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1. Curriculum Vitae 

Arnaud LEHNER 

Maître de Conférences - Physiologie Végétale 

Section CNU 66 
Normandie Univ, UNIROUEN, Glyco-MEV*, 76000 ROUEN 
* Glyco-MEV, EA 4358 Laboratoire de Glycobiologie et Matrice Extracellulaire Végétale 
Université de Rouen Normandie, 76821 Mont Saint Aignan CEDEX-France. 

Tél : 02 35 14 66 90                              email : arnaud.lehner@univ-rouen.fr 
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Depuis Septembre 2008 : Maître de Conférences, Université de Rouen Normandie. 

Enseignement : Physiologie végétale ; Biologie cellulaire et moléculaire végétale. UFR des Sciences 
et Techniques, Département de Biologie.  

Recherche : Génomique fonctionnelle, Physiologie végétale, biologie cellulaire et imagerie. 
Laboratoire Glyco-MEV, EA 4358.
Les thèmes de recherche développés au sein du laboratoire Glyco-MEV ont pour sujet la biosynthèse, 
le remodelage des composés pariétaux et leurs implications dans la croissance cellulaire végétale. Plus 
spécifiquement, ils portent sur (1) l’implication du remodelage des pectines dans la croissance 
cellulaire et (2) l’implication des polysaccharides pariétaux dans l'adhésion et la croissance du tube 
pollinique. 

Septembre 2007-Septembre 2008 : Attaché Temporaire d’Enseignement et de Recherche, 
Université Paris Diderot, Paris 7.

Enseignement : Physiologie végétale ; Biologie cellulaire et moléculaire végétale. UFR des Sciences 
et Techniques, Département de Biologie.  

Recherche : Electrophysiologie cellulaire. Laboratoire d’Electrophysiologie des Membranes, EA 
3514. 
Thème de recherche développé sous la direction du Pr JP. Rona et du Dr F. Bouteau : « Implication 
des canaux ioniques dans la transduction du signal de mort cellulaire chez Arabidopsis thaliana ». 
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Janvier 2007-aout 2007 : Contrat Post-doctoral, Université Pierre et Marie Curie, Paris 6.

Recherche : Physiologie des semences. Laboratoire de Physiologie Végétale Appliquée, EA 2388. 
Thème de recherche développé sous la direction du Pr. F. Corbineau : « Projet ANR MALTECO : 
Maltage d’orge brassicole à faible humidité pour réduire la consommation d’énergie et préserver 
l’environnement ». 

Janvier 2006-décembre 2006 : Contrat Post-doctoral, University of Cape Town, Cape Town, 
Afrique du Sud. 

Recherche : Biologie cellulaire et moléculaire. Department of Molecular and Cell Biology. 
Thème de recherche développé sous la direction du Pr. J.M. Farrant : 1) Etude moléculaire du gène 
codant une myo-inositol 1-phosphate synthase dans la résistance à la dessiccation chez Xerophyta 

viscosa et 2) évolution des systèmes antioxydants au cours de la déshydratation de la fougère Mohria 

caffrorum. 

1.2. Titres et Diplômes Universitaires 

2005 Doctorat de Physiologie Végétale 

Thèse préparée à l’Université Pierre et Marie Curie, Paris 6 et obtenue le 13/12/2005 avec la mention 
très honorable et les félicitations du jury. 
Financement Syngenta-Agro. 

Laboratoire de Physiologie Végétale Appliquée, EA2388. Directeur de thèse : Pr. F. Corbineau. 
« Recherche d’indicateurs physiologiques et biochimiques de la qualité germinative et de l’aptitude à 
la conservation des semences de blé (Triticum aestivum L.) ». 

2002 DEA Science des Agro-ressources 

Université de Toulouse, Ecole Nationale Supérieure d’Agronomie de Toulouse, Institut National 
Polytechnique de Toulouse.  

Stage réalisé au Laboratoire de Physiologie Végétale Appliquée, EA2388 sous la direction du Pr. F. 
Corbineau et du Dr. C. Bailly. « Recherche, au cours du développement et de la levée de dormance des 
semences de tournesol, d’indicateurs biochimiques et biophysiques de leur aptitude à la 
germination ».

2001 DES Diplôme d’Etude Supérieure en Sciences Naturelles 

Université Pierre et Marie Curie, Paris 6, Laboratoire de Physiologie Végétale Appliquée, EA2388. 
Directeur du DES: Dr. C. Bailly. « Recherche de facteurs associés à l’élaboration de la qualité 
germinative des semences de tournesol au cours de leur développment ». 
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2000 Maitrise Biologie Cellulaire et Physiologie, Université Pierre et Marie Curie, Paris 6 

1999 Licence Biologie Cellulaire et Physiologie, Université Pierre et Marie Curie, Paris 6 

1998 DEUG B, Université Pierre et Marie Curie, Paris 6 

1.3. Domaines de compétences techniques 

• Biochimie : Electrophorèse SDS-PAGE ; western blot. Extraction et dosage de sucres solubles 
(HPLC) ; dosage calcium (système apo-aéquorine, luminomètre) ; extraction de 
polysaccharides pariétaux ; extraction et analyse du RG-II par PAGE ; dosages enzymatiques 
en spectrophotométrie. 

• Biologie moléculaire : Extraction d'ADN et d'ARN ; Southern et northern blot, clonage de 
gènes, PCR. 

• Electrophysiologie : Voltage imposé à électrode (voltage clamp). 

• Culture in vitro : Culture de cals et de cellules en suspension ; transformation par 
Agrobacterium, Culture de tubes polliniques. 

• Microscopie : microscopie optique (transmise, épi-fluorescence) ; Microscopie électronique à 
balayage, analyse histo-cytochimique (calcofluor, aniline bleue, carmino-vert) ; 
immunocytochimie ; coloration GUS. 

• Biophysique : Microcalorimétrie différentielle à balayage (DSC) ; isotherme de sorption. 

• Physiologie : Criblage de mutants ; germination en milieu contrôlé (graine, pollen) ; 
traitements de vieillissement accéléré et de détérioration contrôlée ; viabilité cellulaire (rouge 
neutre, bleu Evans, FDA). 

• Informatique : Design d’amorce PCR ; analyses et traitements d’images : Image J, IrfanView, 
Photoshop ;  création site web : Dreamweaver, FileZilla ; Webmaster du site web du Glyco-
MEV : http://www.univ-rouen.fr/Glyco-MEV/ 

1.4. Prix et distinctions 

• Bénéficiaire d’une bourse de la Claude Leon Foundation pour une année de recherche post-
doctorale menée à l’Université de Cape Town, Afrique du Sud.  

• Bénéficiaire de la PES (2012-2016) 

• Bénéficiaire de la PEDR (2016-2020) 
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2. Activités pédagogiques

2.1. Activités d’enseignement 

• Depuis 2008 : Maître de conférences à l’Université de Rouen Normandie  
Licence 1  Cours magistraux : Anatomie de la conduction ; transport de la sève brute et de la sève 

élaborée ; évapo-transpiration. 
Travaux dirigés : cellules procaryotes, eucaryotes et organites cellulaires 
Travaux pratiques : microscopie ; biologie cellulaire ; mitose et méiose; extraction et 
séparation de pigments végétaux. 

Licence 2 Cours magistraux : le sol : composition, notion d’eau libre et d’eau liée, potentiel 
hydrique ; nutrition hydrique et minérale ; les éléments minéraux essentiels: rôle et 
détail des mécanismes d’absorption ; les stomates, structure, fonction, mécanismes de 
régulation de l’évapotranspiration. 
Travaux dirigés : nutrition minérale ; potentiel hydrique 
Travaux pratiques : effets de carence et de toxicité minérale sur le développement de 
plantules de trèfle ; extraction et dosage de pigments photosynthétiques.  
  

Licence 3 Travaux pratiques : culture in vitro : balance auxine/cytokinine et organogénèse ; Effet 
des gibbérellines sur la germination d’orge et sur l’activité amylasique.  

Master 1 et 2 Cours magistraux : nutrition minérale et fertilisation ; symbiose plantes-rhizobiums ; 
mise en place des réserves : oléagineux, protéagineux, amylacées ; dormance et qualité 
des semences ; rôle et fonction des pectines méthylestérases. 
Travaux pratiques : étude du pollen et du tube pollinique d’Arabidopsis thaliana

sauvage et mutant. GUS, immunolocalisation, coloration aniline bleue.  

• 2007 - 2008 : ATER, Université Diderot, Paris 7 
Licence 2 Travaux dirigés : hormones végétales et croissance des plantes. 

Travaux pratiques : effet d’hormones végétales sur la croissance et le développment. 

Licence 3 Travaux pratiques : approche génétique du développement d’Arabidopsis thaliana. 

• 2006 : Post-doctorat, University of Cape Town, Afrique du Sud 
Licence 3 Cours magistraux : seed development and dormancy 

• 2003 - 2005 : Université Pierre et Marie Curie-Paris 6   
Licence 3 Travaux pratiques : biochimie végétale, dosage de sucres solubles. 

Master 2 Travaux pratiques : extraction de protéine et SDS-PAGE. 

Formation permanente 
Travaux pratiques : germination, dormances et qualité des semences. 
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2.2. Responsabilités pédagogiques et administratives 

• Responsable pédagogique de la Licence 1 SVT-Chimie, 2012-2013 

• Co-Responsable pédagogique du Master ECOBIOVALO (ECOproduction, BIOtechnologie 
végétale et bioVALOrisation), depuis 2016 

• Co-Responsable de l’UE « Nutrition végétale » de Licence 2 SVT (depuis 2012) 

• Co-Responsable de l’UE « Méthodologie en sciences du végétal », Master ECOBIOVALO  

• Membre du jury de Licence 1 SVT, 2012-2013 

• Membre du jury de Licence 2 SVT, depuis 2012 

• Membre du Jury de Master 1 ECOBIOVALO depuis 2016 

• Membre du jury de Master 1 MEEF (Métiers de l'Enseignement, de l'Éducation et de la 
Formation) de 2010-2014 

• Membre du comité de perfectionnement du Master MEEF,  2012-2016 

• Membre du comité de sélection M1 et M2 ECOBIOVALO, depuis 2014 

• Membre élu de la CCSE restreinte, section 66 (2012-2014 et depuis 2016) 

• Membre du conseil de laboratoire de l’UPRES EA 4358, depuis 2010 

• Tuteur de monitorat d’Aline Voxeur, doctorante au laboratoire Glyco-MEV (2008-2011) 

• Correspondant informatique du Glyco-MEV, depuis 2009 

3. Encadrement 

3.1. Encadrement doctoral 

2006 : Claire Whitaker, thèse préparée à l’Université du Kwazulu-Natal. Encadrement de courte durée, 
4 mois. Formation aux techniques d’extraction et d’analyse de heat shock protéines dans les graines de 
Welwitschia mirabilis. 

2011-2015 : Co-Encadrant de Christelle Leroux. Thèse préparée au Glyco-MEV, Université de Rouen 
Normandie et soutenue le 7 septembre 2015. « Implication des pectines méthyl-estérases (PMEs) et de 
leurs inhibiteurs (PMEIs) au cours de la germination du grain de pollen et de la croissance polarisée du 
tube pollinique chez Arabidopsis thaliana. » 

Depuis 2013 : Co-Encadrant de Ferdousse Laggoun. Thèse préparée au Glyco-MEV, Université de 
Rouen Normandie. « Utilisation de génétique chimique pour étudier l’adhésion et la croissance 
polarisée des tubes polliniques. »  

Depuis 2016 : Co-Encadrant de Jeremy Dehors. Thèse préparée au Glyco-MEV, Université de Rouen 
Normandie. « Implication des espèces actives de l’oxygène et du calcium dans la croissance polarisée 
des tubes polliniques d’Arabidopsis thaliana. » 
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3.2. Encadrement d’ingénieurs et de diplômés de master 

2004 : Alexandre David, Ingénieur d’étude. Université Pierre et Marie Curie, Paris 6. 2 mois. 
« Mise au point d’un kit de dosage de l’activité catalase dans les semences de blé ». 

2013 : Valentin Lemaistre, titulaire M2. Université de Rouen Normandie. 6 mois. « Etude de l’effet 
d’extraits naturels sur le pourcentage et la vitesse de germination du pollen d’espèces cultivées ». Co-
encadrant

2014 : Romain Castilleux, titulaire M2. Université de Rouen Normandie. 6 mois. « Effet d’extraits 
naturels sur l’induction des mécanismes de défense chez Solanum lycopersicum (tomate) et 
Arabidopsis thaliana ». Co-encadrant

2016 : Romain Menival, titulaire M2. Université de Rouen Normandie. 5 mois. « Effet d’extraits 
naturels sur la germination et la croissance des tubes polliniques chez Solanum lycopersicum

(tomate) en conditions de stress thermique ». Co-encadrant

3.3. Encadrement d’étudiants ingénieurs et master 

2004  : Benjamin Bouancheau, M1. Université Pierre et Marie Curie, Paris 6. 1 mois. « Comparaison 
de la précision d’un dosage des sucres solubles des grains de blé par HPLC ou par un kit 
commercial ». 

2005 : Norbert Mamadou, M2. Université Pierre et Marie Curie, Paris 6. 6 mois. « Evolution des 
systèmes de détoxication cellulaire au cours du vieillissement des grains de blé ». 

2005 : Hughes Boulland, M1. Université Pierre et Marie Curie-Paris 6. 2 mois. « Evolution des 
sucres solubles dans les semences de blé au cours de leur conservation ». 

2006 : Vundli Ramokolo, M1. University of Cape Town. 5 mois. « Antioxidant enzyme assays in 
Xerophyta humilis and Craterostigma wilmsii leaves subjected to dehydration, dry storage and 
rehydration ». 

2007 : Mélanie Jonnard, M1. Université Pierre et Marie Curie, Paris 6. 3 mois. « Germination de 
grains d’orge à faible teneur en eau : évolution des enzymes impliquées dans l’hydrolyse de l’amidon 
et dosage des sucres solubles ». 

2008 : Julien Frescura, M1. Université Pierre et Marie Curie, Paris 6. 4 mois. « Implication de 
l’éthylène dans la signalisation de mort cellulaire induite par l’acide oxalique chez Arabidopsis 

thaliana ». 

2008 : Laure Barthelemy, M1. Université Pierre et Marie Curie, Paris 6. 4 mois. « Implication du 
calcium dans la mort cellulaire programmée en réponse des stress hyper-osmotiques chez les cellules 
de tabac ». 
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2010 : Florian Païola, M1. Université de Rouen Normandie. 5 mois. « Localisation des polymères 
pariétaux dans les tubes polliniques de plantes mutantes d’Arabidopsis thaliana : implication des PME 
dans la croissance des tubes polliniques ». 

2011 : Christelle Leroux, M2. Université de Rouen Normandie. 6 mois. « Implication des PME dans la 
croissance des tubes polliniques d’Arabidopsis thaliana ». 

2012 : Maxime Grare, M2. Université de Rouen Normandie. 6 mois. « Analyse biochimique des 
xyloglucanes de tube pollinique de tomate ». Co-encadrant 

2016 : Flavien Macquart, M1. Université de Rouen Normandie. 2 mois. « Détermination de l’activité 
PME dans l’exudat de cellules bordantes chez Arabidopsis thaliana ». 

2016 : Juliette Havel, 2ème année école Ingénieur ESITECH. Université de Rouen Normandie. 2 mois. 
« Etude de l’effet de différents fluoro-sucres sur la croissance de la racine et de l’hypocotyle 
d’Arabidopsis thaliana ». 

2017 : Sabine Tourneur, M2, Université de Rouen Normandie. 5 mois. « Effet de produits naturels sur 
la germination et la croissance des tubes polliniques de tomate en conditions de stress thermique : 
recherche de marqueurs moléculaires de croissance et de stress ». Co-encadrant 

2017 : Marie Bourgeais, 1ere année école Ingénieur ESITECH. Université de Rouen Normandie. 1 
mois. « Etude de l’effet du 2F-Gal et du 2F-Ara sur la croissance et la composition pariétale de la 
paroi  de racine d’Arabidopsis thaliana ». 

3.4. Encadrement d’étudiants en licence ou BTS 

2004 : Charlotte Mesre, L3. Université Pierre et Marie Curie, Paris 6. 1 mois. « Evolution des sucres 
solubles dans les semences de blé après différentes durées de vieillissement accéléré ». 

2009 : Alexandre Allard, BTS. 3 mois. « Mise au point d’un test de criblage primaire d’une 
chimiothèque : étude de la sécretion du mucilage, de la germination et de la croissance des plantules 
d’Arabidopsis thaliana ».

2010 : Valentin Lemaistre, L3. Université de Rouen Normandie. 2 mois. « Effets d’une chimiothèque 
sur la germination, la croissance et le développement de plantules d’Arabidopsis thaliana ».

2016 : Sophie Guinant, L3. Université de Rouen Normandie. 2 mois. « Etude de l’effet de 
polygalacturonase exogène sur la croissance du tube pollinique d’Amaryllis ».  
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4. Valorisation et financement de la recherche 

4.1. Participation à des comités et jurys de thèse 

• Membre du comité de thèse d’Elissa NAIM. Thèse en cours à l’Université Pierre et Marie 
Curie, Paris 6. Directrice de thèse: Pr. H. Bouteau. « Oxidative modification of 
macromolecules and their impact on the quality of sunflower seed » 

• Membre invité du Jury de thèse de Marie Dumont. Thèse effectuée et soutenue à l’Université 
de Rouen Normandie le 10 juillet 2015. Directeurs de thèse : Pr. P. Lerouge et Pr. J-C. Mollet. 
« Rôle du rhamnogalacturonane de type II dans l’élongation cellulaire » 

• Membre du Jury de thèse de Christelle Leroux en qualité de co-encadrant. Thèse effectuée et 
soutenue à l’Université de Rouen Normandie le 7 septembre 2015. Directeur de thèse : Pr. J-
C. Mollet ; co-encadrant : Dr. A. Lehner. « Implication des pectines méthyl-estérases (PMEs) 
et de leurs Inhibiteurs (PMEIs) au cours de la germination du grain de pollen et de la 
croissance polarisée du tube pollinique chez Arabidopsis thaliana » 

• Membre du jury de thèse de Ludivine Hocq en qualité d’examinateur. Thèse effectuée et 
soutenue le 4 décembre 2015 à L’Université de Picardie Jules Verne. Directeur de thèse : Pr. 
J. Pelloux ; co encadrante : Dr. V. Lefebvre. « Les pectine-méthylestérases (PME) et leurs 
inhibiteurs (PMEI) : rôles dans la croissance de la racine et de l’hypocotyle chez Arabidopsis 

thaliana-caractérisation de leur interaction » 

4.2. Responsabilités scientifiques 

• Responsable scientifique de l’axe « Implication des pectine-methylestérases dans la croissance 
cellulaire » au sein du Glyco-MEV (2011-2016). 

• Co-Responsable scientifique de l’axe « polysaccharides pariétaux et croissance cellulaire » au 
sein du Glyco-MEV (depuis 2017). 

• Référent sectoriel du Carnot I2C, secteur Agroalimentaire et Agroressources 

4.3. Recherche de financements 

La liste présentée ci-dessous reprend les projets, financés ou non, dans lesquels ma participation dans 
la conception du projet, la réalisation du projet ou la direction du projet est détaillée. Les projets en 
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gras correspondent aux projets où j’interviens comme Responsable scientifique (rédaction et 
réalisation du projet).  

• GRR VATA: Alternatives agronomiques pour la qualité des sols et la protection des cultures 
 2010-2013: 148 000 €. Participation à la conception du projet de recherche et encadrement 
des travaux sur le criblage de chimiothèque en vue de trouver des nouveaux éliciteurs capables 
d’induire la défense des plantes.  

• ANR Jeune chercheur 2012 : 221 650 €, dépôt janvier 2012. Non financée. Responsable 
scientifique du projet sur le rôle des pectine-méthylesterases et de leurs inhibiteurs dans la 
germination et la croissance polarisée des tubes polliniques d’Arabidopsis thaliana.

• ANR-DFG SUBWALL, Cell wall targets of subtilisin-like serine proteases during cell 
elongation in Arabidopsis: 198 900 € dépot 2014. Non financée. Co-reponsable du work 
package WP2c et WP4 sur le phénotypage de mutant et la colocalisation subcellulaire et 
cellulaire des subtilases et des pectines methyl esterases. 

• Projet Interreg IVA « Trans Channel Wallnet » 2012-2015 : 272 000 €. Co-encadrement d’une 
partie des travaux de thèse de Marie Dumont sur le phénotypage de pollen mutant 
d’Arabidopsis thaliana et sur l’analyse du RG-II dans des lignées RNAi de tomates en 
collaboration avec l’INRA de Bordeaux. 

• ANR-DFG SUBWALL, Cell wall targets of subtilisin-like serine proteases during cell 
elongation in Arabidopsis: 186 300 € dépot 2015. Non financée. Co-reponsable du work 
package WP2c et WP4 sur le phénotypage de mutant et la colocalisation subcellulaire et 
cellulaire des subtilases et des pectines methyl-esterases. 

• Contrat de Recherche Glyco-MEV-TIMAC AGRO INTERNATIONAL (groupe 
Roullier) 2013 : 23 375 €. Co-responsable scientifique d’une étude sur les effets d’extraits 
naturels sur le pourcentage et la vitesse de germination du pollen d’espèces cultivées.  

• ANR PreGERM pollen transcriptomic remodelling: 260 500 €, dépot 2014. Non financée. 
Responsable scientifique du projet consistant à dresser une carte de l’expression de l’ensemble 
des gènes impliqués dans le remodelage des pectines  au cours de la germination du grain de 
pollen.

• Contrat de Recherche Glyco-MEV- TIMAC AGRO INTERNATIONAL (groupe 
Roullier) 2014 : 31 571 €. Co-responsable scientifique d’une étude sur l’effet d’extraits 
naturels sur l’induction des mécanismes de défense chez Solanum lycopersicum (tomate) et 
Arabidopsis thaliana.

• ANR GAPWARM Research of adaptative mechanisms involved in pollen germination 
and seed production in a context of global warming: 297 500 € dépot 2015. Non financée. 
Responsable scientifique d’un projet visant à trouver des marqueurs moléculaires liés à 
l’adaptabilité du pollen aux températures élevées.
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• GRR VASI LIPS Lutte Intégrée pour la Protection et la qualité Sanitaire des plantes (LIPS). 
2015-2018 : 280 000 €. Participation à la conception du projet et implication scientifique dans 
le volet 1 : Suivi des interactions plantes / pathogènes in vitro et identification de nouvelles 
molécules et d’agents de biocontrôle.

• BQR 2016 : projet transcriptome remodelage pectine paroi : 12 688 €. Responsable du 
projet, financement de l’achat d’un FastPrep, utilisé pour l’extraction d’ADN et d’ARN 
végétaux. 

• Contrat de Recherche Glyco-MEV- CMI (groupe Roullier) 2016 : 21 342 €. Co-
responsable scientifique d’une étude sur l’Effet d’extraits naturels sur la germination et la 
croissance des tubes polliniques chez Solanum lycopersicum (tomate) en conditions de stress 
thermique. 

• ANR ERA-CAPS MECHAGROWTIP Deciphering the effect of ROS, RNS, calcium, and cell 
wall integrity sensing on mechanical and growth properties of Arabidopsis pollen tubes: Dépôt 
2016. Non financée. Co-responsable du work package concernant l’approche 
pharmacologique et les analyses biochimiques sur le modèle tube pollinique. 

• ANR IP-DIP Imaging of Polymer Dynamics In Plants. 150 000 €. Dépôt 2016. Non financée. 
Participation à la conception du projet et implication scientifique dans la partie click-
chemistry in planta. 

• Contrat de Recherche Glyco-MEV- CMI (groupe Roullier) 2017 : 20 832 €. Co-
responsable scientifique d’une étude sur les « effets d’extraits naturels sur la germination et la 
croissance des tubes polliniques de tomate en conditions de stress thermique : Recherche de 
marqueurs moléculaires de stress et de croissance ».

4.4. Collaborations scientifiques 

Nationales 

Dr. Sophie Bouton, Université de Picardie Jules Verne, Amiens (2012-2014) : Analyse de 
l’expression des gènes codant pour des PME dans des grains de pollen secs, hydratés et germés. 

  
Dr. Valérie Lefebvre, Université de Picardie Jules Verne, Amiens (2016-2017) : Effet de 

l’application exogène de polygacturonases produites en système hétérologue sur la paroi de tubes 
polliniques d’Amarillys.  

Pr. Jérome Pelloux, Université de Picardie Jules Verne, Amiens (2015-2016) : Inhibition pH 
dépendante de PME à l’aide de PMEI produits en système hétérologue. Effet sur l’activité PME et le 
phénotype des tubes polliniques d’Arabidopsis thaliana.  

Pr. Hayat Bouteau, Université Pierre et Marie Curie, Paris 6 (depuis 2015) : Analyse des 
xyloglucanes de graines de tournesol dormantes et non dormantes. 
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Dr Pierre Baldet, INRA Bordeaux (2013-2015) : Analyse du Rhamnogalacturonane de type 2 
par gel d’électrophorèse dans des fruits de tomates sauvages et RNAi pour une GDP-D-mannose 
epimérase (SlGME1, SlGME2).  

Dr Denis Falconet, Université Joseph Fourier, Grenoble (depuis 2012): Impact de la 
galvestine sur la croissance polarisée des tubes polliniques de tabac et d’Arabidopsis thaliana. 

Dr Jean Claude Yvin, Timac-Agro, Groupe Roullier, Saint-Malo (2013-2014) : Etude de 
l’effet d’extraits naturels sur le pourcentage et la vitesse de germination du pollen d’espèces cultivées. 
Effet d’extraits naturels sur l’induction des mécanismes de défense chez Solanum lycopersicum

(tomate) et Arabidopsis thaliana.  

Dr Eric NGuema-Ona, CMI, groupe Roullier, Saint-Malo (depuis 2016) : Effet d’extraits 
naturels sur la germination et la croissance des tubes polliniques chez Solanum lycopersicum

(tomate) en conditions de stress thermique. 

Internationales 

Pr. Christophe Ringli, University of Zurich, Zurich, Suisse. 2013 : préparation et cryo-
fixation de tubes polliniques mutants (xxt1/xxt2 ; xeg113 ; xxt1/xxt2/xeg113). 2014 : Analyse des 
propriétés mécaniques de la plasticité de la paroi de tubes polliniques sauvages et mutants (pme48) par 
microscopie à force cellulaire. 

Pr. Ariel Orellana, Universidad Andres Belo, Santiago, Chili (2015) : extraction et analyse 
de la paroi de tubes polliniques de plantes déficientes en un transporteur d’UDP-glucuronic acid 
(uuat1). 

Dr. Mark Johnson, Brown University, Providence, USA (2011) : Etude phénotypique et 
immunolocalisation de composés pariétaux (AGP, galactan, xyloglucan) sur des tubes polliniques 
sauvages et mutants (gal11, gal13).  

L’ensemble de ces collaborations scientifiques a donné lieu à :  

7 publications :   
 ACL-17 Dumont et al., 2014 Annals of Botany 114, 1177-1188.
 ACL-19 Leroux et al., 2015 Plant Physiology 167, 367-380.
 ACL-21 Dumont et al., 2015 Bio-Protocol 5, e1502.
 ACL-25 Gilbert-Mounet et al., 2016 Journal of Experimental Botany 67, 4767-77. 

ACL-26 Saez-Aguayo et al., 2017 The Plant Cell 29,129-163.
 ACL-27 Hocq et al., 2017 Plant Physiology 173, 1075-1093.  
 ACL-28 Guénin et al., 2017 Journal of Experimental Botany, 68, 1083-1095. 

4 communications orales: ACTI-09, ACTI-11, ACTI-12, ACTN-07 
11 communications par affiches: AFF-12, AFF-14, AFF-15, AFF-17, AFF-19, AFF-22, AFF-24, AFF-25, AFF-26, AFF-
27, AFF-30
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4.5. Organisations de congrès (ORG) 

ORG-01 Driouich A, Vicré-Gibouin M, Lehner A. “From Dry Kalahari in South Africa to Wet 
Normandy”: Joint international meeting on revival plants in the era of global warming. 
University of Cape Town and University of Rouen. Espace Sciences H2O-Rouen. February 3-4th

2011. 90 participants. 

ORG-02 Mancuso S, Baluška F, Lehner A, Van Volkenburgh L, Kawano T, Yokawa K, Thuleau P,
Meimoun P, Errakhi R, Chedly A, Frachisse JM, Gakière B, Mithoefer A, Limami A, Bhatla S, 
Herbert E, Ninkovic V, Bouteau F. International Symposium on Plant Signaling and Behavior, 
Paris, France, June 29th - July 2rd 2015. 200 participants. 

4.6. Activité de reviewing 

Au cours de ces dernères années, plusieurs missions de reviewing m’ont été confiées par différents 
journaux scientifiques :  

• Plant Growth Regulation, 

• Planta  

• Annals of Botany  

• Journal of Experimental Botany 
• Scientific Reports 

4.7. Diffusion scientifique au grand public (INF) 

INF-01 Vivré-Gibouin M, Lehner A, Driouich A. Les plantes reviviscentes : une solution au 
réchauffement climatique ? 17ème édition de la fête de la science, Rouen, France. November 
14th-23rd 2008.  

INF-02 Lehner A, Dardelle F, Mollet JC. De la fleur à la graine : le fabuleux destin du pollen. 17ème

édition de la fête de la science, Rouen, France. November 14th-23rd 2008.  

INF-03 Lehner A, Vicré-Gibouin M, Farrant JM, Driouich A. 2010. Les plantes reviviscentes. 
Biofutur, 311, 50-55. 

INF-04 Lehner A, Dardelle F, Mollet JC. De la fleur à la graine : le fabuleux destin du pollen. 21ème

édition de la fête de la science, Rouen, France. October 10-14th 2012. 
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INF-05 Lehner A, Dardelle F, Mollet JC. De la fleur à la graine : le fabuleux destin du pollen. 22ème

édition de la fête de la science, Rouen, France. November 10-12th 2013.  

INF-06 Leroux C, Bouton S, Kiefer-Meyer MC, Morvan C, Pelloux J, Driouich A, Lerouge P, Lehner 
A, Mollet JC. Involvement of pectin methylesterase during imbibition and germination of 
Arabidopsis pollen grain. «Research Worth Spreading », Mock Conference, Rouen, France. 
March 21st 2014. 

INF-07 Laggoun F, Driouich A, Lerouge P, Lehner A, Mollet JC. Small molecules interfere with the 
tip-polarized growth of Arabidopsis and tomato pollen tube. «Research Worth Spreading », 
Mock Conference, Rouen, France. June 5th 2015. 

5. Production scientifique 

5.1. Articles dans des revues à comité de lecture (ACL) 

ACL-01 Bailly C, Leymarie J, Lehner A, Rousseau S, Côme D, Corbineau F. 2004. Catalase activity 
and expression in developing sunflower seeds as related to drying. Journal of Experimental 

Botany 55, 1-9. (IF2004 3.36) 

ACL-02 Lehner A, Bailly C, Flechel B, Poels P, Côme D, Corbineau F. 2006. Changes in wheat seed 
germination ability, soluble carbohydrate and antioxidant enzyme activities in the embryo 
during the desiccation phase of maturation. Journal of Cereal Science, 43, 175-182. (IF2006

2.05) 

ACL-03 Lehner A, Corbineau F, Bailly C. 2006. Changes in lipid status and glass properties in 
cotyledons of developing sunflower seeds. Plant and Cell Physiology, 47, 818-828. (IF2006 3.32) 

ACL-04 Lehner A, Chopera DR, Peters SW, Bohnert HJ, Mundree SG, Thomson JA, Farrant JM. 
2008. Protection mechanisms in the resurrection plant Xerophyta viscosa (Baker): Cloning, 
expression, characterization and role of XvINO1, a gene coding for a myo-inositol 1-phosphate 
synthase. Functional Plant Biology, 35, 26-39. (IF2008 2.25) 

ACL-05 Lehner A, Mamadou N, Côme D, Bailly C, Corbineau F. 2008. Changes in soluble 
carbohydrates, lipid peroxidation and antioxidant enzyme activities in the embryo during ageing 
in wheat grains. Journal of Cereal Science, 47, 555-565. (IF2008 3.03) 

ACL-06 Errakhi R, Meimoun P, Lehner A, Vidal G, Briand J, Corbineau F, Rona JP, Bouteau F. 
2008. Anion channel activity is necessary to induce ethylene synthesis and programmed cell 
death in response to oxalic acid. Journal of Experimental Botany, 59, 3121-3129. (IF2008 4.01) 

ACL-07 Lehner A, Meimoun P, Errakhi R, Madiona K, Barakate M, Bouteau F. 2008. Toxic and 
signalling effects of oxalic acid. Oxalic acid: natural born killer or natural born protector? Plant 

Signaling and Behavior, 3, 746-748. 
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ACL-08 Errakhi R, Dauphin A, Meimoun P, Lehner A, Reboutier D, Vatsa P, Briand J, Madiona K, 
Rona JP, Barakate M, Wendehenne D, Beaulieu C, Bouteau F. 2008. An early Ca2+ influx is a 
prerequisite to Thaxtomin A-induced cell death in Arabidopsis thaliana cells. Journal of 

Experimental Botany, 59, 4259-4270. (IF2008 4.01) 

ACL-09 Farrant JM, Lehner A, Cooper K, Wiswedel S. 2009. Desiccation tolerance in the vegetative 
tissues of the fern Mohria caffrorum is seasonally regulated. The Plant Journal, 57, 65-79. 
(IF2009 6.95) 

ACL-10 Meimoun P, Tran D, Baz M, Errakhi R, Dauphin A, Lehner A, Briand J, Biligui B, Madiona 
K, Beaulieu C, Bouteau F. 2009. Two different signaling pathways for thaxtomin A-induced 
cell death in Arabidopsis and tobacco BY2. Plant Signaling and Behavior, 4, 142-144. 

ACL-11 Meimoun P, Vidal G, Bohrer AS, Lehner A, Bouteau F, Rona JP. 2009. Intracellular Ca2+

stores could participate to abscisic acid-induced depolarization and stomatal closure in 
Arabidopsis thaliana. Plant Signaling and Behavior, 4, 830-835. 

ACL-12 Dardelle F, Lehner A, Ramdani Y, Bardor M, Lerouge P, Driouich A, Mollet JC. 2010. 
Biochemical and immunocytological characterizations of Arabidopsis thaliana pollen tube cell 
wall. Plant Physiology, 153, 1563-1576. (IF2010 6.45) 

ACL-13 Lehner A, Dardelle F, Soret-Morvan O, Lerouge P, Driouich A, Mollet JC. 2010. Pectins in 
the cell wall of Arabidospis thaliana pollen tube and pistil. Plant Signaling and Behavior, 10, 
1-4. 

ACL-14 Gribaa A, Dardelle F, Lehner A, Rihouey C, Burel C, Ferchichi A, Driouich A, Mollet JC. 
2013. Effect of water deficit on the cell wall of the date palm (Phoenix dactylifera ‘Deglet 
nour’, Arecales) fruit during development. Plant Cell & Environment, 36, 1056-1070. (IF2013

5.91). 

ACL-15 Mollet JC, Leroux C, Dardelle F, Lehner A. 2013. Cell wall composition, biosynthesis and 
remodeling during pollen tube growth. Plants, 2, 107-147. Revue sur invitation 

ACL-16 Paynel F, Leroux C, Surcouf O, Schaumann A, Pelloux J, Driouich A, Mollet JC, Lerouge P, 
Lehner A*, Mareck A*. 2014. Kiwi fruit PMEI inhibits PME activity, modulates root 
elongation and induces pollen tube burst in Arabidopsis thaliana. Plant Growth Regulation, 74, 
285-297. *Equal contribution of the senior authors. (IF2014 1.67). 

ACL-17 Dumont M, Lehner A, Bouton S, Kiefer-Meyer MC, Voxeur A, Pelloux J, Lerouge P, Mollet 
JC. 2014. The cell wall pectic polymer rhamnogalacturonan-II is required for proper pollen tube 
elongation: implication of a putative sialyltransferase-like protein. Annals of Botany, 114, 
1177-1188. (IF2014 3.65). 

ACL-18 Dardelle F, Le Mauff F, Lehner A, Bourrhis-Loutellier C, Bardor M, Rihouey C, Causse M, 
Lerouge P, Driouich A, Mollet JC. 2015. Pollen tube cell walls of wild and domesticated 
tomatoes contain arabinosylated and fucosylated xyloglucan. Annals of Botany, 115, 55-66. 

(IF2015 3.98). 
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ACL-19 Leroux C, Bouton S, Kiefer-Meyer MC, Tohnyui Ndinyanka F, Mareck A, Guénin S, 
Fournet F, Ringli C, Pelloux J, Driouich A, Lerouge P, Lehner A*, Mollet JC*. 2015. PECTIN 
METHYLESTERASE48 is involved in Arabidopsis pollen grain germination. Plant 

Physiology, 167, 367-380. (IF2015 6.28). * Equal contribution of the senior authors.

ACL-20 Lehner A, Menu-bouaouiche L, Dardelle F, Le Mauff F, Driouich A, Lerouge P, Mollet JC. 
2015. In silico prediction of proteins related to xyloglucan fucosyltransferases in solanaceae 
genomes. Plant Signaling and Behavior, 10, e1026023. 

ACL-21 Dumont M, Cataye C, Lehner A, Maréchal E, Lerouge P, Falconet D, Mollet JC. 2015. A 
Simple Protocol for the Immunolabelling of Arabidopsis Pollen Tube Membranes and Cell Wall 
Polymers. Bio-protocol 5(12): e1502.  

ACL-22 Dumont M, Lehner A, Loutelier-Bourhis C, Mollet JC, Lerouge P.2015. Analysis of Sugar 
Component of a Hot Water Extract from Arabidopsis thaliana Pollen Tubes Using GC-EI-MS. 
Bio-protocol 5(12): e1503. 

ACL-23 Dumont M, Lehner A, Bardor M, Burel C, Vauzeilles B, Lerouxel O, Anderson CT, Mollet 
JC, Lerouge P. 2015. Inhibition of fucosylation of cell wall components by 2-fluoro 2-deoxy-L-
fucose induces defects in root cell elongation. Plant Journal, 84, 1137-1151. (IF2015 5.47). 

ACL-24 Dumont M, Lehner A, Vauzeilles B, Malassis J, Marchant A, Smyth K, Linclau B, Baron A, 
Mas Pons J, Anderson CT, Schapman D, Galas L, Mollet JC, Lerouge P.2016. Plant cell wall 
imaging by metabolic click-mediated labelling of rhamnogalacturonan II using azido 3-deoxy-
D-manno-oct-2-ulosonic acid. Plant Journal, 85, 437-447. (IF2016 5.90). 

ACL-25 Gilbert-Mounet L, Dumont M, Ferrand C, Bournonville C, Monier A, Jorly J, Mori K, 
Lemaire-Chamley M, Atienza I, Hernould M, Stevens R, Lehner A, Mollet JC, Rothan C, 
Lerouge P, Baldet P.2016. Tomato GDP-D-mannose epimerase SlGME1 and SlGME2 play 
specific roles in cell wall biosynthesis during plant growth but show redundancy in terms of 
ascorbate synthesis. Journal of Experimental Botany, 67, 4767-4777. (IF2016 5.83). 

ACL-26 Saez-Aguayo S, Rautengarten C, Temple H, Sanhueza D, Ejsmentewicz T, Sandoval-Ibañez 
O, Doñas D, Parra-Rojas JP, Ebert B, Lehner A, Mollet JC, Dupree P, Scheller HV, 
Heazlewood JL, Reyes FC, Orellana A. 2017. UUAT1, a Golgi-localized UDP-uronic acid 
transporter, plays a role defining the polysaccharide composition of Arabidopsis seed mucilage. 
The Plant Cell, 29, 129-143. (IF2016 8.69). 

ACL-27 Hocq L, Sénéchal F, Lefebvre V, Lehner A, Domon JM, Mollet JC, Dehors J, Pageau K, 
Marcelo P, Guérineau F, Kolšek K, Mercadante D, Pelloux J. 2017. Combined experimental and 
computational approaches reveal distinct pH-controlled inhibiting capacities of Arabidopsis 
Pectin Methylesterase Inhibitors (PMEIs). Plant Physiology, 173, 1075-1093. (IF2016 6.45). 

ACL-28 Guénin S, Hardouin J, Paynel F, Müller K, Mongelard G, Driouich A, Lerouge P, Kermode 
A, Lehner A, Mollet JC, Pelloux J, Gutierrez L, Mareck A. AtPME3, a ubiquitous cell wall 
pectin methylesterase of Arabidopsis thaliana, alters the metabolism of cruciferin seed storage 
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proteins during post-germinative growth of seedlings. Journal of Experimental Botany, 68, 
1083-1095. (IF2016 5.83). 

ACL-29 Zahid A, Jaber R, Laggoun F, Lehner A, Remy-Jouet I, Pamlard O, Beaupierre S, Leprince 
J, Follet-Gueye ML, Vicré-Gibouin M, Latour X, Richard V, Guillou C, Lerouge P, Driouich 
A*, Mollet JC*. Holaphyllamine, a steroid, is able to induce defense responses in Arabidopsis 
thaliana and increases resistance against bacterial infection. Planta, DOI 10.1007/s00425-017-
2755-z. * Equal contribution of the senior authors. (IF2016 3.36) 

5.2. Communications dans des congrès nationaux et internationaux 

5.2.1. Conférences données sur invitation du comité d’organisation dans un congrès 
national ou international (INV) Le nom de l’orateur est souligné

INV-01 Corbineau F, Lehner A, Côme D. Recherche de critères physiologiques et biochimiques de la 
qualité des grains de blé. 23ème congrès du GETIS (Groupement des Experts des Technologies 
Industrielles des Semences), Deauville, France. March 27-28th 2003. 

INV-02 Corbineau F, Lehner A, Côme D. Facteurs d'altération de la qualité des semences de céréales. 
24ème congrès du GETIS, Le Touquet, France. May 30-31st 2004. 

INV-03 Lehner A, Côme D, Corbineau F. Appréciation de la qualité des semences à la récolte et au 
cours de leur conservation. 25ème congrès du GETIS, Paris, France. March 29-30th 2005. 

INV-04 Dardelle F, Lehner A, Ramdani Y, Bardor M, Lerouge P, Driouich A, Mollet J-C. 
Characterization of Arabidopsis thaliana pollen tube cell wall. Minisymposium Pollen Biology, 
ASPB-CSPP Annual Plant Biology Meeting, Montreal, Canada. July 31st - august 4th 2010. 

INV-05 Driouich A, Cannesan M-A, Durand C, Dardelle F, Bernard S, Percoco G, Plancot B, Lehner 
A, Follet-Gueye M-L, Moore J, Hadrami I, Farrant J, Lerouge P, Vicré-Gibouin M. La matrice 
extracellulaire végétale: propriétés fonctionnelles en lien avec les stress biotique et abiotique. 
XIIème congrès de l'AUF-BIOVEG Cluj-Napoca, Roumania. September 26-29th 2010. 

INV-06 Leroux C, Driouich A, Lerouge P, Mollet JC, Lehner A. Pectin methylesterases, calcium and 
cell wall remodeling during pollen grain germination in Arabidopsis thaliana. Plant Cell 
Signalling 2014, Paris, France. June 13th 2014. 

INV-07 Leroux C, Dumont M, Driouich A, Lerouge P, Mollet JC, Lehner A. Biosynthesis and 
remodelling of pollen tube cell wall. 1ere journée scientifiques Université Cadi Ayyad-
Université de Rouen, Marrakech, Morocco. April 22-24th 2014.  

INV-08 Dardelle F, Le Mauff F, Loutelier-Bourhis C, Bardor M, Rihouey C, Causse M, Lerouge P, 
Driouich A, Mollet JC, Lehner A. Solanaceae pollen tubes and vegetative organs have 
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structurally divergent cell wall xyloglucan. International Symposium on Plant Signaling and 
Behavior. Paris, France. June 29th-July 2nd 2015. 
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Préambule 
La partie scientifique de ce mémoire d’Habilitation à Diriger des Recherches est divisée en 
plusieurs sous châpitres correspondant aux thématiques de recherche qui m’ont été confiées, 
depuis mon doctorat jusqu’au poste de maître de conférences que j’occupe actuellement à 
l’Université de Rouen Normandie. Cela permet aux rapporteurs, qui doivent juger de mon 
aptitude à diriger des recherches d’avoir une vue de l’ensemble des travaux de recherche 
effectués. Chacun de ces sous chapitres est conclu par la synthèse des productions 
scientifiques du sujet décrit. La partie la plus conséquente correspond à mon activité depuis 
ma nomination à l’Université de Rouen Normandie. Les travaux qui y sont présentés ne 
représentent que les sujets dans lesquels je me suis investi en tant que responsable, co-
responsable, ou expérimentateur et dans lesquels mon implication a été très forte. La 
transdisciplinarité qui existe au sein des différents axes de recherche du Glyco-MEV m’a 
aussi permis de participer à de nombreux sujets, que je ne considère pas comme secondaires, 
mais où mon implication scientifique et technique a été moins importante. Les productions 
scientifiques issues de ces travaux (click chemistry, screening d’éliciteurs, PME3) 
apparaissent dans la partie production scientifique (chapitre 5, p. 13). Enfin, la synthèse des 
travaux de recherche se poursuit par une 7ème partie correspondant aux sujets de recherche que 
je développerai au cours des prochaines années au Glyco-MEV. 

6. Synthèse des travaux de recherche 

6.1. Doctorat, Laboratoire de Physiologie Végétale Appliquée 

Thème de recherche développé au cours du Doctorat (2002-2005) au laboratoire de Physiologie Végétale 

Appliquée (Université Paris 6) sous la direction du Pr. F. Corbineau : « Recherche d'indicateurs biochimiques 

de la qualité germinative au cours de la maturation et de la conservation des semences de blé ».

Le travail que j’ai effectué pour obtenir mon doctorat es sciences était partagé entre des 
travaux appliqués et des recherches plus fondamentales.  
 La partie appliquée de ce travail consistait à rechercher des indicateurs biochimiques 
permettant aux semenciers de mieux gérer leurs lots de semences dès la récolte et pendant la 
conservation. Deux thèmes principaux ont particulièrement été étudiés pour essayer de 
répondre aux problèmes rencontrés par les semenciers :  

• La mise au point d’un kit colorimétrique du dosage de l’activité de la catalase 
permettant de déterminer la viabilité des semences au cours de leur conservation. 
L’activité catalase semble en effet être un bon indicateur de la viabilité des semences 
de blé. 

• La mise au point d’un kit de dosage des sucres solubles (raffinose, saccharose et 
glucose) permettant de déterminer si les semences ont subi un début de germination 
sur pied avant la récolte. Ces travaux s’orientent, en particulier, vers la recherche d'une 
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relation entre la teneur en sucres solubles (raffinose et saccharose) des semences dès 
leur récolte et leur aptitude à la conservation. Un début de germination sur pied, même 
invisible à la récolte, entraîne une diminution du rapport raffinose/saccharose. En 
outre, les semences qui ont subi un début de germination sur pied sont 
particulièrement sensibles au vieillissement. 

L’ensemble des résultats de ces travaux sont confidentiels et appartiennent à la société 
Syngenta-Agro. 

Outre ce volet de recherche appliquée, mes travaux de thèse comportaient aussi une partie de 
recherche fondamentale, axée sur deux thématiques :

• l’évolution des systèmes de détoxication cellulaire au cours du développement des 
embryons sur la plante et après séchage. L’activité des principales enzymes 
intervenant dans l’élimination des formes actives de l’oxygène a été dosée (catalase, 
glutathion réductase, superoxyde dismutase). Les quantités d’H2O2 et de 
malondialdéhyde ont été mesurées. Par ailleurs, la teneur en sucres solubles des 
embryons a été suivie, par HPLC, au cours de la maturation des grains. Cette étude 
biochimique a été couplée à une étude physiologique des propriétés des semences au 
cours de leur développement (teneur en eau, vigueur et viabilité) afin de relier 
l’acquisition de la qualité germinative et la capacité des semences à se conserver à 
d’éventuels marqueurs biochimiques. 

• l’étude du métabolisme des sucres solubles au cours de la ré-imbibition des semences 
suivie ou non d’un début de germination. Cette étude a été menée avec des semences 
dormantes et non dormantes dans des conditions favorisant ou défavorisant leur 
germination. L’objectif principal de ce travail était de déterminer si l’aptitude à la 
germination des semences de blé est corrélée au métabolisme des sucres solubles.   

D’un point de vue fondamental, les travaux menés au cours de ces trois années de 
recherche ont permis d’apporter des précisions sur les mécanismes d’acquisition de la qualité 
des semences au cours de leur maturation sur la plante mère et au cours de leur conservation. 
La qualité des grains s’acquiert progressivement au cours de la maturation. Depuis la fin du 
remplissage jusqu’à la récolte, les activités des principales enzymes impliquées dans les 
mécanismes de détoxication cellulaire évoluent peu. La phase de maturation est associée à 
une synthèse de sucres solubles dans l’embryon ainsi qu’à une augmentation du rapport 
(raffinose/saccharose). En revanche, lors de la germination des grains, la teneur en raffinose 
des embryons diminue rapidement et elle est associée à une forte expression des gènes codant 
pour l’invertase et l’�-galactosidase. La diminution du raffinose n’est ni liée à la croissance de 
la radicule ni à la tolérance à la déshydratation des grains. L’accumulation du saccharose lors 
de la déshydratation des grains préalablement imbibés semble confirmer les nombreux 
travaux effectués sur les mécanismes mis en jeu dans la tolérance à la dessiccation. 
 Au cours de leur conservation, simulée par les traitements de vieillissement accéléré, 
les semences perdent progressivement leur aptitude à la germination. La résistance au 
vieillissement est variable d’un cultivar à un autre et dépend du génotype, de l’état 
physiologique des semences au moment de leur prélèvement, des conditions de conservations 
et du stade de germination lorsque le processus de germination sur pied se produit. La perte 
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de vigueur puis de viabilité des semences au cours des traitements de vieillissement accéléré 
est associée à une diminution de l’activité catalase et une baisse de la valeur du rapport 
(raffinose/saccharose). Sur le plan appliqué, il semble difficile de lier directement la 
diminution d’activité catalase à la perte de viabilité des grains puisqu’elle est dépendante des 
conditions de vieillissement accéléré testées. En revanche, si une activité catalase dosable ne 
prouve pas que les grains soient viables, il a été clairement montré que les semences dont 
l’activité catalase est nulle ne sont plus capables de germer. La teneur en sucre soluble est un 
bon critère pour évaluer le démarrage des processus de germination sur pied et par conséquent 
de l’augmentation de la sensibilité des grains à la conservation.  
 D’un point de vue appliqué, la transposition des travaux fondamentaux effectués sur 
les embryons à des mesures sur les grains entiers a permis de mettre au point deux outils de 
mesure simples et utilisables en routine au sein d’une entreprise. La mise au point de ces 
outils ainsi que leurs protocoles d’utilisation sont à l’usage exclusif de Syngenta-Agro.  
 La valeur du rapport (raffinose/saccharose) est un excellent indicateur (beaucoup plus 
précoce que le test de Hagberg habituellement utilisé) d’un début de germination sur pied. La 
diminution du rapport (raffinose/saccharose) observée dans les embryons est mesurable en 
travaillant sur le grain entier, et un dosage des sucres solubles à la récolte permettra désormais 
de pouvoir écarter les lots à risque au plus tôt après la récolte. En outre, le dosage de la 
catalase permet de suivre, à la récolte et au cours de la conservation des lots de report 
l’altération progressive de la viabilité des grains. Ces outils ont été utilisés de façon 
expérimentale au cours de la récolte 2005 dans les locaux de Syngenta-Agro et ont permis 
d’éliminer des lots qui avaient subi un épisode de germination sur pied et d’autres lots dont 
l’activité catalase était nulle. 

L’ensemble de ces travaux de recherche a donné lieu à :  

2 publications :  ACL-02 Lehner et al., 2006 Journal of Cereal Science 43, 175-182.
 ACL-05 Lehner et al., 2008 Journal of Cereal Science 47, 555-565.
  
4 communications orales: INV-01, INV-02, INV-03, ACTI-08 
4 communications par affiche: AFF-05, AFF-06, AFF-07, AFF-08

6.2. Post-Doctorat, Department of Molecular and Cell Biology 

Thème de recherche développé au cours du Post Doctorat (2006, 1 an) au sein du Department of Molecular and 

Cell Biology, University of Cape Town, sous la direction du Pr. J.M. Farrant. 

Le travail effectué a consisté à étudier la régulation de certains gènes candidats surexprimés 
lors de divers stress abiotiques, en particulier lors des stress hydriques et salins. La plante 
modèle utilisée dans le cadre de cette étude a été une monocotylédone nommée Xerophyta 

viscosa. Cette plante possède la particularité de survivre à une déshydratation très poussée 
alors que sa teneur en eau n’est plus que de l’ordre de 5%, de rester plusieurs mois à l’état sec 
et de retrouver la totalité de ses activités biochimiques et physiologiques au cours de la 
réhydratation (80 h). Cette plante constitue donc un excellent réservoir de gènes 
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potentiellement impliqués dans la résistance aux stress hydriques. Le but de ces recherches est 
d’identifier les principaux mécanismes impliqués dans la résistance à la déshydratation afin 
d’améliorer la résistance des plantes de grandes cultures aux périodes de sécheresse qui 
surviennent dans les régions semi-arides. L’analyse d’une banque d’ADNc générée à partir de 
plantes soumises à un stress hydrique a permis d’isoler plusieurs gènes surexprimés lors de la 
déshydratation. Le travail a consisté à i) cloner, ii) séquencer, et iii) étudier l’expression d’un 
de ces gènes et de sa protéine lors de différents stress (hydriques et salins) ou sous l’influence 
d’acide abscissique. Le gène isolé code pour une myo-inositol 1-phosphate synthase, enzyme 
clé impliquée dans la formation du myo-inositol. Ce gène ainsi que sa protéine sont 
surexprimés lors de stress salins, hydriques et sous l’influence d’acide abscissique. L’activité 
de l’enzyme a été déterminée de façon indirecte en dosant les sucres impliqués dans la voie 
métabolique de cette enzyme (saccharose, glucose, fructose, galactose, galactinol, inositol, 
raffinose et stachyose). Ces résultats ont mis en évidence une forte participation de cette 
enzyme lors de stress salins ou hydriques.  

Mes travaux de recherches ont aussi porté sur l’étude d’une fougère, Morhia 

Caffrorum, qui présente la particularité d’être à la fois tolérante et intolérante à la 
déshydratation. Au cours de l’été, cette plante est tolérante à la déshydratation, tolérance 
qu’elle perd au cours des mois d’hiver lors de sa période de reproduction. L’étude 
anatomique, physiologique et biochimique a été menée sur des fougères prélevées dans un 
état tolérant et intolérant et ont consisté en 1) une analyse des protéines de type Heat Shock 
(HSP), 2) des dosages des principales enzymes impliquées dans les systèmes de détoxication 
cellulaire (catalase, glutathion réductase, superoxyde dismutase), 3) des dosages des sucres 
solubles. 

L’ensemble de ces travaux de recherche a donné lieu à :  

2 publications :  ACL-04 Lehner et al., 2008 Functional Plant Biology 35, 26-39.
 ACL-09 Lehner et al., 2009 The Plant Journal 57, 65-79.

1 communication orale : ACTI-01 

6.3. ATER, Laboratoire d’Electrophysiologie des Membranes 

Thème de recherche développé au sein du laboratoire d’Electrophysiologie des Membranes (Université Diderot-

Paris 7) sous la direction du Pr. J-P. Rona et du Dr. F. Bouteau : « Implication des canaux ioniques dans la 

transduction du signal de mort cellulaire chez Arabidopsis thaliana ». 

Les travaux de recherche effectués avaient pour objectif de préciser le rôle des canaux 
ioniques dans la transduction du signal de mort cellulaire chez deux plantes modèles 
Arabidopsis thaliana et le tabac. Différents stress biotiques (phytotoxines) et abiotiques 
(stress salin, stress hyper osmotique) impliqués dans l’induction de la mort cellulaire ont été 
étudiés. L’implication des canaux ioniques a été étudiée par la technique de voltage imposé à 
électrode. Cette technique d’électrophysiologie permet de suivre au cours des stress 
l’évolution des courants ioniques au travers des membranes des cellules entières. Ces études 
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d’électrophysiologie ont été complétées par l’étude, en luminométrie, de la mort cellulaire et 
des variations en calcium cytosolique des cellules grâce à l’utilisation de cellules 
d’Arabidopsis thaliana et de tabac sur-exprimant un gène codant pour une aequorine.  
 Deux thématiques ont été étudiées et concernent 1) le rôle du calcium en tant que 
messager secondaire. Différents stocks de calcium (apoplastique, vacuolaire…) peuvent être 
impliqués dans la régulation de la concentration en calcium cytosolique en réponse à 
différents stress (biotiques et abiotiques) participant aux voies de signalisation amenant à des 
processus de mort cellulaire programmée. Les travaux ont consisté à étudier, lors de stress 
salin (NaCl) et non salin (mannitol), ainsi qu’à l’aide d’inhibiteurs sélectifs des canaux 
calciques (plasmalemme et tonoplaste) le degré et l’importance de la mobilisation du calcium 
dans la cellule dans l’induction de la mort cellulaire. Ces travaux ont été menés sur des 
cultures cellulaires de tabac aequorine. 2) des travaux portant sur une phytotoxine : l’acide 
oxalique. Cet acide, produit par de nombreux champignons nécrotrophes, induit la mort 
cellulaire des cellules d’Arabidopsis thaliana. Ces travaux ont mis en évidence le rôle des 
canaux anioniques, du pore de transition mitochondrial et de l’éthylène dans la transduction 
du signal de mort cellulaire en présence d’acide oxalique. Le but des recherches était de 
préciser l’implication d’un signal éthylène- ou mitochondrie- dépendant dans la mort 
cellulaire lors de l’infection des plantes par des champignons nécrotrophes.  

L’ensemble de ces travaux de recherche a donné lieu à :  

5 publications :  ACL-06 Errakhi et al., 2008 Journal of Experimental Botany 59, 3121-29. 
 ACL-07 Lehner et al., 2008 Plant Signaling and Behavior 3, 746-748.
 ACL-08 Errakhi et al., 2008 Journal of Experimental Botany 59, 4259-70. 
 ACL-10 Meimoun et al., 2009 Plant Signaling and Behavior 4, 142-144.
 ACL-11 Meimoun et al., 2009 Plant Signaling and Behavior 4, 830-835.

6 communications orales : ACTI-02, ACTI-03, ACTI-04, ACTI-05, ACTI-06, ACTI-07 

6.4. Maître de conférences, Laboratoire de Glycobiologie et Matrice 
Extracellulaire Végétale 

Les travaux présentés dans ce mémoire d’Habilitation à Diriger des Recherches concernent 
les projets développés au cours des doctorats de Flavien Dardelle et Marie Dumont au cours 
desquels je suis intervenu comme expérimentateur et les travaux de doctorats de Christelle 
Leroux, Ferdousse Laggoun et Jeremy dehors, au cours desquels j’ai été ou je suis 
directement impliqué comme responsable scientifique, encadrant ou co-encadrant. Les sujets 
de recherche présentés traitent principalement de la paroi du tube pollinique, de sa biosynthèe, 
sa composition et de son remodelage au cours de la croissance cellulaire Le modèle utilisé est 
le tube pollinique, cellule unique, dont la croissance rapide et polarisée en fait un excellent 
modèle expérimental.  
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La reproduction sexuée chez les plantes supérieures a une importance économique 
considérable puisqu’elle permet la production de graines. Ce processus commence lorsque le 
grain de pollen tombe sur le stigmate, se réhydrate et germe en formant un tube pollinique qui 
va croitre à travers le tissu de transmission femelle et transporter les gamètes à l’ovule et 
permettre la double fécondation et la production de graines. Le tube pollinique présente une 
croissance polarisée rapide qui nécessite la synthèse et la mise en place d’une grande quantité 
de membrane plasmique et de paroi. Ce transport massif de vésicules chargées de composés 
membranaires et pariétaux est entretenu par un cytosquelette dynamique. Le tube pollinique a 
également la capacité de percevoir divers signaux émis par le tissu de transmission femelle et 
les ovules qui permettent son guidage spatio-temporel à travers la matrice extracellulaire. 
Cette matrice extracellulaire est principalement constituée de pectines dont le rôle est de 
permettre aux tubes polliniques d’adhérer (Mollet et al., 2000). Les particularités de cette 
cellule unique, à croissance rapide et polarisée en font l’un des meilleurs modèles cellulaires 
pour l’étude de la biosynthèse, de la mise en place, du remodelage et de la capacité de la 
cellule à percevoir des signaux de guidage et d’adhésion. Les travaux présentés ci-dessous ont 
été réalisés depuis mon arrivée au Glyco-MEV, en septembre 2008. Ils sont la synthèse des 
travaux de thèse de Flavien Dardelle, Marie Dumont et Christelle Leroux. Ces travaux ont 
permis de caractériser la composition biochimique de la paroi des tubes polliniques ainsi que 
de préciser le role des pectines et de leurs modifications dans la croissance et la germination 
du pollen. 

6.4.1. Biosynthèse, localisation, caractérisation biochimique et remodelage des 
polysaccharides de la paroi du tube pollinique 

  
6.4.1.1. La paroi végétale 

Les cellules végétales sont entourées d'une matrice extracellulaire appelée 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 que biologiques. 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), la paroi 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 que 10% du génome code pour des gènes impliqués dans le 
métabolisme de la paroi chez Arabidopsis thaliana, regroupant la biosynthèse, le transport et 
le remodelage des molécules pariétales ainsi que la régulation de tous ces processus (McCann 
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et Carpita, 2008). De manière générale, la paroi primaire est de nature polysaccharidique et 
protéique. Trois familles de polysaccharides sont représentées : la cellulose, les 
hémicelluloses et les pectines ainsi que les protéines structurales et enzymes pouvant être 
glycosylées et qui résident dans cette matrice (Gibeaut et Carpita, 1994). Parmi ces protéines 
structurales de la paroi on trouve les glycoprotéines riches en hydroxyproline (HRGP : 
Arabinogalactane protéines, AGP et extensines) et les protéines riches en proline (PRP).   

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. Les 
travaux de thèse de Flavien Dardelle consistaient à déterminer la composition et la 
localisation des composés pariétaux de la paroi des tubes polliniques, en particulier celle de la 
plante modèle Arabidopsis thaliana (Fig. 1A).  

6.4.1.2. La paroi végétale du tube pollinique 
  

6.4.1.2.1. les �-glucanes 

Parmi les trois types de �-glucanes mis en évidence, seulement deux sont retrouvés dans la 
paroi du tube pollinique d’Arabidopsis thaliana : la cellulose et la callose (Fig. 1B, C). La 
dernière famille, les "Mixed-Linked Glucans" spécifique de certaines monocotylédones dont 
les Poaceae (Sørensen et al., 2008) et assimilée à la famille des hémicelluloses du fait de leur 
biosynthèse complexe dans l'appareil de Golgi ne sont pas retrouvées dans la paroi du tube 
pollinique d’Arabidopsis thaliana. 

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 la zone apicale 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 Arabidopsis thaliana suggérant que les 
microfibrilles de cellulose ne sont pas les seuls composants jouant 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).  

La biosynthèse de la callose est peu étudiée car elle est en général constitutivement 
peu abondante dans la paroi des plantes non stressées. En revanche, la biosynthèse et la mise 
en place de la callose dans les parois est très souvent associée à des stress biotiques ou 
abiotiques (Fujita et al., 2006). Néanmoins, certaines cellules contiennent naturellement de la 
callose ; c’est le cas des tubes criblés du phloème (Xie et al., 2011), du pollen et des tubes 
polliniques (Parre et Geitmann, 2005a). Enfin, la callose est présente dans la plaque cellulaire 
lors des divisions (Chen et Kim, 2009).  

La callose est un polysaccharide formé d'un enchaînement de résidus glucoses reliés 
par des liaisons en �-(1-3). Certains résidus glucosyles liés en �-(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 est effectuée au niveau de la membrane plasmique par les callose 
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synthases (CALS) (Hong et al., 2001 ; Verma et Hong, 2001). Parmi les 12 CALS, 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). La callose 
n’est pas répartie uniformément dans la paroi des tubes polliniques (Fig. 1B). En effet, 
comme nous l’avons montré pour Arabidopsis thaliana (Dardelle et al., 2010) et comme il 
avait précedemment été montré pour les tubes polliniques d’autres 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) la paroi des tubes est constituée de deux couches en 
arrière de la zone apicale, une interne enrichie en callose et une externe fibrillaire (Fig. 1D, 
E). A l’inverse, dans la région apicale, une seule couche est présente et ne contient pas, en 
condition normale, de callose.  

Figure 1. Tubes polliniques d’Arabidopsis thaliana, Coloration des �-glucanes et détail de la paroi du tube 
observé en microscopie électronique. A, tubes polliniques après 16 h de culture en milieu liquide. Les flèches 
indiquent les bouchons de callose. B, Coloration cytochimique des �-glucanes (callose) à l’aniline bleue. La 
flèche indique la présence d’un bouchon de callose. Noter l’absence de marquage dans la zone apicale (*). C.
Coloration cytochimique au calcofluor blanc montrant les bouchons de callose et la localisation des �-glucanes 
(callose et cellulose) dans la paroi. D, E, partie apicale et sub apicale d’un tube pollinique d’Arabidopsis thaliana

(D) et observation de la paroi de la partie subapicale en microscopie electronique à transmission montrant les 
deux couches pariétales (E). pg, grain de pollen. échelle = 50 µm (A-C), 10 µm (D) et 0,1 µm (E). Dardelle et al. 
2010

6.4.1.2.2. Les hémicelluloses  

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 �-(1-3,1-4)-glucanes (mixed-linkage glucans) ainsi que les 
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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). 

Lors de l’étude de la composition de la paroi du tube pollinique d’Arabidopsis 

thaliana, nous nous sommes particulièrement intéressés aux hémicelluloses de type 
xyloglucanes, les hémicelluloses les plus abondantes de la paroi primaire. Ce polymère est 
constitué d'une chaine principale �-D-Glcp liés en (1-4) pouvant être ramifiée en 0-6, par des 
chaines latérales de natures diverses (Fig. 2) contenant des résidus xylose, galactose et fucose 
chez la majorité des angiospermes (fucogalactoxyloglucanes) à l’exception des Lamiids 
(Solanacées) où le fucose n’est pas présent et est remplacé par l’arabinose branché sur le 
xylose (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 = �-D-Glcp non substitué ; X = �-D-Xylp-(1-
6)-�-D-Glcp ; S = X substitué par un �-L-Araf-(1-2) et L = X substitué par un �-D-Galp-(1-2) 
et F = L substitué par un �-L-Fucp (Fig. 2). Certains oses peuvent être O-acétylés et les motifs 
sont alors soulignés. 

  

  
Figure 2. Représentation schématique des principaux motifs de XyGs et leurs nomenclatures (Dardelle et al., 
2015). 

 Les épitopes associés aux XyGs sont détectés tout le long du tube pollinique 
d'Arabidopsis thaliana (Fig. 3A, B) et principalement dans la paroi externe fibrillaire (Fig. 
1E). 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 
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oligosaccharides dominants mono O-acétylés (XLXG / XXLG et XXFG) qui représentent 
plus de 68% des ions totaux (Fig. 3C). Ces résultats démontrent que la paroi du tube 
pollinique d'Arabidopsis thaliana a ses propres caractéristiques en comparaison avec d'autres 
types de cellules du sporophyte d'Arabidopsis 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'Arabidopsis 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).  

La singularité de la composition en XyG de la paroi du tube pollinique d’Arabidopsis 

thaliana nous a amené à étudier la composition des XyGs dans les tubes polliniques de 
tomate, Solanum lycopersicum, espèce dont les parties végétatives sont dépourvues de 
fragments fucosylés, mais qui contiennent des fragments arabinosylés (Fig. 2). Ces recherches 
ont été entreprises afin de déterminer si la présence en abondance de fragments fucosylés dans 
le tube pollinique était une caractéristique générale liée aux particularités mécaniques et 
adhésives de la paroi des tubes polliniques.  

Figure 3. Analyse des xyloglucanes du tube pollinique d’Arabidopsis thaliana. A, B, Immunomarquages des 
épitopes associés aux XyGs non fucosylés et fucosylés avec les anticorps LM15 (A) and CCRC-M1 (B), 
respectivement. C, Spectre MALDI-TOF des fragments de xyloglucanes obtenus après digestion à l’endo-
glucanase. Les différents fragments et leurs masses respectives sont indiqués. Les lettres en gras soulignés 
indiquent une O-acétylation (OAc). Echelle en A et B, 5 µm.  

Nos travaux ont porté sur l’étude des tubes polliniques de plusieurs espèces de tomates 
Solanum peruvianum, Solanum pimpinellifollium, Solanum lycopersycum var. Saint Pierre et 
Solanum lycopersicum var. wva106 et sur des cultures cellulaires de Solanum lycopersicum

cv. Dombito (Fig. 4A, D, G, J M). Nos résultats, analyses biochimiques et 
immunolocalisation à l’aide des anticorps LM15 et CCRC M1 montrent bien la présence de 
fragments fucosylés dans la paroi des tubes polliniques (Fig. 4). Les épitopes correspondant 
aux fragments fucosylés ne sont pas reconnus par CCRC M1 dans les cultures cellulaires de  
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Figure 4. Immunolocalisation fragments fucosylés (CCRC-M1) et non fucosylés (LM15) de xyloglucan dans des  
tissus végétatifs (A, B, C) et dans les tubes polliniques de différentes espèces de tomates de (D à O). P, Analyse 
MaldiTOF des fragments de XyG après digestion. 

Solanum lycopersicum cv. Dombito alors que la totalité des tubes polliniques des 4 autres 
espèces est clairement marquée par l’anticorps CCRC-M1 (Fig. 4C, F, I, L et O). Les 
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fragments non fucosylés sont retrouvés à la fois dans les cultures cellulaires et dans les tubes 
polliniques (Fig. 4B, E, H, K et N). Les analyses biochimiques des fragments libérés après 
digestion à l’endo-glucanase ont confirmé l’absence de fragments fucosylés dans les parties 
végétatives et leur présence dans les tubes polliniques (Dardelle et al., 2015). Plus surprenant, 
l’abondance des fragments fucosylés semble être le résultat de la pression de sélection 
puisque les proportions les plus importantes de fragments fucosylés sont retrouvées chez les 
espèces sauvages (Fig. 4P, Solanum peruvianum), les deux espèces cultivées Solanum

lycopersycum var. Saint Pierre et Solanum lycopersicum var. wva106 étant celles dont les 
parois contenaient les proportions de fucose les plus faibles. Une autre étude a démontré la 
présence de XyGs fucosylés dans les tubes polliniques de Nicotiana alata (Lampugnani et al., 
2013). L’analyse bio-informatique réalisée au laboratoire (Lehner et al., 2015) a permis de 
mettre en évidence dans plusieurs espèces de solanacées l’existence de gènes codant des 
protéines possédant une forte similarité avec les deux �1-2 galactoside fucosyltranferase 
(FUT) décrites à ce jour, AtFUT1 et PsFUT1 (Perrin et al., 1999 ; Faik et al., 2000) et 
possédant les motifs protéiques indispensables à l’activité de ces �1-2 galactoside 
fucosyltranférases. Trois gènes ont été trouvés chez Solanum lycopersicum

(Solyc07g047920.1, Solyc06g061210.2, Solyc03g115830.1), deux chez Solanum tuberosum

(PGSC0003DMG400033900, PGSC0003DMG400003781), deux chez Solanum melongena

(Sme2.5_14353.1_g00002.1, Sme2.5_00136.1_g00018.1) deux chez Nicotiana benthamiana

(NbS00022797g0009.1, NbS00026070g0016.1), trois chez Nicotiana tabacum

(mRNA_11650_cds, mRNA_55231_cds, mRNA_67630_cds, mRNA_120465_cds) et enfin 
deux chez Capsicum annuum (Ca03g29900 et Ca06g13300). Ces observations semblent 
indiquer que la fucosylation des XyGs dans la paroi des tubes polliniques aurait un rôle 
important qui reste à ce jour encore non élucidé. 

6.4.1.2.3. 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 Arabidopsis 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. Parmi les pectines on 
retrouve les homogalacturonanes (HG), les rhamnogalacturonanes de type I et II 
(respectivement RG-I et RG-II) (Zablackis et al., 1995), le xylogalacturonane (XG) 
(Zandleven et al., 2007). D’autres pectines comme l'apiogalacturonane chez la lentille d’eau 
ont été caractérisées (Schols et al., 1995 ; Hart et Kindel, 1970). 

• Le xylogalacturonane :  

Le xylogalacturonane possède une chaine principale du type HG où des résidus xyloses sont 
substitués en position C-3 de certains acides galacturoniques. Au cours des travaux de 
doctorat de Flavien Dardelle, nous avons mis en évidence la présence des épitopes associés 
aux xylogalacturonanes à l’aide de l’anticorps LM8 (Willats et al., 2004) dans les tubes 
polliniques d'Arabidopsis thaliana (Dardelle et al., 2010). Très peu de travaux existent à 
l’heure actuelle sur le rôle des XG dans la croissance cellulaire. Il semble que le gène 
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At5g33290 soit impliqué dans la synthèse du XG, mais puisque le mutant xgd1

(xylogalacturonan deficient 1) ne présente aucun phénotype visible au niveau de son grain de 
pollen ou de ses tubes polliniques (Jensen et al., 2008) tout laisse à croire que d'autres gènes 
sont impliqués dans la biosynthèse du XG dans le pollen. A ce jour, ils n’ont pas été 
caractérisés. 

• Le rhamnogalacturonane de type I (RG-I) : 

Le RG-I consiste en une chaîne principale du motif répété [�-(1-4)GalA-�-(1-2)-Rha] sur 
laquelle des ramifications de chaînes �-(1-5)-arabinanes, �-(1-4)-galactanes et/ou 
arabinogalactanes de type I peuvent être trouvées en position C-4 des résidus rhamnoses 
(Harholt et al., 2010). Le RG-I semble participer à la rigidification de la paroi puisqu’une 
paroi riche en chaînes galactanes sera deux fois plus rigide qu'une paroi dépourvue de ces 
chaines (McCartney et al., 2000). 

Au cours de nos études sur la composition et la localisation des polymères pariétaux 
des tubes polliniques d’Arabidopsis thaliana, nous avons mis en évidence la présence du RG-
I (Fig. 5A-D) à l’aide des anticorps LM6 et LM13, reconnaissant des épitopes associés aux 
arabinanes (Willats et al., 1998). La fluorescence est répartie uniformément le long de 
l'ensemble du tube pollinique chez Arabidopsis thaliana (Fig. 5A-D), Actinidia deliciosa

(Abreu et Oliveira, 2004) et chez Picea wilsonii (Chen et al., 2008) avec néanmoins une 
intensité de fluorescence plus importante à l’apex du tube (Fig. 5B, D). Depuis cette étude 
menée au laboratoire par Flavien Dardelle, 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) et un troisième anticorps, LM6-M, dérivé du LM6, possederait aussi une 
affinité plus grande pour les chaines de �-1,5-L-arabinan du RG-I (Cornuault et al., 2017). 
Ces anticorps n’ont pas été testés sur le tube pollinique. En revanche, nos travaux de 
microscopie électronique ont permis de déterminer que les arabinanes sont principalement 
détectés dans la couche externe de la paroi cellulaire chez Arabidopsis thaliana (Dardelle et 
al., 2010). En outre, l'analyse biochimique de la paroi cellulaire des tubes polliniques 
d’Arabidopsis thaliana a révélé une teneur importante en résidus arabinose (43%) provenant 
essentiellement des �-(1-5)-L-arabinanes des RG-I. D’autres études sur la paroi des tubes 
polliniques de Nicotiana alata (Lampugnani et al., 2013) ont confirmé la richesse de ces 
polymères dans la paroi des tubes polliniques.  

La raison de l’abondance des arabinanes dans la paroi des tubes polliniques n’est pas 
connue. Cependant, chez Arabidopsis 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). 
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Figure 5. Immunolocalisation des pectines dans les tubes polliniques d’Arabidopsis thaliana. A-D, 
Immunolocalisation des épitopes associés aux RG-I à l’aide des anticorps LM6 et LM13. E, F, 
Immunolocalisation des HG fortement (E) et faiblement methylestérifiés (F) à l’aide des anticorps JIM7 et JIM5 
respectivement. G, Immunolocalisation des épitopes associés au RG-II à l’aide de l’anticorps décrit par Matoh et 
al. 1998. Pg, grain de pollen ; la flèche indique l’apex d’un tube. *, anneau de fluorescence observé avec LM6 au 
niveau de la zone d’émergence du tube pollinique. Les barres d’échelle représentent 5 µm. 

• Les homogalacturonanes (HG):  

Les HG se composent de chaines d'acides galacturoniques (GalA) liés en �-(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. 
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 putatif (Mouille et al., 2007). Dans la paroi, ces groupements méthyles 
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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 interagir avec 
des ions Ca²� (Ralet et al., 2008) permettant l'association de plusieurs chaines de HG. Cette 
association établit la structure dite "boîte à œuf" (Jarvis et al., 2003 ; Micheli, 2001 ; Pelloux 
et al., 2007). En établissant des structures "boîte à œuf", les HGs se lient entre eux et 
rigidifient la paroi (Micheli, 2001 ; Pelloux et al., 2007). Ce modèle est cependant en parti 
remis en question puisque les travaux sur le développement des primordia foliaires montrent 
que la déméthylestérification des HG est couplée à une augmentation de l’élasticité de la 
paroi, et ce même en présence de calcium (Peaucelle et al., 2011).  

Des études d’immunomarquages réalisées au laboratoire sur les tubes polliniques avec 
des anticorps monoclonaux 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 avec les HGs fortement 
méthyl-estérifiés localisés principalement dans la zone apicale (lieu de sécrétion des HGs, 
Fig. 5E) et les HGs faiblement méthyl-estérifiés en arrière (Fig. 5F) 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). Le remodelage des pectines, et particulièrement des HG au cours de la 
croissance apicale des tubes polliniques est détaillé dans le chapitre résumant les travaux 
effectués sur le remodelage des pectines de la paroi par les PME et les PMEI. 

• Le rhamnogalacturonane de type II (RG-II). 

Le RG-II est constitué d'un squelette d'acide galacturonique sur lequel viennent se substituer 
cinq chaînes latérales notées A à D. 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 
acérique (Ace) (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 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 ; 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). 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). 



38 

Au cours de la thèse de Marie Dumont, nous avons été amenés à étudier le rôle du RG-
II dans le développement et la germination du pollen. Les immunomarquages effectués en 
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 (Dumont et al., 2014) et d’Arabidopsis thaliana (Fig. 5G ; Fig. 
6D). 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’Arabidopsis 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. 

Figure 6. Etude phénotypique du mutant sia2+/-. A, pourcentage de tubes dont les tubes présentent un phénotype 
normal, anormal ou éclatés chez le mutant héterozygote sia2+/- (noir) par rapport à des plantes sauvages (blanc). 
B, cinétique de germination du pollen sauvage (blanc) et mutant sia2+/- (noir). C, D, Immunolocalisation des 
des épitopes associés aux RG-II à l’aide de l’anticorps décrit par Matoh et al. (1998) chez les tubes polliniques 
du mutant heterozygote (sia2+/-). E-G, Phénotypes observés chez les tubes sia2+/- (F, G) par rapport au pollen 
sauvage (E). abn, anormaux ; bu, éclaté ; nor, normaux ; sh, court ; ung, non germés, wt, sauvage ; Les barres 
d’échelle représentent 50 µm. Analyse statistique : Student’s t-test, **P<0.01 et ***P<0.001. 

Chez Arabidopsis thaliana, 5 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 impliqués 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 sont stériles (Delmas et al., 2008). L’étude 
du mutant dont le gène coderait pour la CTP:3-deoxy-D-manno-2-octulosonate 
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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, 
l'élongation des tubes est anormale et les plantes stériles (Kobayashi et al., 2011). L'étude de 
deux mutants mgp (male gametophyte defective) et nos travaux sur le 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. En effet, mgp4, mutant KO pour 
une xylosyltransferase du RG-II (Liu et al., 2011) ainsi que mgp2, mutant KO pour une 
sialyltransferase-like 1 (Deng et al., 2010) et sia2+/- (Fig. 6) présentent des phénotypes 
similaires : nombreux tubes déformés et/ou éclatés (Fig. 6A, E-G) 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 (Fig. 6B).  
Notre étude a permis par ailleurs de montrer que les tubes sauvages, présentant un 

phénotype normal, parmi la population de mutant héterozygotes sia2+/- étaient correctement 
marqué par l’anticorps reconnaissant le RG-II (Fig. 6C, D) confortant l’hypothèse que 
l’absence de RG-II chez les mutants est à l’origine des phénotypes anormaux observés (Fig. 
6E-G). 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. 

6.4.1.2.4. Les protéines pariétales structurelles 

Si les travaux menés au Glyco-MEV au cours de ces dernières années se sont focalisés sur les 
polysaccharides pariétaux, la paroi primaire est aussi composée de protéines structurales qui 
peuvent être, ou non, glycosylées. Parmi ces protéines, les ArabinoGalactane Protéines (AGP) 
et les extensines ont été les plus étudiées. Ces glycoprotéines appartiennent à la famille des 
HRGP (Hydroxyproline-Rich GlycoProteins), et se caracterisent par une ossature 
polypeptidique riche en hydroxyprolines (Hyp) sur laquelle de larges fragments glycaniques 
sont insérés par O-glycosylation (Showalter, 1993). 

Les AGPs sont ubiquistes et constituées d’un squelette protéique représentant 1 à 10% 
de la masse totale. Cette partie protéique est riche en Hyp/Pro, Ser, Thr et Ala. Le séquençage 
du génome d’Arabidopsis thaliana (AGI, 2000), et l’analyse des données bioinformatiques 
ont permis la prédiction de 47 gènes codants des AGPs. Les AGPs sont classées en quatre 
catégories : les AGPs classiques, les AGPs riches en lysines (Lys-rich AGP), les AGs 
peptides et les fasciclin-like AGPs (Schultz et al., 2002). Une ancre 
glycosylphosphatidylinositol (GPI) membranaire est prédite sur la plupart des séquences de 
gènes codant les AGPs (Ellis et al., 2010). Cette ancre a été caractérisée chez le poirier (Oxley 
et Bacic, 1999) et la rose (Svetek et al., 1999) et pourrait être clivée sous l’action des 
phospholipases C ou D et ainsi libérer le protéoglycane dans la matrice extracellulaire. La 
partie polysaccharidique représente 90 à 99% du protéoglycane et est majoritairement 
composée d’arabinogalactanes de type II (AG II), c’est à dire, une chaine principale de �-
(1�3)-galactane décorée de courtes ramifications de galactanes liées en �-(1�6) terminées 
par des résidus arabinosyles liés en �-(1�3). Toutefois, les motifs retrouvés peuvent être 
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différents selon les espèces, les tissus et le stade de développement (Seifert et Roberts, 2007, 
Tryfona et al., 2010). 

Les extensines ont également un corps protéique riche en hydroxyproline puisqu’ 
environ 40% de la masse molaire provient de cet acide aminé. Ces protéines sont caractérisées 
par un motif Ser-Hyp4 avec une chaine oligosaccharidique de trois ou quatre arabinosyles sur 
chacun des Hyp. Ces extensines auraient la faculté de se dimériser de façon non covalente à la 
condition que le motif Val-Tyr-Lys ne soit pas retrouvé dans la séquence protéique 
(Kieliszewski et Lamport, 1994; Lamport et al., 2011). Enfin, les PRP (Proline Rich Protein), 
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 et leurs rôles sont disponibles dans la littérature. 

Des études immunocytochimiques ont dévoilé la présence des AGPs dans les tubes 
polliniques de nombreuses espèces (Jauh et Lord, 1996 ; Mollet et al., 2002 ; 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). Les AGPs ont la particularité 
de se lier de façon réversible à un antigène synthétique : le �-D-glycosyl de Yariv (Yariv et 
al., 1962 ; 1967). 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 et si l'on enlève le Yariv du milieu de culture un 
nouveau tube émerge alors en arrière de la zone apicale (Mollet et al., 2002). Le nouveau site 
d'émergence peut alors être prédit par la sécrétion localisée de nouveaux AGPs ce qui suggère 
que les AGPs ont un rôle dans la croissance polarisée (Cheung et Wu, 1999 ; Mollet et al., 
2002). Chez Arabidopsis thaliana, l’anticorps LM2 utilisé a 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) (Fig. 7A, B). 

Des travaux ont aussi mis en évidence le rôle de certaines AGPs dans la maturation du 
pollen. En effet, lorsque les gènes AGP6 et AGP11, spécifiquement exprimés dans le pollen 
d’Arabidopsis thaliana (Pereira et al., 2006) sont mutés, 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 %, les grains de pollen avortent ou dans certains cas 
germent précocement dans les anthères (Coimbra et al., 2009, Coimbra et al., 2010). 

L’ancre GPI qui permet l’attachement des AGPs à la membrane plasmique peut être 
clivée par les phospholipases C ou D (Svetek et al., 1999 ; Takos et al., 2000 ; Gaspar et al., 
2001 ; Testerink et Munnik, 2011). Les AGPs sont alors libérées dans l’apoplasme. Parmi les 
protéines prédites avec une ancre GPI, 11 seraient spécifiquement exprimées dans le pollen 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 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) ce qui confirme l’importance de ces glycoprotéines dans le développement des 
tubes polliniques. D’autre part, Les AGPs solubilisées après le clivage de l’ancre GPI 
pourraient servir d’intermédiaires à la transduction de signaux cellulaires. En effet, et malgré 



41 

la rareté des preuves expérimentales, la combinaison des caractéristiques principales des 
AGPs : i) localisation à la surface cellulaire, ii) présence probable dans les radeaux lipidiques, 
iii) libération contrôlée de la membrane plasmique par des stimuli et iv) complexité 
structurale des chaînes osidiques, fait des AGPs, ou des fragments d’AGPs, des candidats 
susceptibles d’exercer des fonctions de signalisation chez les plantes et dans les processus de 
reproduction des plantes (Coimbra et Pereira, 2012). 

Figure 7. Immunolocalisation des épitopes associés aux AGPs dans les tubes polliniques d’Arabidopsis thaliana (A, B) à 
l’aide de l’anticorps LM2. Les barres d’échelle représentent 20 et 5 µm respectivement pour les figures A et B. 

Leur abondance dans les tissus femelles principalement 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) renforce l’idée d’une implication 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).  

Les extensines sont aussi présentes dans la paroi des tubes polliniques (Rubinstein et 
al., 1995 ; Sommer-Knudsen et al., 1997). Le gène PEX1 (POLLEN EXTENSIN-LIKE 1) est 
spécifiquement exprimé dans le pollen de maïs et code une protéine riche en motifs (Ser-
Hyp�) (Rubinstein et al., 1995). Cette protéine est retrouvée dans la paroi interne du tube 
pollinique avec la callose. 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 de Nicotiana tabacum (Zhang et al., 2014). Par 
ailleurs, l’ajout d’un inhibiteur de la synthèse de l'hydroxyproline (3,4-déhydro-L proline) 
entraîne une diminution du contenu en hydroxyproline couplée à une diminution de la vitesse 
de croissance du tube pollinique et raccourci la longueur du style (Zhang et al., 2014). 
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L’ensemble de ces travaux de recherche a donné lieu à :  

5 publications :  ACL-12 Dardelle et al., 2010 Plant Physiology 153, 1563-76. 
 ACL-13 Lehner et al., 2010 Plant Signaling and Behavior 10, 1-4.
 ACL-17 Dumont et al., 2014 Annals of Botany 114, 1177-88. 
 ACL-18 Dardelle et al., 2015 Annals of Botany 115, 55-66. 
 ACL-20 Lehner et al., 2015 Plant Signaling and Behavior 10, e1026023.
  
5 communications orales : INV-04, INV-08, ACTN-01, ACTN-02, ACTN-04 

10 communications par affiche: AFF-09, AFF-10, AFF-11, AFF-13, AFF-16, AFF-18, AFF-20, AFF-21, AFF-23, AFF-
27 

6.4.2. Le remodelage des pectines de la paroi du tube pollinique au cours de la 
germination et de la croissance polarisée. 

Dans le cadre de la thèse de Christelle Leroux, nous nous sommes intéressés au remodelage 
des pectines au cours de la germination et de la croissance polarisé des tubes polliniques. Les 
résultats principaux de ce travail de doctorat sont présentés ci-dessous après la présentation 
des principaux systèmes de remodelage de la paroi. 

6.4.2.1. Le remodelage de la paroi 

La croissance cellulaire nécessite une biosynthèse et une sécrétion massive de 
composés pariétaux afin d’assurer l’élongation nécessaire à la paroi végétale. La croissance, 
anisotropique (zone d’élongation de la racine, hypocotyle) ou polarisée (poil absorbant, tube 
pollinique) requiert aussi une action essentielle des enzymes de remodelage des composés 
pariétaux afin d’assurer la souplesse nécessaire à l’expansion des cellules tout en contrôlant la 
rigidité pariétale afin de contenir la pression de turgescence. En outre, ces enzymes permettent 
de contrôler la forme propre à chaque type cellulaire (rectangulaire dans le cas de 
l’hypocotyle ou de la zone d’élongation de la racine ou cylindrique dans le cas du poil 
absorbant ou du tube pollinique). Du fait de sa croissance très rapide et polarisée à l’apex, le 
tube pollinique a rapidement été adopté comme modèle d’étude des systèmes de remodelage 
de la paroi en lien avec la croissance. De nombreux systèmes enzymatiques interviennent 
pour modifier les propriétés de la paroi végétale (Fig. 8). 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). 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 (Fig. 8). 
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6.4.2.2. Le remodelage des �-glucanes et des pectines de la paroi 

Les pectines, et en particulier les HG sont impliquées dans la modification de la plasticité 
pariétale, essentielle à la régulation de l’élongation des cellules. Les travaux menés au 
laboratoire visent à comprendre l’implication des enzymes de remodelage des pectines dans 
les processus d’élongation cellulaire. Les différents systèmes enzymatiques impliqués dans ce 
remodelage sont présentés ci-dessous.  

6.4.2.2.1. Les pectines lyases 

Les gènes codant des PLs (pectine lyases) et les PLLs (pectine lyases-like) sont fortement 
exprimés dans le pollen de tomate, de tabac, de luzerne et d'Arabidopsis thaliana (Wing et al., 
1989 ; Kulikauskas et McCormick, 1997). Plusieurs allergènes de pollen possèdent des 
activités PLLs (Marin-Rodriguez et al., 2002). 

Figure 8. Modèle représentant la mise en place des principaux polysaccharides pariétaux ainsi que les enzymes 
capables de les remodeler ou de les dégrader. (�) Les callose et cellulose synthases ainsi que les XyG et les 
pectines (RG-II, RG-1, HG) sont transportés dans des vésicules Golgiennes. Les HG sont synthétisés sous une 
forme fortement méthylestérifiée et pourraient être transportés en présence de complexes PME/PMEI. (�) Les 
vésicules sont acheminées à la membrane plasmique, où elles fusionnent avant de relarguer leurs contenus 
(polysaccharide et/ou enzymes de remodelage) dans la matrice extracellulaire. Les XyG sont exocytés sous leur 
forme mature, fucosylée. Les callose et cellulose synthases restent dans la membrane plasmique alors que les 
complexes PME/PMEI et les autres enzymes de remodelage sont relargués dans l’apoplasme (�). (�), Le XyG 
et les microfibrilles de cellulose interviennent probablement dans le relâchement pariétal, facilité par les XTH et 
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les expansines. (�) Les PME sont activées après leur séparation des PMEIs. Les PMEs deméthylestérifient les 
HG, favorisant la fixation des ions calcium et la formation de complexes entre chaines parallèles d’HG. La 
rigidité du tube est ainsi renforcée. Les PMEs pourraient rester dans l’apoplasme tandis que les PMEI seraient 
dégradés par des protéases ou recyclés par endocytose (�). De la même manière, l’excès de cellulose et de 
callose synthases pourrait être recyclé par endocytose. Les microfibrilles de cellulose pourraient aussi être 
endocytées après action des cellulases. (�) Des processus similaires pourraient exister avec la dégradation de la 
callose par des �-glucanases. Les principaux types d’enzymes (cellulases, �-glucanases, PLLs, PGs, PMEs, 
BGALs, �-xylosidases and �-arabinosidases, expansins et XTHs) qui pourraient être impliqués dans le 
remodelage ou la dégradation de la paroi du tube pollinique sont indiqués. Le chiffre associé aux enzymes 
correpond au nombre de gènes fortement exprimés dans le pistil (�) ou dans le tube pollinique (�) 
d’Arabidospis thaliana. BGALs, �-galactosidases; PGs, polygalacturonases; PLLs, pectate lyase-like; PMEs, 
pectine méthylestérases; PMEIs, Inhibiteurs de pectine méthylestérases; RG-I, rhamnogalacturonane-I; RG-II, 
rhamnogalacturonane-II; XTHs, xyloglucane endo-transglucosylase hydrolases; XyG, xyloglucane (Mollet et al.,

2013). 

  Chez Arabidopsis thaliana, parmi 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 (Fig. 8) (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 (Fig. 8) (Dai et al., 2007 ; Sun et Van Nocker, 2010 ; 
Jiang et al., 2014). 

  6.4.2.2.2. Les glycosides hydrolases 

Les glycosides hydrolases (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 glucidique. Celles impliquées dans le remodelage de la paroi cellulaire du tube 
pollinique appartiennent au GH3, 9, 10, 17, 28, 35, 43 et 51 (Mollet et al., 2013).  

Les endo-(1-4)-�-glucanases et les endo-(1-3)-�-glucosidases sont membres de la 
famille GH17 et GH9, respectivement (Mollet et al., 2013). Chez Arabidopsis thaliana, 25 
gènes codent pour des GH9 et 49 pour des GH17. Parmi les 25 CELLULASES putatives, 
deux sont fortement exprimées dans les grains de pollen et trois dans les tubes polliniques 
cultivés in-vitro (Mollet et al., 2013). 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 est enrichie en callose (Fig. 1 et 8) et 
plusieurs études ont montré que des traitements modérés avec des �-(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-�-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). 
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Les polygalacturonases (PGases) sont impliquées dans la dégradation des HGs. Six 
gènes codant pour des PGases sont fortement exprimés dans les tubes polliniques et un est 
exprimé dans le pistil (Fig. 8) 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 impliquées 
dans l'auto-incompatibilité (Tamari et Shore, 2006). Des PGases sont libérées lors de la 
réhydratation de 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.  

Deux gènes codant pour des �-galactosidases (�GALs) qui peuvent agir sur différents 
substrats dont les AGPs, des galactolipides, le RG-I, le RG-II et le XyG (Dey et Del 
Campillo, 1984) sont fortement exprimés dans les grains de pollen matures et 2 autres sont 
fortement exprimées dans le pistil (Fig. 8). D’autre part, 1 gène codant pour une �-xylosidase 
(Hruba et al., 2005) ainsi que deux gènes codant des �-xylosidases sont exprimés dans le pistil 
(Mollet et al., 2013).  

6.4.2.2.3 Les pectines méthylestérases  

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) qui comporte 66 gènes chez Arabidopsis 

thaliana (AGI, 2000). Ces enzymes sont fortement impliquées dans le remodelage de la paroi 
au cours de la croissance cellulaire. 

Plus précisement, dans le cas de la croissance polarisée du tube pollinique, les HGs 
sont synthétisés dans l'appareil de Golgi et déposés à l'extrémité de tube en expansion sous 
une forme hautement méthyl-estérifiée (Zhang et Staehelin, 1992) (Fig. 8). 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 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 (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. Ces influx 
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oscillatoires pourraient agir directement sur la formation des complexes PMEI-PME pH-
dépendant. 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.  

Parmi les 66 gènes codant des PMEs putatives dans le génome d’Arabidopsis thaliana, 
14 seraient spécifiques du pollen (Pina et al., 2005 ; Qin et al., 2009 ; Wolf et al., 2009 ; 
Mollet et al., 2013). On retrouve les 14 isoformes dans le zymogramme présenté dans la 
figure 9. De plus, le génome d'Arabidopsis thaliana contient 76 gènes codant 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'Arabidopsis 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'Arabidopsis thaliana (Ge et al., 2011). Chez 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). 

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 et ppme1 (Jiang et al., 2005; Tian et al., 2006). Le mutant vanguard1 (vdg1), dont 
le gène At2g47040 codant 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 PPME1, code une autre PME pollen 
spécifique, présente des anomalies au niveau de la forme des grains de pollen, ainsi qu'au 
niveau du taux de la germination, indiquant que 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 sa croissance en déstabilisant la paroi dans la zone 
subapicale du tube pollinique (Woriedh et al., 2013). Les travaux menés au laboratoire ont 
aussi mis en évidence l’interaction entre le PMEI de kiwi et la PME3 d’Arabidopsis thaliana, 
ainsi que l’effet du PMEI de kiwi sur la déstabilisation de la paroi des tubes polliniques 
(Paynel et al., 2014). Récemment, une étude de transcriptomique sur le pollen du lys a mis en 
évidence des gènes surexprimés dans le gamétophyte mâle par rapport aux organes végétatif, 
et parmi ceux-ci, on retrouve une PME ainsi qu'une PMEI (Lang et al., 2015).  

Au cours de la préparation du doctorat de Christelle Leroux, nous avons mis en 
évidence le rôle d’une PME pollen spécifique lors de la germination du grain de pollen. La 
caractérisation d’une lignée mutante pour le gène PME48 (pme48-/-) montre clairement le 
rôle de PME48 lors de la germination du grain puisque les mutants présentent une 
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germination très retardée in vitro (Fig. 9A) et in vivo (Leroux et al., 2015). Cette germination 
est accompagnée d’un phénotype particulier avec un début de germination, suivi d’un arrêt 
total de croissance, puis une seconde germination, en général à l’opposé de la première (Fig. 
9A). Ce second tube est capable de pousser, ce qui explique que le nombre de graine des 
mutants ne soit pas différent des plantes sauvages. Ce phénotype est observé pour 18% des 
grains de pollen mutants alors qu’il n’est observé que dans 3% des grains sauvages (Leroux et 
al., 2015). En outre, les tubes polliniques mutants sont plus fragiles puisque le pourcentage de 
tube éclaté est largement supérieur dans le mutant comparé au sauvage (Leroux et al., 2015). 
Nous avons relié le phénotype observé à un défaut d’imbibition de grain et à une diminution 
de l’activité PME dans les grains de pollen du mutant (Fig. 9B-D). En effet, les grains 
mutants s’imbibent moins vite que ceux du sauvage (Fig. 9B), et l’activité PME mesurée dans 
le pollen mutant est plus faible que celle mesurée dans le pollen sauvage (Fig. 9D). La 
diminution de cette activité correspond à la diminution de l’activité d’une PME dont le pI 
correspond à celle de la PME48 (Fig. 9C). En outre, l’intine des grains mutants contient des 
HG plus fortement méthylestérifiés que celle du sauvage révélant que l’absence de PME48 a 
un impact direct sur le degré de méthylestérification des HGs (Leroux et al., 2015). 
Finalement, nous avons pu réverser le phénotype des plantes mutantes en ajoutant du calcium 
au milieu de germination (Leroux et al., 2015).  

  

Figure 9. Caractérisation du mutant pme48-/-. A, phénotype observé lors de la germination in vitro du pollen 
pme48-/- et du sauvage. On distingue nettement un retard de germination ainsi que le phénotype de double 
germination présent chez le mutant. B, Estimation de la vitesse d’imbibition des grains mutants par rapport aux 
sauvages en estimant le ratio longueur/largeur des grains. C, Zymogramme présentant la répartition des activités 
des différentes isoformes de PME présentent dans le pollen sauvage et pme48-/-. La bande d’activité plus faible 
au pI situé entre 8.2 et 9 correspond au pI attendu de la PME48. D, Dosage de l’activité PME totale dans les 
grains de pollen sauvage et pme48-/-, exprimée en nmol de methanol libérées par µg de protéine et par minute. 
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L’ensemble de ces résultats a permis de mettre en évidence le rôle d’une PME dans la 
germination du pollen d’Arabidopsis thaliana. Un modèle schématisant la fonction supposée 
de cette PME48 est présenté dans la Figure 10. Il est fort probable que certaines PMEs, dont 
la PME48, agissent au cours de la déshydratation et démethylestérifient les HGs de l’intine 
permettant ainsi la formation des complexes entre les HGs et les ions Ca2+ (Fig. 10�). Au 
cours de l’imbibition (Fig. 10�), le calcium est libéré et permet en partie, de créer le gradient 
de calcium nécessaire à la germination du grain de pollen (Fig. 10�). Les HGs libérés du 
Ca2+ peuvent alors être dégradés par l’action de PGases et de PLL (Fig. 10�a) mais il est 
aussi possible que la fragilisation des HGs libérés de Ca2+ permette au tube en croissance de 
traverser l’intine à la faveur de la pression de turgescence (Fig. 10�b). L’ensemble de ces 
processus cellulaires permet la germination du pollen (Fig. 10�). 

Figure 10. Modèle théorique présentant le rôle des PMEs au cours de la maturation des grains de pollen et 
l’impact sur la mobilisation des ions calcium au cours de l’imbibition et de la germination (Leroux et al., 2015). 

6.4.2.2.4. Les inhibiteurs de pectine méthylestérases

Les PMEs peuvent être inhibées par des inhibiteurs, nommés PMEIs. L’axe de recherche que 
je dirige « étude de la régulation de la croissance cellulaire par les PMEs » s’intéresse aussi au 
rôle que peuvent jouer les PMEIs dans les mécanismes d’élongation cellulaire. Pour cela, le 
Dr. A. Mareck et moi-même, en étroite collaboration avec les Dr. V. Lefebvre et Pr. J. 
Pelloux de l’Université Picardie Jule Vernes, nous nous intéressons à la régulation de 
l’activité PME par les PMEIs et à son incidence dans la croissance des cellules.  
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Plusieurs études ont montré l’importance des PMEIs dans la croissance des tubes 
polliniques. Ainsi, comme précédement évoqué, un apport exogène du PMEI de maïs purifié 
(ZmPMEI1) sur des tubes polliniques de cette même espèce, altère sa croissance en 
déstabilisant la paroi dans la zone sub-apicale du tube pollinique (Woriedh et al., 2013). 
Récemment, 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'un PMEI (Lang et al., 2015).  

Nos travaux menés dans le cadre de cette étude sont assez récents, mais très 
prometteurs puisqu’ils ont déjà permis de mettre en évidence que le PMEI de kiwi est capable 
de se fixer et de former un complexe (1/1) à la PME3 d’Arabidopsis thaliana (Paynel et al., 
2014). D’autre part, le PMEI de kiwi entraîne une fragilisation de la paroi du tube pollinique 
d’Arabidopsis thaliana (Paynel et al., 2014) qui aboutit à la rupture et à l’éclatement du tube. 
Très récemment, nous avons montré, in vivo, en collaboration avec le Pr. J. Pelloux de 
l’Université de Picardie Jules Verne, et en utilisant le tube pollinique comme modèle 
cellulaire, que l’activité inhibitrice des PMEIs était bien pH dépendante (Hocq et al., 2017).  

L’ensemble de ces travaux de recherche a donné lieu à :  

4 publications :  ACL-15 Mollet et al., 2013 Plants 2, 107-147. 
 ACL-16 Paynel et al., 2014 Plant Growth Regulation 74, 285-297.
 ACL-19 Leroux et al., 2015 Plant Physiology 167, 367-380.
 ACL-27 Hocq et al., 2017 Plant Physiology 173, 1075-1093. 

4 communications orales: INV-06, INV-07, ACTN-07, ACTI-11 
7 communications par affiche: AFF-12, AFF-14, AFF-15, AFF-17, AFF-19, AFF-22, AFF-26 

6.4.3. Génétique chimique : criblage de chimiothèque et utilisation de petites molécules 
capables de perturber l’adhésion et la croissance polarisée des tubes 
polliniques. 

Les travaux présentés ci-dessous résultent pour part des travaux des thèses de Flavien 
Dardelle et de Ferdousse Laggoun. Ces travaux consistent à caractériser des mécanismes 
moléculaires impliqués dans l’adhésion des tubes polliniques et dans la croissance polarisée 
des cellules végétales. Le développement de cet axe de recherche dans les projets futurs du 
laboratoire Glyco-MEV a été initié au cours de ces dernières années en se focalisant sur le 
développement des outils moléculaires nécessaires à leur réalisation. Pratiquement, nous 
avons mis au point une matrice d’adhésion sur laquelle les tubes polliniques peuvent adhérer 
et croitre. En outre, afin d’étudier les mécanismes d’adhésion et de croissance polarisée, nous 
avons criblé une chimiothèque et isolé plusieurs molécules capables de perturber l’adhesion 
et/ou la croissance polarisée. Ces travaux sont présentés ci-dessous. 
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6.4.3.1. Rôle des pectines dans l’adhésion cellulaire 

L’adhésion et la séparation cellulaire sont des phénomènes très largement observés au cours 
du développement des plantes et jouent un rôle capital dans de nombreux mécanismes 
physiologiques, en particulier lors de la reproduction des plantes (Mollet et al., 2007). Dans la 
majorité de ces cas, la paroi cellulaire et plus particulièrement les pectines, ont été impliquées 
dans les mécanismes d’adhésion cellulaire (Mollet et al., 2000). La dégradation, la 
modification ou la réduction de la quantité de pectines dans la paroi de mutants dont les voies 
de biosynthèse sont perturbées, sont corrélées avec une séparation cellulaire ou une adhésion 
cellulaire anormale (Bouton et al., 2002). Cette étude consiste à étudier l’adhésion des tubes 
polliniques in vitro sur une matrice d’adhésion. Plus précisément, de caractériser, à l’aide 
d’une matrice extracellulaire pectique extraite à partir de feuilles, les motifs pectiques 
minimums permettant l’adhésion des tubes polliniques par des traitements enzymatiques. Des 
travaux antérieurs réalisés par Flavien Dardelle (Dardelle, 2011) ont montré que les pectines 
extraites de fleurs ou de feuilles d’Arabidopsis thaliana permettaient l’adhésion des tubes.  

Figure 11. Test d’adhésion des tubes polliniques en présence de la matrice pectique de feuilles d’Arabidopsis 

thaliana non digérée (A) ou digérée à la PGase (B), ou issue de pectines commerciales de citron présentant des 
degrés de méthylestérification différents 85% (C), 62% (D), 8,6% (E), et 85% traitées à la PGase (F). 

Afin d’étudier les mécanismes d’adhésion des tubes polliniques, un test d’adhésion in 

vitro a été mis au point sur le modèle développé chez le lys (Mollet et al., 2000). Ce test 
consiste à faire germer les grains de pollen en milieu liquide sur une matrice d’adhésion 
déposée dans le fond de plaques 96 puits. Après 6 h de culture, la plaque est observée avant et 
après rinçage. Le taux d’adhésion représente le nombre de tubes polliniques restant après le 
rinçage par rapport au nombre total de tubes présents avant rinçage, exprimé en pourcentage. 
Plusieurs matrices ont été testées. Des matrices constituées de pectines extraites de fleurs ou 
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de feuilles d’Arabidopsis thaliana ou des pectines commerciales de citron présentant 
différents degrés de méthylestérification ou des pectines digérées avec différentes enzymes 
commerciales ont été testées. 

L’adhésion des tubes polliniques sur la matrice composée de pectines de feuilles est de 
l’ordre de 40% alors qu’elle est supérieure à 90% avec les pectines de citron (Fig. 11A, C, D, 
E). La digestion des pectines de feuilles et de citron par une endo-polygalacturonase empêche 
totalement l’adhésion avec les pectines de feuille (Fig. 11B) et la réduit avec les pectines de 
citron (Fig. 11F). Cela suggère que la structure des HGs est impliquée dans l’adhésion.
L’analyse monosaccharidique des différents types de pectines indique que les pectines de 
citron sont constituées majoritairement d’HGs. En revanche, les pectines de feuille 
d’Arabidopsis thaliana sont composées d’un mélange d’HG et de RG-I ramifiés par des 
arabinanes, des galactanes et/ou des arabinogalactanes. 

Il est intéressant de noter qu’un traitement des pectines de feuilles à l’endo-
arabinanase induit une perte des épitopes associés aux chaines d’arabinane du RG-I mais 
n’induit pas de changement significatif du taux d’adhésion (42,9% à 51,2%). En revanche, 
lorsque les chaines de galactanes sont digérées par une endo-galactanase, l’adhésion est 
significativement perturbée. Enfin, lorsque la matrice utilisée est composée de pectines 
extraites du mucilage de graines d’Arabidopsis thaliana, composées à 97,7% de chaines 
principales de RG-I (Macquet et al., 2007), aucune adhésion n’est observée. Il semble donc 
que la chaîne principale du RG-I seule ainsi que les chaines latérales arabinanes du RG-I ne 
soient pas importantes pour l’adhésion des tubes polliniques. En revanche, les chaînes 
galactanes sembleraient jouer un rôle important. Des travaux complémentaires sont en cours 
afin de préciser les motifs pectiques impliqués dans l’adhésion des tubes. 

6.4.3.2. Génétique chimique : perturbation de la croissance polarisée 

Le tube pollinique représente certainement le meilleur modèle cellulaire pour étudier les 
mécanismes de signalisation, de biosynthèse, de mise en place et de remodellage de la paroi 
au cours de la morphogénèse cellulaire. Bien sûr, les poils absorbants possèdent aussi une 
croissance polarisée, mais elle est plus lente que celle des tubes polliniques et surtout leur 
longueur est régulée par des facteurs de transcription de type ROOTHAIR DEFECTIVE SIX-
LIKE (RSL) (Honkanen and Dolan, 2016). En outre, la vitesse de croissance des tubes 
polliniques est plus rapide que celle des poils absorbants et peut atteindre 4 µm s-1 (Michard et 
al., 2017). Mis à part ces différences, la croissance apicale polarisée des poils absorbants et 
des tubes polliniques est caractérisée par la biosynthèse, l’exocytose et le remodellage de 
composés pariétaux, par des gradients ioniques dans la zone apicale et par une dynamique 
importante du réseau d’actine qui supporte l’élongation cellulaire (Gu and Nielsen, 2013 ; 
Ketelaar, 2013 ; Mendrinna and Persson, 2015 ; Mangano et al., 2016). Cependant, 
l’utilisation des techniques de génomique fonctionnelle n’est pas toujours possible puisque 
certaines mutations entrainent l’infertilité des lignées sélectionnées, et donc l’absence ou la 
lethalité de graines homozygotes. Par conséquent, nous avons développé des outils 
moléculaires capables de perturber la croissance polarisée des tubes polliniques afin de 
pouvoir étudier les mécanismes impliqués dans la régulation de la croissance apicale. Pour 
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cela, un accord de transfert de matériel a été signé entre le Glyco-MEV et le CERMN (Centre 
d’Etudes et de Recherche sur le Médicament de Normandie) UPRES EA3915 et une 
chimiothèque comptant 11234 composés (représentant 250 familles de molécules) a été mise 
à notre disposition. Le criblage des chefs de famille de cette chimiothèque a permis de 
sélectionner 2 composés qui perturbent la croissance du tube pollinique, les molécules 42 et 
146 dont les structures sont données dans la Figure 12. 
 Afin de préciser le rôle de ces molécules dans la desorganisation de la croissance 
apicale, les dynamiques des filaments d’actine et des vésicules d’exocytose ont été suivies par 
microscopie confocale. La visualisation des filaments d’actine a été suivie à l’aide d’une 
lignée d’Arabidopsis thaliana exprimant une construction pLAT52::LifeAct-mEGFP (Vidali 
et al., 2009). Ces plantes expriment, à l’aide d’un promoteur pollen spécifique (LAT52) une 
sonde spécifique de l’actine et couplée à la GFP. Cette construction n’affecte pas le 
développement du pollen et permet de visualiser spécifiquement les filaments d’actine et de 
suivre leur évolution au cours de la croissance des tubes (Vidali et al., 2009). 

La dynamique de l’exocytose a été suivie par microscopie confocale à l’aide d’une 
lignée d’Arabidopsis thaliana contenant la construction pCL::CRIB4-GFP (Rong et al., 
2016). Cette construction contient le domaine CRIB4 (Cdc42/Rac-inter-active binding 4) de 
la proteine RIC4 (Rop-interactive CRIB motif–containing proteins 4), exprimé sous le 
contrôle du promoteur pollen spécifique LAT52. Les domaines CRIB interragissent avec les 
protéines ROP (Rho-Related GTPase from Plants), membres de la famille des Rho GTPase, 
régulateurs essentiels de la croissance apicale et de la croissance polarisée de plusieurs types 
cellulaire (Kost et al., 1999; Li et al., 1999; Molendijk et al., 2001; Fu et al., 2002; Jones et 
al., 2002). En particulier, ROP1, a été impliquée dans la croissance apicale des tubes 
polliniques (Kost et al., 1999; Li et al., 1999). Les ROPs sont activées sur la membrane 
plasmique des tubes polliniques (Hwang et al., 2005) et sont les principaux régulateurs de sa 
croissance puisqu’elles sont impliquées dans l’établissement du gradient de calcium et la 
dynamique des filaments d’actine qui sont indispensables à l’exocytose des vésicules dans la 
zone apicale du tube (Lin et al., 1996; Lin and Yang, 1997; Li et al., 1999; Fu et al., 2001; Gu 
et al., 2005; Hwang et al., 2008; Chang et al., 2013). L’utilisation de cette lignée transgénique 
permet donc de suivre la localisation de l’exocytose dans les tubes polliniques.  

Après 6 h de germination, les tubes polliniques témoins continuent à croître et 
présentent une forme cylindrique régulière et une zone apicale semi-circulaire caractéristique 
(Fig. 12B). L’actine n’est pas répartie uniformément, mais forme un collier, l’actine fringe, 
juste en arrière de l’apex du tube (Fig. 12A) et est absente de l’apex. Les phénotypes observés 
après 6 h de culture en présence des molécules 42 et 146 sont différents. La molécule 42 
induit une déformation : un boursoufflement de la partie apicale (Fig. 12D) associé à la 
présence d’une grande vacuole. Les tubes cessent de croitre après 2 h et l’actine fringe n’est 
plus présente dans la zone apicale (Fig. 12C). On note l’apparition d’anneaux d’actine en 
arrière de la région subapicale (Fig. 12C). Ces anneaux, déjà observés dans le grain de pollen 
lors de la germination (Vogler et Sprunck., 2015, Vogler et al., 2015) pourraient servir de 
réserve d’actine, rapidement mobilisable au cours de la germination (Vogler et Sprunck., 
2015). Dans notre cas, nous n’avons pas d’explication à la présence de ces structures. Les 
traitements effectués avec la molécule 146 modifient aussi la répartition de l’actine dans le 
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tube pollinique. On trouve en effet une accumulation d’actine au niveau de l’apex du tube 
(Fig. 12E, G) et une actine fringe moins marquée ou absente (Fig. 12E, G).  

Figure 12. Structure des molécules perturbant la croissance apicale et effets sur l’organisation du réseau de 
filament d’actine après 6 h de culture. La lignée d’Arabidopsis thaliana contenant la construction 
pLAT52::lifeact-mEGFP a été utilisée afin de visualiser l’actine en microscopie confocale. Les images en 
lumière transmise correspondantes apparaissent en niveau de gris. A-B, témoin ; C-D, tubes traités avec la 
molécule 42 ; E-H, tubes traités avec la molécule 146. Af, Actine Fringe ; v, Vacuole ; *, Actine en anneau. Les 
parties cerclées indiquent l’accumulation anormale d’actine à l’apex du tube. Les barres d’échelles représentent 5 
µm. 

La répartition de ROP1, visualisée à l’aide de la construction pCL::CRIB4-GFP est 
caractéristique de celle décrite dans la littérature (Hwang et al., 2005) et est localisée 
uniquement à l’apex (Fig. 13B, C). Les traitements avec les molécules 42 et 146 perturbent 
l’exocytose puisque la localisation de ROP1 est affectée dans les tubes traités. ROP1 n’est 
plus marquée par CRIB4 sur la partie apicale des tubes traités avec la molécule 42 (Fig. 13E, 
F) et est anormalement repartie sur les parties sub-apicales lors de traitements avec la 
molécule 146 (Fig. 13H, I). D’autre part, l’oscillation de ROP1 qui serait à l’origine des 
oscillations calciques dans la zone apicale (Hwang et al., 2005) n’est plus visible sur les tubes 
traités avec la molécule 146. En revanche, on observe un déplacement de la fluorescence sur 
la membrane plasmique des tubes au cours du temps (Fig. 14). On distingue nettement sur la 
Figure 14 que ROP1, plutôt localisée sur la partie haute de la zone apicale (Fig. 14, 0 s), se 
déplace vers la partie basse (Fig. 14, 27 et 36 s) avant d’occuper toute la zone apicale (Fig. 14, 
57 s) puis de se relocaliser vers la partie basse (Fig. 14, 90 s) avant de se déplacer à nouveau 
vers la partie haute (Fig. 14, 114 s). Pendant ce temps, le tube ne croît plus et la croissance 
apicale reprend à nouveau après 168 s (Fig. 14). Ces changements de localisation de ROP1, et 
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donc de perturbation de l’exocytose induisent une croissance saccadée et multi-directionnelle 
en « zig-zag » (Fig. 13 G), contrairement au tube témoin dont la croissance uni-directionnelle 
lui permet de conserver sa forme cylindrique (Fig. 13A).  

Figure 13. Effets des molécules sur la répartition de ROP1 dans la membrane plasmique des tubes polliniques 
après 6 h de culture. La lignée d’Arabidopsis thaliana contenant la construction pCL::CRIB4-GFP a été utilisée 
afin de visualiser ROP1 en microscopie confocale. A, D, G, Images en lumière transmise ; (B, E, H) images de 
microscopie confocale (filtre FITC) ; C, F, I, images recolorées à l’aide du filtre Blue Orange icb (Image J, 
Abramoff et al., 2004). A-C témoin ; D-F, tubes traités avec la molécule 42 ; G-I, tubes traités avec la molécule 
146. v, Vacuole ; Les parties surlignées en pointillés indiquent la repartition de ROP1. Les barres d’échelles 
représentent 5 µm. 

Figure 14. Evolution de la localisation de ROP1 sur un tube pollinique traité avec la molécule 146 pendant 6 h. 
La lignée d’Arabidopsis thaliana contenant la construction pCL::CRIB4-GFP a été utilisée afin de visualiser 
ROP1 en microscopie confocale. Les images sont recolorées à l’aide du filtre Blue Orange icb afin de mieux 
visualiser la localisation de ROP1 (Image J, Abramoff et al., 2004).  

Outre la modification du déroulemement de l’exocytose et la répartition du réseau 
d’actine, les perturbations engendrées par l’action de ces molécules ont pour effet de modifier 
la distribution des composés de la paroi des tubes polliniques. En effet, la callose, absente de 
l’apex des tubes chez le témoin (Fig. 15A), est accumlée dans zone apicale des tubes 
polliniques traités avec les molécules 42 et 146 (Fig. 15B-E). D’autre part, 
l’immunolocalisation des épitopes associés aux HG faiblement méthylestérifiés à l’aide de 
l’anticorps LM19 met en évidence un remodelage de la paroi des tubes polliniques sous l’effet 
des traitements avec les molécules.  
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Figure 15. Observation de la callose et des épitopes associés aux homogalacturonanes HGs faiblement 
méthylestérifiés. La callose est colorée à l’aniline bleue sur des tubes polliniques traités ou non avec les 
molécules. A, tubes témoins ; B, C, tubes traités avec la molécule 42 ; D, E, tubes traités avec la molecule 146. 
Les HGs faiblement méthylesterifiés sont marqués par l’anticorps LM19 sur des tubes témoins (F) ou traités 
respectivement par la molécule 42 (G) et 146 (H). Les cercles en pointillés indiquent l’apex des tubes 
polliniques. Les flèches montrent la présence d’HG faiblement méthylesterifiés à l’apex des tubes. Les * 
indiquent l’éclatement des tubes. Les barres d’échelles représentent 10 µm. 

Lorsque des tubes polliniques croissent dans un milieu de germination témoin, la 
répartition des HGs dans la paroi du tube pollinique est répartie en deux zones (Fig. 5). A 
l’apex du tube, les HGs sont exocytés sous une forme méthylée et sont déméthylés en arrière 
de la zone apicale. Ces changements sont associés à une réorganisation structurale de la paroi 
qui lui confère la plasticité et la résistance nécessaires pour maintenir la forme cylindrique du 
tube et la croissance apicale. Dans les tubes polliniques témoins, le marquage des HGs 
faiblement méthylés est faible, voire absent de la zone apicale (Fig. 15F). En revanche, les 
tubes traités ont un marquage assez intense dans la zone apicale, ce qui traduit la présence de 
HGs faiblement méthylés (Fig. 15 G, H) à l’apex. Ce remodelage de la paroi consécutif à la 
desorganisation de l’excrétion des vésicules pourrait expliquer l’arrêt de la croissance des 
tubes traités avec la molécule 42 ainsi que l’appartion d’une extrémité boursoufflée. Dans le 
cas des traitements avec la molécule 146, on note la présence de fuite de cytoplasme (marqués 
par des * sur la figure 15H) ainsi qu’une répartition anormale des HGs faiblement méthylés. 
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Les HGs faiblement méthylés sont en effet présents au niveau apical et sont répartis de façon 
hétérogène le long du tube, avec un marquage plus intense dans les zones où le tube change 
de direction (Fig. 15H).  

Figure 16. Quantification de l’accumulation des ROS par la mesure de la fluorescence de la sonde CM-
H2DCFDA. Les images obtenues au microscope confocal (exitation 488 nm, emission 500-535 nm) sont traitées 
en niveau de gris à l’aide du logiciel Image J afin de déterminer la valeur moyenne d’intensité des pixels sur une 
surface de tube donnée. Les acquisitions sont effectuées pendant 10 minutes, après 3 durées de traitement (2, 4 et 
6 h) avec les molécules 42 et 146 ou à l’aide du DMSO (témoin).  

Le suivi de l’accumulation des ROS après traitements avec les molécules 42 et 146, 
sur des tubes cultivés pendant 2, 4 ou 6 h montre une augmentation rapide des ROS avec la 
molécule 42 (Fig. 16), dès 2 h de traitement, puis un niveau de ROS stable et proche du 
témoin. Ce résultat semble logique puisqu’après 2 h de traitement, les tubes cessent de croitre 
en présence de la molécule 42 (Fig. 12). En revanche, le traitement avec la molécule 146 
s’accompagne d’une accumulation de ROS plus tardive, visible après 4 h de traitement, et 
maintenue à un niveau élevé après 6 h de traitement (Fig. 16).  

L’ensemble de ces travaux de recherche a donné lieu à :  

2 communications orales : ACTN-10, INF-07  
4 communications par affiches: AFF-24, AFF-26, AFF-29, AFF-32
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Les résultats obtenus avec ces inhibiteurs de la croissance polarisée du tube pollinique 
suggèrent l’existence d’un lien direct entre la production de ROS, les modifications de la 
paroi, l’exocytose et la croissance polarisée. Plusieurs travaux ont démontré 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 (Potocky 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). Au cours du doctorat de 
Christelle Leroux nous avons mis en évidence le lien entre la germination du grain de pollen, 
le remodelage de la paroi et le calcium. En effet, les grains de pollen pme48 cultivés in vitro

présentent un retard considérable de germination (moins de 10% après 24 h de culture contre 
90% chez le sauvage). Ce défaut de germination peut être restauré si le milieu de culture est 
supplémenté par du calcium, suggérant un rôle important de cet élément dans la signalisation. 
Le remodelage de la paroi du grain de pollen, au cours de sa maturation, par la PME48 
permettrait donc de séquestrer le calcium via les HGs faiblement méthylestérifiés qui sera 
nécessaire lors de la germination du grain de pollen (Leroux et al., 2015). D’ailleurs, un autre 
lien entre le calcium, la germination du pollen et la croissance du tube pollinique a été mis en 
évidence par l’étude du mutant npg1 (no pollen germination1) (Golovkin & Reddy, 2003). Le 
gène NPG1 code une « calmodulin-binding protein » spécifique du pollen. Les calmodulines 
(CALcium MODULated proteINS) sont capables de fixer le calcium et de moduler les 
signaux calciques. Plus récemment, ces mêmes auteurs ont montré que cette NPG1 pourrait 
interagir dans la paroi des grains de pollen et des tubes polliniques avec 4 PLLs, impliquées 
dans le remodelage des HGs associés au calcium (Shin et al., 2014). Cependant, à 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 est peu connue.  

De ce fait, et afin de mettre en évidence les liens qui peuvent exister entre ces 
différents acteurs, nous développons au laboratoire une stratégie d’étude ciblée sur les flux de 
calcium, les ROS et la composition de la paroi ainsi que la mise au point de nouveaux 
inhibiteurs de la biosynthèse des composés pariétaux. 

7. Approche ciblée de l’étude du remodelage de la 
paroi au cours de l’élongation cellulaire 

Ces approches ont pour objectifs 1) de modifier la transduction des signaux calciques, la 
production de ROS et 2) d’inhiber le fonctionnement des enzymes impliquées dans la 
synthèse des polysaccharides pariétaux : les glycosyltransférases. Le développement de ces 
méthodes d’inhibitions ciblées devrait, en complément des techniques de microscopie 
(immunocytochimie, actine, ROP1), de transcriptomique et de biochimie (chromatographie 
gazeuse), nous permettre de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans la biosynthèse 
et la remodelage de la paroi végétale au cours de la croissance cellulaire.  
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7.1. Approche pharmacologique : Implication du Calcium et des ROS dans le 
remodelage de la paroi au cours de la croissance cellulaire 

Plusieurs équipes s’intéressent à la régulation de la plasticité pariétale par des 
systèmes non enzymatiques, en particulier les 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, 2014). En 
effet, il a été montré que .OH pouvait cliver localement des polysaccharides de la paroi 
(Schopfer et al., 2001). Inversement, le H2O2 en présence de péroxydases 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 péroxydases 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. Des travaux récents ont montré que le Ca2+ extracellulaire pouvait activer, 
lors de son entrée dans la cellule, une voie de signalisation générée par les ROS via les 
RbOHs (Respiratory burst Oxidase Homologs) et en particulier par RbohH et RbohJ chez 
Arabidopsis (Kaya et al., 2014). En outre, RbohH et RbohJ sont indispensables à une 
croissance normale du tube pollinique (Kaya et al., 2014). D’autres études 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 (oxyde nitrique) 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 a été 
suggéré que le NO pourrait servir à la réorientation spatiale des tubes polliniques au cours de 
leur croissance dans les tissus femelles (Prado et al., 2004), affecterait le ciblage des ovules 
par le tube pollinique au niveau du micropyle et modulerait la signalisation dépendante du 
Ca2+ (Prado et al., 2008). 
 Afin de mieux comprendre les relations qui existent entre les modifications de la paroi, 
les ROS et le calcium au cours de la croissance polarisée, nous développons des approches (1) 
pharmacologiques, (2) d’imagerie en utilisant des sondes spécifiques (détection des ROS, du 
calcium et des polymères de la paroi) visualisables par microscopie confocale, (3) des 
approches transcriptomiques pour le suivi de l’expression des gènes de remodelage de la paroi 
et (4) biochimiques (analyse de la composition de la paroi) en utilisant le modèle tube 
pollinique comme modèle de cellule à croissance polarisée. Ces travaux seront complétés par 
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une approche plus classique de génomique fonctionnelle (mutants paroi, signalisation 
calcium, detoxification (catalase, superoxyde dismutase). 
  
Tableau I : Pharmacothèque utilisée pour l’étude des liens entre les espèces actives de l’oxygène, les flux 
calciques et la croissance polarisée des tubes polliniques.  

Methylviologène (MV) Inducteur de ROS 

Diphenyleneionodium (DPI) Inhibiteur des NADPH oxydase   

Nitroarginine Inhibiteur de NOS 

Benzoate de Sodium  Piègeur de ROS 

Chlorure de Lanthane (LaCl) Inhibiteur de canaux calcium 

EGTA Chelateur du calcium 

Nitroprusside de sodium Inducteur de NO 

2-(4-Carboxyphenyl)-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide (cPTIO) Inhibiteur de NO 

Pour le moment, plusieurs molécules ont été utilisées afin de tester leurs effets sur la 
croissance du tube pollinique (Tableau I). Les travaux les plus avancés concernent les 
traitements au chlorure de lanthane (LaCl) et au diphenylene ionodium (DPI) (Fig. 17). Le 
DPI, inhibiteur de NADPH oxydases, induit un éclatement des tubes (Fig. 17B), dose 
dépendant, qui se traduit par une diminution de la longueur des tubes et de leur viabilité (Fig. 
17D et E). Un traitement des tubes avec le LaCl n’induit pas d’explosion des tubes (Fig. 17C), 
mais une diminution de leur longueur significativement différente par rapport au témoin à 
partir de 20 µM (Fig. 17 F). Les immunomarquages réalisés à l’aide d’anticorps dirigés contre 
les HGs fortement et faiblement méthylestérifiés, respectivement LM20 et LM19 ainsi que 
contre des épitopes de fragments galactosylés des XyG (LM25) sont présentés dans la Figure 
17G-J. Ces immunomarquages de surface sont un bon indicateur des modifications discrètes 
qui peuvent intervenir au cours du remodelage de la paroi suite à un stress. Dans notre cas, on 
note l’abondance du marquage avec LM20 à l’apex du tube dans la condition témoin (Fig. 
17G). Cette accumulation de HG fortement méthylestérifié à l’apex du tube d’Arabidopsis 

thaliana est caractéristique de la structure pariétale du tube pollinique (Dardelle et al., 2010). 
Lors d’un traitement au DPI 25 µM, l’anticorps LM20 ne marque plus l’apex des tubes (Fig. 
17H) suggérant un remodelage anormal par déméthylestérification des HGs au niveau de 
l’apex qui pourrait expliquer la forte proportion de tubes éclatés (Fig. 17E). Après un 
traitement au LaCl, on observe un marquage moins dense des anticorps LM19 et LM25 sur 
les tubes polliniques par rapport aux tubes témoins (Fig. 17I-L). La répartition des anticorps 
ne semble pas modifiée à la surface du tube, ni à l’apex, ni en amont de la zone apicale. En 
revanche, dans les deux cas, on observe des fragments de paroi marqués à la fois par LM19 et 
LM25 qui desquament des tubes polliniques. L’apparition de ces fragments de paroi dans le 
milieu de culture indique que la structure de la paroi a été modifiée par le traitement au LaCl. 
Il est intéressant de noter que cette modification de la paroi est associée, lors d’un traitement 
au LaCl, à une augmentation du diamètre des tubes qui ont, malgrè leur taille réduite, une 
surface 2 fois supérieure à celle des tubes témoins (Fig. 17M). Ces résultats suggèrent que la 
modification des flux calciques agit sur la structure de la paroi qui perd alors son intégrité 
physique. Consécutivement, la pression de turgescence exercée par le cytoplasme sur la 
membrane plasmique n’est plus contenue par la paroi et le diamètre des tubes augmente alors 
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que la croissance s’arrête. Lors d’un double traitement des tubes avec le DPI et le LaCl, 
l’augmentation de diamètre des tubes n’est plus observée (Fig. 17 M), il n’y a plus de 
phénomène d’éclatement des tubes, mais leur croissance reste ralentie. 

Figure 17. Effets du DPI et du LaCl sur la croissance du tube pollinique. A-C, phénotype des tubes témoins (A) 
et traités au DPI 25 µM (B) ou au LaCl 50 µM (C). D, E, courbe de densité de la longueur des tubes traités au 
DPI 25 µM (D) et pourcentage de viabilité (tubes germés et non éclatés) après 6 h en condition témoin ou traités 
au DPI 10, 25 et 50 µM (E). F, longueur moyenne des tubes traités pendant 3 h avec des doses croissantes de 
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LaCl. G-L, immunolocalisation d’épitopes associés à des polysaccharides pariétaux. G, H, immunolocalisation 
des épitopes associés aux HGs fortement méthylestérifiés (LM20) sur des tubes témoins (G) ou traités au DPI 25 
µM (H). I, J, immunolocalisation des épitopes associés aux HGs faiblement méthylestérifiés (LM19) sur des 
tubes témoins (I) ou traités au LaCl 30 µM (J). K, L, immunolocalisation des épitopes associés au XyG avec 
l’anticorps LM25 dirigé contre les motifs galactosylés sur des tubes témoins (K) ou traités au LaCl 30 µM (L). 
M, détermination de la surface des tubes pollinique. Les barres d’échelle représentent 150 µm (A-C) ou 50 µm 
(G-L). Les flèches blanches indiquent les tubes éclatés. 

Ces résultats préliminaires confirment que des liens entre les signalisations ROS et 
calcium existent au cours de la croissance polarisée et posent plusieurs questions sur cette 
cascade d’évènements : quels signaux sont situés en amont ? Quels sont les liens entre défaut 
de signalisation et strucure de la paroi ? Quelles sont les enzymes impliqués dans le 
remodelage de la paroi en réponse aux signaux calciques et ROS ? Quels sont les liens entre 
le remodelage des pectines et les Wall Associated Kinase (WAK), senseur de la paroi, connus 
pour intéragir avec les pectines lors de l’elongation cellulaire (Kohorn et Kohorn, 2012) ? 
Pour répondre à ces questions, nous continuons à analyser l’effet de molécules capables de 
piéger les ROS (benzoate de sodium, Tableau I) ou au contraire des générateurs de ROS 
comme le méthylviologène. Les modifications des voies de signalisation des RNS sont aussi 
en cours (Tableau I) et devraient permettre d’intégrer à nos modèles le calcium, les ROS et les 
RNS. Les chaînes de transduction de ces signaux oxydatifs ou ioniques seront étudiées en 
faisant varier les concentrations, les mélanges, et l’ordre des traitements afin d’augmenter, ou 
de reverser les phénotypes observés et d’ordonner ainsi le rôle des différents signaux. Ces 
études seront complétées par des approches 1) d’immunocytochimie des épitopes pariétaux en 
surface sur la paroi des tubes, et sur des extraits pariétaux (dot-blot) ; 2) d’analyse 
transciptomique, en qRT-PCR, des variations d’expression de l’ensemble des gènes de 
remodelage des pectines ; 3) d’analyse de la composition et de l’activité enzymatique 
pariétale, en particulier l’activité PME 4) l’utilisation de plantes mutantes dans les voies de 
signalisations (RBOH, WAK) ou dans le remodelage des HGs (PME).  

7.2. Criblage et développement d’inhibiteurs des voies glucidiques

La seconde aproche que je contribue à développer au Glyco-MEV consiste à caractériser de 
nouveaux inhibiteurs des voies glucidiques, en particulier des inhibiteurs des 
glycosyltransférases. En effet, même si les approches de génomique fonctionnelle menées sur 
des espèces modèles (Arabidopis thaliana, riz, tomate …) ont largement contribué à une 
meilleure compréhension de nombreux processus physiologiques, elles restent longues à 
mettre en œuvre (sélection de mutants homozygotes) et se heurtent dans certains cas à la 
létalité des lignées mutantes. Lors des travaux de thèse de Marie Dumont, puis des stages 
d’étudiants ingénieurs (Juliette Havel et Marie Bourgeais) en 2016 et 2017, nous avons 
démontré que des monosaccharides fluorés sont d’excellents inhibiteurs de 
glycosyltransférases végétales. En particulier, le 2-désoxy 2-fluoro L-fucose a été démontré 
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comme capable, à faible dose, d’inhiber les fucosyltransférases végétales et ainsi de perturber 
la fucosylation des polysaccharides de la paroi primaire (Dumont et al., 2015). L’approche 
pharmacologique entreprise avec les analogues fluorés a montré que le remplacement d’un 
groupement hydroxyl par un atome de fluor dans la structure de glucides pouvait être un outil 
puissant pour perturber le métabolisme de la plante. Ainsi, le 2F-Fuc est capable d’inhiber 
plusieurs fucosyltransférases via son activation présumée sous forme GDP. Il en résulte un 
phénotype racinaire fortement altérée avec un défaut d’élongation cellulaire de la racine 
principale. La fucosylation du XyG et des N-glycannes est inhibée et la synthèse du RG-II 
fortement perturbée. Sur le profil électrophorétique du RG-II extrait de plantes traitées au 2F-
Fuc, l’altération de la dimérisation du RG-II et la présence d’oligosaccharides de poids 
moléculaire plus faible que le monomère de RG-II est nette (Dumont et al., 2015). Ces 
résultats montrent l’intérêt des sucres fluorés dans l’étude de la synthèse et la fonction de la 
paroi végétale puisqu’ils offrent l’avantage de permettre d’obtenir des phénotypes dose-
dépendants, au cas où l’inhibition soit létale, et de contrôler le stade de développement ou le 
tissu à cibler, ce qui est difficilement réalisable par une approche de génétique fonctionnelle 
classique.  

Figure 18. Etude de l’effet de sucres fluorés, le 2-fluoro-Arabinose (2F-Ara) et le 2-fluoro-Galactose (2F-Gal) 
sur la croissance de la racine d’Arabidopsis thaliana. Le DMSO 0.025 et 1% représente le contôle pour les 
concentrations respectives de 2,5 et 100 µM.  
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Ce projet de recherche consistera dans un premier temps à développer puis à tester de 
nouveaux fluorosucres sur le développement des zones en croissance d’Arabidopsis thaliana

(zone d’élongation de la racine) afin de trouver de nouveau inhibiteurs capables de perturber 
la biosynthèse de composés pariétaux. La racine d’Arabidopsis est reconnue depuis longtemps 
comme un modèle intéressant pour étudier la croissance cellulaire. Son ontogenèse est peu 
variable et l’organisation cellulaire y est très contrôlée. La fonction de nombreux gènes a ainsi 
pu être déterminée grâce à des criblages de mutants présentant des défauts de croissance 
racinaire (Benfey et al., 1993), qu’il s’agisse de mutant affecté dans le cycle cellulaire 
(Nezames et al., 2012), dans la perception d’hormones ou dans la synthèse de composés 
pariétaux (Desnos et al., 1996 ; Fagard et al., 2000). Cette étude a déjà débuté, au printemps 
2016 avec le test de plusieurs fluoro sucres : 2,3-F2-Glucose, 3,4-F4-Glucose, 2,3-F2-
Galactose, 2-F-Arabinose (2F-Ara) et 2-F-Galactose (2F-Gal). Ces travaux, poursuivis en 
2017, donnent des résultats très encourageants, en particulier avec le 2F-Ara et 2F-Gal (Fig. 
18) qui présentent un effet dose sur l’élongation de la racine dès la concentration de 2,5 µM 
jusqu’à 100 µM (Fig. 18). Ces expériences préliminaires, seront poursuivies, avec le 2-F-
Xylose avec le modèle racine. La caractérisation biochimique de l’effet de ces fluorosucres 
sur la biosynthèse des composés pariétaux ainsi que l’utilisation des approches d’imageries 
cellulaires permettront de caractériser les voies bloquées par ces fluoro sucres et de mieux 
comprendre le rôle de certains polysaccharides pectiques dans l’élongation cellulaire.  

Cette mise en place de nouveaux outils d’étude devrait aussi se poursuivre sur le tube 
pollinique, afin de compléter les outils nécessaires à l’étude de la biosynthèse pariétale et du 
remodellage de la paroi dans la croissance cellulaire sur un modèle original et parfaitement 
maîtrisé au laboratoire. Des études avaient été engagées dans ce sens au laboratoire à l’aide du 
2F-Fuc, qui s’avérait, à des concentrations de 20 µM capable de désorganiser la paroi des 
tubes polliniques (Dumont, 2015).   

8. Conclusion

Les travaux de recherche menés par le Glyco-MEV ont permis de mieux caractériser la 
composition en polysaccharides et leur répartition dans la paroi au cours de la croissance 
cellulaire. Nous avons aussi mis en évidence que les enzymes de remodelage de la paroi et/ou 
leurs inhibiteurs jouent un rôle crucial dans le contrôle des mécanismes de croissance 
polarisée. Notre maîtrise des techniques de culture du pollen et la mise au point de nouvelles 
techniques d’imagerie (click-chemistry) ainsi que l’utilisation de la génétique chimique et le 
criblage des inhibiteurs de glycosyltransférases nous permettent aujourd’hui de songer à 
développer des approches plus ciblées afin de préciser le rôle et la localisation des 
polysaccharides pariétaux au cours de leur synthèse, de leur mise en place et de leur 
remodelage dans la paroi. Puisque le tube pollinique se révèle être un excellent modèle 
cellulaire, je propose de continuer à développer au cours des prochaines années la mise au 
point d’outils d’analyse du remodelage pariétal sur ce modèle d’étude. Les résultats que nous 
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avons obtenus avec les inhibiteurs de glycosyltransferase et d’enzymes de remodelage de la 
paroi (2F-fuc, PMEI) sont très encourageants (Dumont et al., 2015 ; Paynel et al., 2014, Hocq 
et al., 2017). Les travaux en cours avec des polygalacturonases valident notre modèle d’étude 
(Lehner et al., non publié). Ainsi, et puisque nous disposons d’outils permettant une approche 
pharmacologique d’étude de la signalisation calcique et ROS, j’envisage de coupler les 
traitements pharmacologiques, l’inhibition de la synthèse ou du remodelage pariétal et 
l’imagerie cellulaire. Cette approche intégrative devrait nous permettre de mieux comprendre 
les mécanismes cellulaires, moléculaires et biochimiques qui gouvernent la mise en place et le 
remodelage de la paroi végétale au cours de la croissance.
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Supplemental data 

Estimation of the amount of pollen grain wall versus pollen tube wall 

From TEM pictures, we measured the diameter of pollen grains and pollen 

tubes, the thickness of the intine wall and pollen tube cell wall (inner and outer 

wall) as shown in the drawing of Table SI.A. We considered (1) that the 

dehydration step used for sample preparation will have the same affect on both 

pollen grains and pollen tubes and (2) the thickness of the pollen tube wall is 

constant throughout the length of the tube. We calculated the volume of the intine 

wall (using the formula 4/3πr3) and the volume of pollen tube wall (using the 

formula Lπr2, with an average of L (averaged pollen tube length) = 1248 µm (1248 

µm ± 374) (Table SI.B). We considered the pollen tube as a cylinder and did not 

take into account the tip which is negligible. We calculated the contribution of 

pollen tube wall and pollen grain intine wall based on the average 67% germination 

rate (67% ± 12) (Table SI. B). 
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Table SI. (A) Measurement of pollen grain and pollen tube diameters and (B) calculations of 

cell wall volumes and estimation of the contribution of pollen tube wall versus

pollen grain wall  

Pollen grain Pollen tube 

External diameter (µm), (a and a’) a = 18.1 µm ± 4.53 a’ = 3.74 µm ± 0.17 

Internal diameter (µm), (b and b’) b = 17.82 µm ± 4.55 b’ = 3.52 µm ± 0.18 

Thickness of wall (µm)  a-b = 0.28 µm ± 0.06 a’-b’ = 0.22 µm ± 0.03 

Volume formula V = 4/3πr3 V = Lπr2

with L = 1248 µm 

Volume with wall (µm3) 3104 µm3 13710.32 µm3

Volume without wall (µm3) 2963 µm3 12144.78 µm3 

Volume of wall (µm3) 141 µm3 1565.54 µm3

Volume of wall for 67% germination rate  1048.91 µm3

Ratio volume of wall from pollen tube / volume 

of wall from pollen grain 

7.44  

(for 67 % germination) 

a
b

intine 

a’ b’

L

inner and outer 

wall layers 

A

B
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Figure S1. Immunogold localization of cell wall polymers in Arabidopsis pollen tube (A), pollen grain (B-D) 

and controls (E-H). A, Localization of callose in pollen tube. Gold particles (arrowhead) are localized in the 

translucent inner wall layer. B, Localization of (1→5)-�-L-arabinan epitopes with LM6 in pollen grain. Gold 

particles (arrowhead) are uniformly dispatched over the entire intine wall. The outer wall (bacula, nexine and 

tectum) forming the exine of the pollen grain and pollen coat (pc) are visible. C, Localization of fucosylated 

XyG with CCRC-M1 in the pollen grain. Gold particles (arrowhead) appeared located in the inner part of the 

intine. D, Localization of non galactosylated XyG with LM15 in the pollen grain. The MAb also labeled the 

inner part of the intine wall, close to the plasma membrane. E-F, Controls with anti-rat-gold conjugate in pollen 

tube and pollen grain, respectively. No significant non specific labeling was observed. G-H, Controls with anti-

mouse-gold conjugate in pollen tube and pollen grain, respectively. No significant labeling was observed. 

b, bacula; i, intine; iw, inner wall; m, mitochondria; n, nexine; ow, outer wall; pc, pollen coat; t, tectum. Scale 

bars = 0.5 µm (B-E, G, I) and 0.2 µm (A, F, H).  
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Figure S2. Monosaccharide composition (A) and carbohydrate content (B) of the cell wall of non-germinated 

pollen grains (blue) and 16h-in vitro grown pollen tubes (yellow) isolated from 520 flowers.  

Ara, arabinose; Fuc, fucose; Gal, galactose; Glc, glucose; GalA, galacturonic acid; GlcA, glucuronic acid; Man, 

mannose; Rha, rhamnose; Xyl, xylose. 
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Figure S3. MALDI-TOF mass spectrum of endoglucanase-generated XyG fragments from mature leaf cell 

wall. The structures of the XyG fragments are shown according to the nomenclature proposed by Fry et al., 

(1993). Underlined and bold structures represent O-acetylated side chains (+ 1 OAc). 
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Supplemental data 

Table S1. List of primer pairs used for the qRT-PCR analyses. 

Primer name Forward primers Reverse primers 

PME1 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. 
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Supporting Information 

Figure S1. Structure of rhamnogalacturonan II (RG-II).  

Fucose residues are indicated in dashed squares. Underlined apiose residue is involved in the 

borate cross-linking of RG-II.  
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Figure S2. Effects of fluoro monosaccharide analogues on plant growth.  

Root (a) and shoot (b) length of 4-day-old Arabidopsis seedlings grown on medium 

supplemented with peracetylated 2F-Fuc, 5F-Neu5Ac, 2F-Glc, 3F-Glc or 4F-Glc at 2.5 µM, 

10 µM, 25 µM, 50 µM, 100 µM and 200 µM. DMSO were tested at the same dilution as the 

control. The results are given as mean ± SEM (n>10 seedlings). Dunn’s multiple comparisons 

test, ns, not significant, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.   
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Figure S3. Excess of fucose did not restore the inhibitory effect of 2F-Fuc.  

Root length of 4-day-old Arabidopsis seedlings treated with 2.5 µM 2F-Fuc, 10 mM fucose or 

both. DMSO: negative control. Data are mean ± SEM (n>25 seedlings). No significant 

difference was observed between conditions with or without 10 mM fucose. Mann-Whitney 

test.  
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Figure S4. Cytosolic L-fucokinase and GDP-L-fucose pyrophosphorylase activities are not 

affected by 2F-Fuc. Root length of 4-day-old Arabidopsis Col-0 and Atfkgp seedlings grown 

on media supplemented with DMSO or with 2.5 µM 2F-Fuc. The results are given as mean ± 

SEM (n>50 seedlings). * indicates significant difference with the negative control (0.025% 

DMSO), Mann-Whitney test, p<0.001. 
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Figure S5. Inhibition of AtFUT1 fucosyltransferase activity by 2F-Fuc.  

AtFUT1 activity toward tamarind xyloglucan was evaluated using 30 µM GDP-[14C]fucose. 

Affinity of AtFUT1 toward xyloglucan decreased (- 33%) in presence of 1 mM 2F-Fuc and a 

Ki value of 3 mM was calculated for inhibition of AtFUT1 activity  by 2F-Fuc.  
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Figure S6. Effect of 2F-Fuc on cell elongation.  

Length of the cells in the elongation zone of 4-day-old Arabidopsis seedlings treated with 2.5 

µM 2F-Fuc or not (0.025% DMSO). Values are mean ± SEM (n> 70 cells from at least 12 

roots). Unpaired t-test, *** p<0.001. 
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Figure S7. Effect of 2F-Fuc on BY-2 cell division.  

Tobacco BY-2 suspension-cultured cells were incubated with 0.1 mM 2F-Fuc or 1% DMSO 

(control) 4 days after subculture. No significant difference was found between treatments 

(Mann-Whitney, p > 0.05). Data are mean ± SEM of three measurements (n > 500 cells).  
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Figure S8. Emergence of adventitious roots in 14-day-old Arabidopsis treated seedlings.  

Fourteen-day-old Arabidopsis seedlings were grown on control medium (0.025% DMSO) or 

0.75 mM boric acid with or without 2.5 µM of 2F-Fuc. Images were assembled using 

Microsoft Office Powerpoint. Data are mean ± SEM. (n>24 roots). Red arrows indicate 

adventitious roots. Scale bars 3 mm.  


