare que des tubes polliniques se développent dans le
pistil. Dans les systemes d’AIG, la barriere d’Al est
plus tardive, le grain de pollen germe, émet un tube
pollinique qui pénetre dans le pistil. La mort cellu-
laire est alors le seul moyen de stopper la progression
du tube dans les tissus femelles.

Rejet précoce de I'autopollen :
reconnaissance ligand-récepteur
a la surface du stigmate des Brassicacées

Chez les Brassicacées, la réaction de rejet intervient au
niveau de la zone de contact entre le grain de pollen et
les cellules épidermiques du pistil : les papilles stigma-
tiques. Cette réponse est rapide; elle est généralement
observée dans les minutes qui suivent le dépot du pol-
len. Elle est également tres localisée puisqu’elle ne se
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manifeste que dans la zone de contact entre le pollen et
la cellule stigmatique (Sarker et al., 1988). Ainsi une
méme papille stigmatique est capable de discriminer
le pollen en fonction de son origine génétique, reje-
tant 1'autopollen et acceptant I’allopollen (Dickinson,
1995).

Dans cette famille, la reconnaissance de I’autopol-
len est basée sur une interaction allele-spécifique entre
un récepteur membranaire et son ligand, codé respec-
tivement par les deux genes du locus S. Le gene SRK
(S-locus Receptor Kinase, Stein et al., 1991) code pour
un récepteur transmembranaire a activité kinase loca-
lisé dans la membrane plasmique des cellules stigma-
tiques. Le geéne SCR (S-locus Cysteine Rich, Schopfer
et al., 1999 ; Takayama et al., 2000) code pour un pep-
tide sécrété d’environ 80 résidus, localisé dans la paroi
du grain de pollen. Des approches biochimiques in vi-
tro ont montré que le peptide SCR interagissait de
maniere allele-spécifique avec le domaine extracellu-
laire de SRK (Kachroo et al., 2001 ; Takayama et al.,
2001 ; Chookajorn et al., 2004). De plus, il a été montré
que cette interaction provoquait l'autophosphoryla-
tion du récepteur (Cabrillac et al., 2001; Takayama
et al., 2001). L’ensemble de ces résultats suggere que
lors de l'autopollinisation, le peptide SCR traverse
la paroi des papilles stigmatiques pour atteindre le
récepteur SRK localisé a la membrane plasmique, pro-
voquant alors son autophosphorylation et 1'activation
de la voie de transduction conduisant au rejet du pol-
len. La démonstration définitive que les genes SRK
et SCR sont nécessaires et suffisants pour la recon-
naissance de l'autopollen provient d’expériences de
transgenese dans lesquelles le transfert d’un allele .S
donné permet 'acquisition de la spécificité de recon-
naissance correspondante par la plante transgénique
(Takasaki et al., 2000; Takayama & Isogai, 2005).
L’une des expériences de transgenese la plus pro-
bante est la complémentation du « mutant » natu-
rel autofertile Arabidopsis thaliana (Nasrallah et al.,
2002; 2004). A. thaliana est une espece qui appar-
tient a la famille des Brassicacées. Son autofertilité
est liée a des réarrangements au niveau du locus S
affectant les geénes de reconnaissance SRK et SCR
(Kusaba et al., 2001). L’AI peut étre restaurée en
transférant un couple de genes SRK /SCR fonction-
nels provenant d’une espece AI phylogénétiquement
proche Arabidopsis lyrata (Nasrallah et al., 2002). Ces
études ont également montré qu’au sein de l’espece
A. thaliana, les différentes accessions (columbia, C24,
RLD...) different dans leur habilité & exprimer le ca-
ractere d’Al apres transformation avec les genes SRK
et SCR d’A. lyrata. Chez A. thaliana, au moins deux
loci indépendants du locus S sont nécessaires a 1’ex-
pression stable du caractere d’AIl (Nasrallah et al.,
2004). L'un de ces loci, PUBS, code pour une protéine
renfermant un domaine « U-Box », ce qui suggere

un role de cette protéine dans l'ubiquitination. Il a
également été montré que la protéine PUBS régule
le niveau d’accumulation des ARN messagers SRK.
Ainsi, chez certaines accessions d’A. thaliana, le ni-
veau d’expression de PUBS8 et par conséquence celui
du transgene SRK d’ A. lyrata est insuffisant pour
permettre une expression forte et stable du caractere
d’AT (Liu et al., 2007).

La cascade d’événements mise en place dans la cel-
lule stigmatique apres reconnaissance pollen-stigmate
est actuellement mal connue. Certaines protéines ont
été identifiées grace a des cribles « double hybride »
chez la levure utilisant comme appat le domaine cy-
toplasmique de SRK, ou grace a la caractérisation
de mutants perte-de-fonction. Parmi ces molécules,
deux thiorédoxines, THL1 et THL2, agiraient comme
régulateurs négatifs de la réponse d’Al (Cabrillac
et al., 2001). Dans le stigmate, & 1’état basal, SRK
existe sous forme de dimeres (Giranton et al., 2000).
Cette association se fait au niveau de deux do-
maines localisés dans la région extracellulaire de SRK,
indépendants de ceux impliqués dans 'activation par
le ligand (Naithani et al., 2007). I a été montré
qu’en absence de ligand, SRK n’est pas phospho-
rylée et cet état inactif pourrait étre maintenu par les
thiorédoxines qui régulent négativement 'activité ki-
nase de SRK in vitro (Cabrillac et al., 2001). Cette hy-
pothese a été confirmée par des expériences de trans-
genese chez le colza. En effet, la réduction du niveau
d’expression des deux thiorédoxines par des stratégies
antisens conduit a un rejet partiel du pollen normale-
ment compatible (Haffani et al., 2004). L’ensemble de
ces résultats suggere que les thiorédoxines pourraient
étre impliquées dans le maintien a I’état inactif des
dimeres de SRK présents a 1’état basal; 'arrivée du
ligand provoquant alors la levée de cette inhibition.

Apres interaction avec son ligand de maniére
allele-spécifique, la protéine SRK est phosphorylée.
Son domaine kinase recrute alors des cibles cy-
tosoliques et initie une cascade de phosphoryla-
tion/déphosphorylation aboutissant au rejet de I'au-
topollen. Parmi ces protéines cibles, la protéine ARC1
(Armadillo Repeat-Containing protein 1), identifiée
chez le colza, est capable de se lier spécifiquement
au domaine kinase de SRK et est phosphorylée par
le récepteur (Gu et al., 1998). La réduction par an-
tisens du niveau d’expression de ARC1 dans des
pistils de colza transgéniques produit une levée par-
tielle de la barriere d’Al, I'autopollen étant alors ca-
pable de franchir la barriere stigmatique (Stone et al.,
1999). La protéine ARC1 est exprimée spécifiquement
dans le stigmate. Elle appartient a une famille de
protéines a domaine « U-Box » et présente une ac-
tivité E3-ubiquitine ligase (Stone et al., 2003). L’ubi-
quitination des protéines conduit a leur dégradation
via le protéasome et ARC1 pourrait appartenir au
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complexe responsable de cette ubiquitination. Stone
et al. (2003) ont montré que le niveau d’ubiquitina-
tion des protéines stigmatiques augmente en réponse
a une pollinisation incompatible alors qu’il reste in-
changé dans des plantes transgéniques n’exprimant
plus ARC1. De plus, la protéine ARC1 co-localise
au niveau du réticulum endoplasmique avec des mar-
queurs du protéasome et ceci, uniquement en présence
d’une forme fonctionnelle de SRK (Stone et al., 2003).
Ces résultats ont conduit les auteurs a proposer un
modele dans lequel la protéine ARC1 serait phos-
phorylée par le récepteur SRK activé. Cette phos-
phorylation provoque l’assemblage de ARCI1 avec
le protéasome au niveau de la face cytosolique du
réticulum endoplasmique. Actuellement le substrat de
ARCI1 n’a pas été identifié mais il pourrait s’agir d’'un
facteur pistillaire nécessaire a la germination et/ou a
la croissance du tube pollinique. Sa dégradation, in-
duite par ARC1 et le protéasome lors d’une pollinisa-
tion incompatible, serait responsable du rejet de ’au-
topollen (Stone et al., 2003).

Il est intéressant de noter que deux des protéines
impliquées dans la cascade de réponse d’Al possedent
un domaine « U-Boz » : la protéine ARC1 identifiée
chez le colza et la protéine PUBS isolée chez A. tha-
liana. Comme ARCI, la protéine PUBS contient des
domaines « Arm-repeat » mais elle contient également
d’autres régions que I'on ne retrouve pas dans ARCI,
ce qui suggere qu’elle ne correspondrait pas a 1’ho-
mologue de ARC1. Ainsi, en plus de la phophoryla-
tion, I'ubiquitination semble jouer un role clé dans le
contréle de la réponse d’Al. Cependant, 'identifica-
tion des substrats de ces « E3-ubiquitine ligases » se-
rait un grand pas en avant dans la compréhension des
mécanismes responsables de ’arrét de germination du
grain de pollen.

D’autres interacteurs du domaine kinase de SRK
ont été identifiés par la technique du double hybride
chez la levure et, parmi eux, la protéine SNX1 (Sor-
ting Nexin 1) présente un intérét tout particulier
(Vanoosthuyse et al., 2003). En effet, dans les cel-
lules animales, la protéine SNX1 est impliquée dans
la dégradation du récepteur a 'EGF qui présente
des similitudes de structure et de fonctionnement
avec le récepteur SRK (Tichtinsky et al., 2003). Chez
A. thaliana, comme dans les cellules animales ou
chez la levure, la protéine SNX1 est localisée a ’en-
dosome, compartiment endocytique (Jaillais et al.,
2006). L’identification de la protéine SNX1 comme
un effecteur putatif de la réponse d’Al suggere que
I’endocytose pourrait avoir un role dans la reconnais-
sance et le rejet de l'autopollen. Il a d’ailleurs été
montré récemment par immunolocalisation dans des
papilles de B. oleracea, que le récepteur SRK est ma-
joritairement présent dans des endosomes et que seule
une petite fraction est détectée au niveau de la mem-

brane plasmique (Ivanov & Gaude, 2009). Cette faible
proportion de SRK a la membrane serait cependant
suffisante pour fixer le ligand; le récepteur SRK est
alors rapidement internalisé apres perception du si-
gnal. Différents arguments ont permis aux auteurs de
suggérer que I'internalisation de SRK en réponse au li-
gand serait impliquée dans I’atténuation du signal et le
routage, via I’endosome, du récepteur vers la vacuole
pour sa dégradation. Il n’est cependant pas a exclure
que le récepteur SRK activé puisse déclencher ou am-
plifier la réponse d’Al depuis 'endosome. Il a d’ailleurs
été montré qu’un autre récepteur kinase végétal, le
récepteur aux brassinostéroides (BRI1) est capable de
déclencher la voie de réponse conduisant a ’activation
des genes cibles depuis des compartiments intracellu-
laires (Geldner et al., 2007).

Un dernier élément clé de la réponse d’Al a
été identifié par I'analyse d’'un mutant spontané de
Brassica rapa, variété « Yellow Sarson » (Murase et al.,
2004). Cette variété porte une mutation récessive
dans le geéne « modifier » (Mod) qui abolit totale-
ment la capacité du stigmate a reconnaitre et reje-
ter l'autopollen. Le clonage positionnel de cette mu-
tation a permis de révéler que le gene Mod code pour
deux protéines kinases cytoplasmiques, MLPKIf1 et
MLPK{2 (M-Locus Protein Kinase). Deux transcrits
sont produits a partir du gene Mod par utilisation
d’un site alternatif d’initiation de la transcription. Les
deux isoformes ne different que par leur extrémité N-
terminale, région renfermant des sites d’ancrage a la
membrane plasmique. MLPK(1 se fixe & la membrane
grace a un motif de myristoylation alors que MLPK{2
utilise un domaine hydrophobe (Kakita et al., 2007).
Les deux kinases sont présentes dans le stigmate et
complémentent la mutation mod. Des expériences de
complémentation de fluorescence (BiFc) en proto-
plastes de cellules BY2 ont montré qu’il existait une
interaction directe entre SRK et les deux isoformes
MLPK et que cette interaction a lieu au niveau de la
membrane plasmique. Ainsi, MLPK{1 et/ou MLPK{2
interagiraient avec SRK pour initier la cascade de
phosphorylations responsable du rejet de ’autopollen
chez les Brassicacées (figure 1).

Mort cellulaire programmeée du tube
pollinique chez les Papaveracées

La réponse d’Al chez le coquelicot (Papaver rheas) se
manifeste rapidement apres la germination du grain
de pollen pendant I’émission du tube pollinique. Elle
aboutit a la mort du tube pollinique dés sa pénétration
dans le stigmate. Le déterminant femelle de cette Al
correspond & une petite protéine de 15 kDa, PrsS
(Papaver rheeas stigma S) sécrétée par les papilles
stigmatiques (Foote et al., 1994). Cette molécule ne
présente aucune similitude avec d’autres protéines
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Fig. 1. Rejet précoce de l'autopollen : reconnaissance ligand-récepteur a la surface du stigmate des Brassicacées. Lors-
qu’un grain de pollen se dépose a la surface du stigmate le déterminant male de I’AI, SCR, migre & travers la paroi
stigmatique pour atteindre la membrane plasmique des papilles renfermant le déterminant femelle de I’AI, SRK. L’in-
teraction S-spécifique entre SCR et SRK produit l'activation du récepteur et sa phosphorylation. Le récepteur SRK
est alors capable de phosphoryler des protéines cibles : MLPK (MLPKf1l et MLPK{2), deux kinases ancrées & la mem-
brane plasmique qui participent & Pactivation de la voie de transduction et ARC1, une protéine cytoplasmique & activité
E3-ubiquitine ligase. L’activation de ARCI serait responsable de l'ubiquitination et la dégradation d’'un facteur de
compatibilité (FC), dont la disparition provoquerait le rejet du pollen incompatible. Aprés son activation, SRK serait
internalisée par endocytose puis maintenue a 1'état inactivé par des thiorédoxines (THL) avant sa dégradation dans la

Dégradation

Cellule stigmatique dans la vacuole

S1

vacuole. La protéine SNX1, localisée a I’endosome, pourrait participer a ce ciblage vers la vacuole.

de fonction connue. Comme chez les Brassicacées,
I'identification du déterminant maéle, PrpS (Papaver
rheeas pollen S), a été possible grace au séquencage
systématique du locus S (Wheeler et al., 2009). La
suppression de l’expression de ce gene grace a des
oligonucléotides antisens a permis de montrer I'im-
plication de PrpS dans linhibition allele-spécifique
du pollen incompatible (Wheeler et al., 2009). Le
géne PrpS code pour une protéine de 20 kDa as-
sociée a la membrane plasmique du tube pollinique.
Selon les prédictions de séquence, PrpS renferme-
rait un unique domaine transmembranaire et il a été
montré qu'une région de 15 acides aminés localisée
dans son domaine extracellulaire interagit in wvitro

avec la protéine PrsS. Ces données suggerent forte-
ment que 1’étape de reconnaissance allele-spécifique
est réalisée par les deux protéines du locus S PrsS et
PrpS. Une troisieme protéine, SBP (S-protein-binding
protein), semble avoir également un rdle clé dans
la réponse d’Al. Comme son nom lindique, cette
protéine membranaire, spécifiquement exprimée dans
le tube pollinique, est capable de fixer la protéine PrsS
(Jordan et al., 1999). Cette liaison n’est cependant pas
dépendante de 'haplotype S et la protéine SBP est
plutét considérée comme une protéine accessoire facili-
tant la reconnaissance de PrsS. La compréhension des
événements moléculaires déclenchés par la reconnais-
sance PrsS-PrpS et conduisant a l'arrét de croissance
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Fig. 2. Mort cellulaire programmée du tube pollinique chez les Papaveracées. L’interaction entre les deux partenaires de
AT : PrsS (déterminant femelle) et PrpS (déterminant maéle) se fait a la surface du tube pollinique ; la protéine pollinique
SBP faciliterait cette interaction. Le complexe PrsS-PrpS contrélerait I’activité de canaux calciques produisant ’entrée
massive de calcium. Le calcium agit comme un messager secondaire provoquant : (i) la dépolymérisation rapide de
Pactine, (ii) la phosphorylation de protéines cibles : P26, une protéine cytoplasmique présentant des homologies avec une
pyrophosphatase et P56, une MAP kinase putative et (iii) activation de marqueurs de la mort cellulaire programmée

(MCP) comme des caspases.

du tube pollinique est bien plus avancée dans ce
systeme que pour tous les autres mécanismes d’Al.
Ceci est en grande partie du au développement d’un
bio-essai in wvitro reconstituant la réponse d’Al. Dans
cet essai, 'addition de protéines PrsS purifiées pro-
duit des changements moléculaires a l'intérieur du
tube pollinique aboutissant a sa mort cellulaire et
cet effet ne se produit que lorsque les deux parte-
naires expriment le méme haplotype S (McClure &
Franklin-Tong, 2006). L'un des premiers événements
déclenché par I’addition de protéine PrsS est I’entrée
de calcium dans une zone du tube pollinique située en
amont de son extrémité (Franklin-Tong et al., 2002).
Cette réponse précoce suggere que la protéine PrpS
pourrait fonctionner comme un régulateur de canaux
calciques. Cet influx de calcium entraine tres rapide-
ment (1 & 2 minutes) une dépolymérisation de I’actine;
cette déstabilisation du cytosquelette d’actine serait
alors responsable de l'arrét précoce de la croissance
du tube pollinique. La dépolymérisation de ’actine est
suivie d’une cascade de phosphorylations de protéines

cibles (P26, P56), puis de l'apparition d’événements
décrits comme marqueurs de la mort cellulaire, no-
tamment, le déclenchement d’activités de type caspase
(Thomas & Franklin-Tong, 2004) et la fragmentation
de PADN (Jordan et al., 2000). Cette seconde phase
de la réponse d’Al est irréversible et aboutit & la mort
du tube pollinique (figure 2).

Dégradation des ARN polliniques
par des S-RNases chez les Solanacées

Ce troisieme type d’Al se manifeste en général plus
tardivement, dans la partie supérieure du style. La
croissance de tube pollinique incompatible est tout
d’abord ralentie, puis sa membrane va se désagréger
progressivement, 1’épaisseur de la paroi cellulaire va
se réduire et finalement I'extrémité du tube pollinique
va gonfler et exploser (De Nettancourt, 2001). Ces
événements cellulaires sont déclenchés par des gly-
coprotéines abondamment secrétées par les cellules
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du pistil depuis le stigmate jusqu’a 'ovaire, le long
du trajet du tube pollinique (McClure et al., 1989;
Murfett et al., 1994). Ces glycoprotéines, hautement
polymorphes, sont codées par le locus S'; elles cor-
respondent au déterminant femelle de I’AI. McClure
et al. (1989) ont montré qu’elles possédaient une ac-
tivité de dégradation des ARN, et elles ont alors été
nommées S-RNases pour « S-locus ribonucleases ».

Le mécanisme responsable de la dégradation
spécifique des ARN du tube pollinique incom-
patible n’est actuellement pas totalement élucidé.
L’entrée des S-RNases dans le tube pollinique se fait
indépendamment de I’haplotype S ; la spécificité a
donc lieu plus tardivement & l'intérieur du tube (Luu
et al., 2000). Un début de compréhension de cette
spécificité d’action provient de la caractérisation de
I’activité biochimique du partenaire male de I’Al, la
protéine SLF (« S-Locus F-box »; Lai et al., 2002) ou
SFB (« S-haplotype-specific F-box ») selon les especes
(Ushijima et al., 2003). SLF est une protéine cyto-
plasmique qui appartient a la famille des protéines
F-box connues pour fonctionner dans un complexe
E3-ubiquitine ligase. Ce complexe est impliqué dans
I'ubiquitination et la dégradation de protéines via le
protéasome. Des expériences de double hybride et de
chromatographie d’affinité in witro ont montré que
la protéine SLF est capable de se lier aux S-RNases
indépendamment de 'haplotype S (Qiao et al., 2004).

Compte tenu de lactivité de SLF dans la
dégradation de protéines et de son interaction avec les
S-RNases, un premier modele a été proposé. Dans ce
modele, nommé modele de dégradation des S-RNases,
la protéine SLF interagit avec toutes les S-RNases qui
pénetrent dans le tube pollinique. Lorsque les parte-
naires SLF et S-RNases sont codés par un haplotype S
différent, cette interaction produirait 'ubiquitination
et donc la dégradation des S-RNases protégeant alors
le tube pollinique de leur effet cytotoxique. A l'in-
verse, lorsque I’haplotype S est commun, les S-RNases
ne seraient pas ubiquitinées; leur activité étant alors
maintenue, elles provoqueraient la dégradation des
ARN du tube pollinique incompatible aboutissant a sa
mort cellulaire. A ce jour, il n’existe pas de données
expérimentales permettant de comprendre comment
une méme protéine SLF pourrait provoquer ou non
I'ubiquitination de S-RNases cibles en fonction de leur
haplotype S. De plus, Sonneveld et al. (2005) ont
montré que chez un mutant naturel du Prunus, une
délétion du gene SLF ne produit pas le rejet du pol-
len compatible comme cela est prévu dans le scénario
décrit ci-dessus. Ces auteurs proposent alors 'exis-
tence dans le tube pollinique d’un inhibiteur général
de Pactivité RNase. Lors d’une pollinisation incompa-
tible, I'interaction des S-RNases avec la protéine SLF
du méme haplotype S provoquerait une levée de l'in-
hibition par I'inhibiteur général, favorisant ainsi ’ac-

tivité cytotoxique des S-RNases. Cette levée d’inhibi-
tion pourrait se faire par ubiquitination et dégradation
de l'inhibiteur via SLF.

Malgré les améliorations apportées au modele de
dégradation des S-RNases par Sonneveld et al. (2005),
des points faibles persistent. En effet, ce modele ne
tient pas compte du role de plusieurs protéines sty-
laires nécessaires a 'inhibition du tube pollinique in-
compatible. Parmi ces protéines, le facteur HT-B,
riche en résidus asparagine. La suppression de 1'ex-
pression du gene HT-B par des stratégies antisens,
chez Nicotiana et Solanum, compromet le rejet de
Pautopollen (McClure et al., 1989; O’Brien et al.,
2002). De plus, laccumulation de la protéine HT-B
est plus faible dans un tube pollinique compatible
que dans un tube incompatible, ce qui suggere que la
déstabilisation de HT-B est associée avec la compati-
bilité (Goldraij et al., 2006). Le modele de dégradation
des S-RNases ne tient pas non plus compte de la distri-
bution cellulaire des S-RNases dans le tube pollinique
rapportée par Goldraij et al. (2006). Ces auteurs ont
montré qu’apres leur entrée dans le tube pollinique,
les S-RNases sont séquestrées dans des compartiments
intracellulaires aussi bien dans le cas d’un croisement
compatible qu’incompatible. Des expériences d’immu-
nomarquage avec des marqueurs de compartiments
ont permis de montrer que les S-RNases sont mainte-
nues dans des compartiments vacuolaires. Cependant,
36 heures apres la pollinisation, ces compartiments
vacuolaires ne sont plus visibles dans le tube polli-
nique incompatible alors qu’ils sont toujours présents
dans les tubes compatibles. Cette observation suggere
que la séquestration des S-RNases lors de la polli-
nisation compatible protégerait les ARN du tube de
leur effet cytotoxique. Il est intéressant de noter que
la suppression de 'expression de HT-B (plantes anti-
sens ou RNAi) empéche la désintégration de ces com-
partiments, maintenant ainsi les S-RNases séquestrées
lors d’'une pollinisation incompatible. Compte tenu
de ces données expérimentales, Goldraij et al. (2006)
ont proposé un modele alternatif, le modele de com-
partimentation comprenant trois étapes successives :
(i) une entrée des S-RNases dans le tube pollinique
indépendante de 'haplotype S'; la protéine HT-B sty-
laire se trouve alors endocytée dans les mémes com-
partiments que les S-RNases. (ii) une étape spécifique
de T'haplotype S affectant la stabilité de la protéine
HT-B et (iii) un relarguage massif de S-RNases uni-
quement lors de la pollinisation incompatible. Dans
ce modele, I'étape spécifique de 1’haplotype S repose
sur une interaction des S-RNases avec le partenaire
pollinique SLF. Cette interaction ayant lieu dans le
cytoplasme, une partie des S-RNases doit pouvoir sor-
tir du systeme endomembranaire. Les auteurs pro-
posent que cette sortie puisse se faire via un trans-
port rétrograde vers le réticulum endoplasmique. Lors
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Fig. 3. Dégradation des ARN polliniques par des S-RNases chez les Solanacées. Quel que soit leur haplotype S, les
S-RNases pénetrent dans le tube pollinique par endocytose. La protéine stylaire HT-B est endocytée de maniére conco-
mitante. Lors de la pollinisation compatible, les S-RNases sont séquestrées dans des compartiments vacuolaires. Une
fraction est relarguée dans le cytoplasme, prise en charge par un inhibiteur général des S-RNases. Lors d’une pollinisa-

tion incompatible, I'interaction S-RNase-SLF a deux effets :

(i) elle bloque l'activité de I'inhibiteur général et (ii) elle

stabilise la protéine HT-B. Compte tenu de I'activité du facteur SLF, il est possible que ces deux actions soient réalisées

par I'ubiquitination puis la dégradation de protéines :

I’inhibiteur de S-RNases et un inhibiteur de HT-B. La stabili-

sation de HT-B produit la désintégration des compartiments vacuolaires, provoquant le relargage massif de S-RNases

aboutissant & la mort du tube pollinique incompatible.

d’une pollinisation compatible, cette fraction ainsi re-
larguée dans le cytoplasme serait prise en charge par
un inhibiteur général des S-RNases qui reste a identi-
fier. A I'inverse, dans le tube incompatible, 'interac-
tion des S-RNases avec la protéine SLF protégerait les
S-RNases de cet inhibiteur général, maintenant ainsi
leur activité. De plus, cette interaction stabiliserait la
protéine HT-B provoquant la désintégration des com-
partiments vacuolaires, ce qui libére ainsi la majeure
partie des S-RNases responsables de la dégradation
des ARN polliniques et de la mort du tube incompa-
tible (figure 3). Ce modele parait tres attractif, mais
de nombreux éléments sont encore hypothétiques et
nécessitent des recherches futures. Parmi ces éléments,
la description de la nature et du role de la protéine
HT-B devrait permettre de consolider ce modele de
compartimentation.

Conclusion

De nombreux progres ont été réalisés ces dernieres
années dans la caractérisation moléculaire des
mécanismes controlant 1’Al chez plusieurs especes
d’angiospermes. Depuis la découverte récente du
déterminant male de I’AI chez les Papavaracées, tous
les acteurs moléculaires responsables de la spécificité
de reconnaissance de 'autopollen ont été caractérisés
pour les trois types d’Al connus a ce jour. Il est
alors intéressant d’observer qu’au cours de I’histoire
évolutive des angiospermes, des stratégies de recon-
naissance tres diverses ont été retenues pour lut-
ter contre l'autofécondation et favoriser le brassage
génétique. De méme, le décryptage de la cascade
d’événements déclenchés par cette reconnaissance a
permis de montrer que I’arrét de la croissance du tube
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pollinique est basé sur des stratégies biochimiques tres
variées. Cependant, malgré l'existence de modeles de
travail pour les trois types d’Al décrits dans cette
revue, il reste encore de nombreux points obscurs a
élucider. Chez les Brassicacées, les premieres étapes
conduisant au rejet du grain de pollen sont relative-
ment bien décrites, cependant nous ne disposons d’au-
cun élément permettant de comprendre comment la
germination du grain de pollen proprement dite est
bloquée. Chez les Papaveracées, alors que la cascade
aboutissant a la mort cellulaire du tube pollinique
est clairement décrite, le lien entre l'interaction des
déterminants male et femelle et 'entrée de calcium
dans le tube n’est pas connu. Enfin, chez les Sola-
nacées, le role de la protéine HT-B et surtout com-
ment linteraction entre le déterminant maéle et les
S-RNases, influence sa stabilité reste a établir. Quoi
qu’il en soit, résoudre les puzzles que constituent les
mécanismes d’Al aura forcément des implications im-
portantes sur notre compréhension de la communica-
tion cellulaire chez les plantes et a plus grande échelle
chez tous les eucaryotes.
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