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Embryo sac development and fertilization aspects in the self-compatible
almond ( Prunus dulcis (Mill.) D.A. Webb cv. “Tuono”.

Abstract — Introduction. The optimization of fruit setting in almond is related to the suc-
cess of pollination and fertilization. The reproductive phase, particularly the embryo sac devel-
opment, and the fertilization aspects are important to know taking into account the recent
acquisition of the self-compatibility character by this species. Materials and methods. Flow-
ers of the self-compatible variety “Tuono” were manually pollinated and fixed at intervals of
time varying from 1 to 20 d after pollination, then they were cut to a 3-um thickness for his-
tological studies. Results and discussion. At the anthesis, the female gametophyte of the vari-
ety “Tuono” is at the four tetrad stage for 50% of the ovules observed in the embryo sac. The
fusion of the polar nuclei was observed 5 d after pollination. Two weeks later, the sac con-
tains a coenocytic framework in which the triploid nuclei of the endosperm multiply. The
zygote, visible as of the second week after pollination, is located at the micropylar level. It
developed in a pro-embryo 20 d after pollination.

Morocco / Prunus dulcis / fertilization / pollination / plant reproductive organs /
embryonic development

Développement du sac embryonnaire et aspects de la fécondation
chez 'amandier autocompatible  Prunus dulcis (Mill.) D.A. Webb cv. « Tuono ».

Résumé — Introduction. L'optimisation de la fructification chez I'amandier est liée a la réus-
site de la pollinisation et de la fécondation. La phase reproductive, particulierement le déve-
loppement du sac embryonnaire, et les aspects de la fécondation sont importants a connaitre
compte tenu de l'acquisition récente du caractére d’autocompatibilité chez cette espéce.
Matériel et méthodes. Des fleurs de la variété autocompatible « Tuono » ont été pollinisées
manuellement et fixées a des intervalles de temps variant de 1 a 20 j apres pollinisation, puis
coupées a 3 um d’épaisseur pour une étude histologique. Résultats et discussion. A I'an-
these, le gamétophyte femelle de la variété « Tuono » est au stade quatre tétrades pour 50 %
des ovules examinés dans le sac embryonnaire. La fusion des noyaux polaires a été observée
5 j aprés pollinisation. Deux semaines plus tard, le sac renferme une trame coenocytique dans
laquelle se multiplient les noyaux triploides de I'albumen. Le zygote, visible dés la deuxieme
semaine aprés pollinisation, est situé au niveau micropylaire. 1l s'est développé en un pro-
embryon 20 j apres pollinisation.

Maroc / Prunus dulcis / fécondation / pollinisation / organe reproducteur végétal /
développement embryonnaire
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1. Introduction

Chez les rosacées fruitieres a noyaux,
I'ovaire renferme deux ovules de structure
orthotrope [1-3]. Leur développement est
un aspect important de la biologie florale
au méme titre que la pollinisation ou la
croissance des tubes polliniques. Des
études histologiques ont été réalisées sur
plusieurs espéeces végétales comme le ceri-
sier [3-6], I'abricotier [7, 8], le prunier [9], le
poirier [10], le litchi [11] et I'avocatier [12,
13]. Elles ont montré que I'avortement d’un
certain nombre de sacs embryonnaires
et/ou d’ovules handicape I'évolution florale
et réduit les taux de fructification. Une
bonne adéquation entre la maturité du sac
embryonnaire et I'anthése est nécessaire
pour la réussite de la fécondation.

La fécondation, conduisant a la forma-
tion et au développement des graines et
des fruits chez les rosacées a noyaux doit
se produire dans un sac embryonnaire
mature [3, 8, 10]. La durée de vie de ce der-
nier est défini dans le temps, il peut étre un
facteur limitant pour une bonne fructifica-
tion. Le temps qui sépare la pollinisation de
la fécondation est également un facteur
dont dépend la production [14].

La notion de « qualité du bouton floral »
tient compte aussi de la maturité du sac
embryonnaire qui doit étre compléte au
moment de I'anthése ; or, un déphasage
peut se produire. Chez le genre Prunus, un
décalage de 2 a 7 jours entre les deux phé-
nomenes a été noté [2, 3, 8, 10]. Outre la
nature génétique du matériel végétal, le fac-
teur « climat » a un impact considérable sur
le développement du sac embryonnaire.
Chez I'abricotier, des températures élevées
avant la période de floraison hatent sa matu-
rité par rapport a I'anthese, contrairement
aux basses températures qui la retardent [8].
Chez I'amandier auto-incompatible, une
semaine est nécessaire apres I'anthése pour
que le gamétophyte femelle atteigne sa
maturité. La présence de tubes polliniques
compatibles dans le style stimule son déve-
loppement en accélérant I'allongement de
la cellule mere [2].

Les événements qui se produisent dans
le sac embryonnaire, en relation avec la
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fécondation, ont été décrits chez de nom-
breuses espéces végétales avec I'appui de la
microscopie électronique a transmission [15,
16]. Chez I'amandier et d’autres espéces du
genre Prunus, les connaissances acquises
sur le processus de fécondation sont basées
sur des observations en microscopie pho-
tonique de matériel végétal préparé de
facon classique pour une étude histolo-
gique [2, 3, 8] ou observées directement en
contraste de phase apres éclaircissement
des tissus [17]. Les aspects ultra-structuraux
développés dans ces études concernent la
description de la cellularisation du sac
embryonnaire. Cependant les premiers évé-
nements de la fécondation, n’ont pas été
décrits, en particulier chez I'amandier auto-
compatible. Tel est I'objectif du présent tra-
vail.

2. Matériel et méthodes

Des fleurs d’amandier « Tuono », formées
sous des conditions de températures
moyennes comprises entre 8 et 15 °C, ont
été émasculées au stade « bouton blanc » et
auto-pollinisées manuellement selon la
technique décrite par Kester et Asay [1]. Un
échantillon de huit pistils a été prélevé 1, 5,
9, 10, 12, 15 et 20 j apres pollinisation
[18, 20].

Les fleurs ont été fixées dans une solu-
tion de FAA. (5 % de formol commercial,
90 % éthanol 50° et 5 % acide acétique pur).
Les ovules ont été extraits de I'ovaire, fixés
puis déshydratés. Les échantillons prélevés
1 & 12 j aprés pollinisation ont été inclus
dans de la paraffine et sectionnés a 10 um
d’épaisseur. Les coupes ont été colorées
selon la méthode de Gerlach [21] basée sur
I'utilisation de la safranine a 3 %, du cristal
violet et du vert lumiere a 0,25 %. Les pis-
tils prélevés 15 et 20 j aprés pollinisation
ont été inclus dans la résine (glycolmétha-
crylate LKB 7100) et coupés au microtome
LKB a 3 um d'épaisseur. Les sections ont été
préparées en pratiquant une double colo-
ration consistant en une hydrolyse avec
I'acide périodique a 1 % pendant 5 min puis
une coloration de 15 min avec le réactif de
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Schiff. Cette réaction colore les polysac-
charides (parois et réserves amylacées) en
rouge. Aprés lavage dans I'eau, les mémes
sections ont été mordancées par une solu-
tion d’alun de fer (2 %), puis colorées par
I’hématoxyline d’Eidenhaim. Les noyaux,
les nucléoles et le cytoplasme ont pris alors
une teinte gris-brun plus ou moins foncée
[22]. Les observations ont été réalisées a
I'aide d’un microscope photonique Leica.

3. Résultats et discussion

3.1. Description histologique
de I'ovule et du sac embryonnaire

L'examen des sections histologiques effec-
tuées au niveau des ovaires montre que
deux ovules se développent dans chaque
ovaire. Chaque ovule renferme un sac
embryonnaire situé du c6té micropylaire.
Le nucelle, délimité par le tégument, consti-
tue sa masse principale. Les cellules du

Tableau |I.

nucelle poursuivent leur croissance et
I'ovule augmente progressivement de taille.
Le gamétophyte femelle est & un stade rela-
tivement avancé au moment de I'anthése.
Le sac embryonnaire est au stade quatre
tétrades (tableau 1) chez 50 % des ovules
examinés. Il subit une évolution rapide
durant les 5 j qui suivent la pollinisation,
alors que les tubes polliniques arrivent a la
base du style 4 j aprés pollinisation.

3.2. Organisation cellulaire du sac
embryonnaire apres pollinisation

Le sac embryonnaire renferme une oosphére
(figure 1) souvent accompagnée d’une des
deux synergides. Une des deux synergides
pourrait dégénérer, ce qui, d’apres Russell
[23], favoriserait I'entrée du tube pollinique.
La cellule centrale posseéde deux noyaux
polaires qui migrent I'un vers l'autre pour
fusionner (figure 2). Leur fusion, observée
aux environs du centre du sac (figure 2), a
lieu le cinquiéme jour aprés pollinisation. A
ce stade, 20 % des ovules secondaires sont

Pourcentage d’'ovules primaires ovl ou secondaires ov2 montrant certaines caractéristigues du développement
de I'ovule et du sac embryonnaire au cours des 20 jours qui suivent la pollinisation chez 'amandier
autocompatible Prunus dulcis (Mill.) D.A. Webb cv. « Tuono ».

Stade de I'ovule
et du sac embryonnaire

1

ovl

Megasporocyte 4 tétrades 50
Sac embryonnaire a 4 noyaux 0
Sac embryonnaire a 8 noyaux 0

Oosphere différenciée

— noyaux polaires non fusionnés 0

— noyaux polaires fusionnés 0
Zygote 0
Embryon 0
Sac embryonnaire absent ou dégénéré 0
Albumen dégénéré 0
Ovule dégénéré ou absent 0

Nombre ovaires examinés 4

Nombre de jours apres fécondation

5 9 10
ovl ov2 ovl ov2 ovl ov2
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 25
0 20 0 0 0 0
80 40 0 0 0 50
20 40 75 75 100 25
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
0 0 25 25 0 0
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0

5 4 4
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12 15
ovl ov2 ovl
0 0 0
0 0 0
0 0 0

0 20 100
100 0 0
20 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 80 0
5 4
95

20

ovl

12,5
12,5



Figure 1.

Oosphere observée a partir
d’une section longitudinale
du sac embryonnaire (Prunus
dulcis (Mill.) cv. « Tuono »).

Figure 2.

Fusion des noyaux polaires
(section longitudinale du sac
embryonnaire, Prunus dulcis
(Mill.) cv. « Tuono »).

Tableau II.
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dégénérés (tableau I). Cette dégénérescence
est observée principalement aprés la fusion
des noyaux polaires de I'ovule principal.

3.3. Allongement du sac embryonnaire

Le sac embryonnaire s’étend en direction
de la chalaze aux dépens des cellules nucel-
laires. Son allongement est rapide entre le
cinquiéme et le quinziéme jour apres polli-
nisation. Sa taille moyenne initiale, qui était
de 57 um cinq jours apreés pollinisation, est
passée a 959 um en moyenne 15 j aprées
pollinisation, soit un accroissement moyen

journalier de 90,2 um (tableau I1). A ce
stade, le sac embryonnaire a une longueur
correspondant & 48 % de celle de I'ovule.
Cet allongement accompagne les événe-
ments de la fécondation.

3.4. Evénements de la fécondation

L'allongement du sac embryonnaire et la
fusion des noyaux polaires marquent le
début des événements de la fécondation
(tableau 1). Au niveau micropylaire, la
désorganisation des cellules dépourvues de
grains d’amidon témoigne du chemin d’en-
trée du tube pollinique. La décharge du
contenu du tube pollinique et la migration
des noyaux spermiques vers la cellule cen-
trale et vers I'oosphére est présumée étre
rapide comme il a été rapporté chez d'autres
angiospermes [23]. Aprés la fusion des
noyaux polaires, c’est-a-dire au cours de la
deuxiéme semaine apres pollinisation, le
sac embryonnaire renferme une trame
coenocytique qui se développe progressi-
vement (figure 3). C’est un syncytium dans
lequel se multiplient les noyaux triploides
de I'albumen (figure 3). Cette trame prend
de l'importance du c6té de I'oosphére et
renferme des grains d’amidon qui devien-
nent de plus en plus abondants. Les noyaux
de l'albumen se divisent et deviennent de
plus en plus nombreux. Le zygote est
observé au niveau du micropyle ou les
noyaux de l'albumen sont les plus nom-
breux. Il subit des divisions et, environ
20 j aprés pollinisation (figure 4), I'em-
bryon globulaire est constitué de huit cel-
lules (tableau I).

Evolution au cours du temps de la longueur du sac embryonnaire et de I'ovule chez I'amandier autocompatible

Prunus dulcis (Mill.) D.A. Webb cv. « Tuono » aprés auto-pollinisation.

Jours apres

pollinisation embryonnaire (um)
(Hm)
5 57 1095 5,2
10 410 1550
15 959 2 004
96  Fruits, vol. 56 (2)

Longueur du sac

Longueur de I'ovule

Rapport des longueurs
[sac / ovule]
(%)

26,5
47,8

Nombre d'ovules mesurés

al
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3.5. Discussion

Le développement des deux ovules et le
succés de la fécondation d'un certain
nombre d’entre eux devraient avoir comme
conséquence une production assez impor-
tante de fruits doubles. Les proportions
d’amandes doubles sont en effet, sous ces
conditions, de I'ordre de 12 %. La présence
de deux ovules au niveau de I'ovaire de
cette variété caractérise également d’'autres
rosacées a noyaux [3, 8, 24] mais, dans leur
cas, un seul ovule se développe.

A T'anthése, I'ovaire renferme un ovule
en cours de développement puisque son
sac embryonnaire est cellularisé (présence
de huit cellules) dés le cinquiéme jour. La
différenciation du gamétophyte femelle
débute donc avant I'anthése. La fusion des
noyaux polaires observée également des le
cinquieéme jour montre que le sac embryon-
naire est a un stade de maturité plus avancé
que celui rapporté par Pimienta et Polito [2]
chez la variété d’amandier auto-incompa-
tible « Nonpareil ». Dans ce cas, aprées ouver-
ture florale, une semaine est nécessaire
pour que le sac embryonnaire devienne
mature. Ce retard dans le développement
du gamétophyte femelle a été observé éga-
lement chez d’autres espéces du genre Pru-
nus comme le pécher [18], I'abricotier [24,
25] et le cerisier [3]. La nature génétique du
matériel végétal et les conditions d’expéri-
mentation seraient a l'origine de cette dif-
férence.

L'auto-pollinisation stimule le dévelop-
pement et la maturation du sac embryon-
naire de I'amandier Tuono. L'influence posi-
tive des pollinisations compatibles sur le
développement du sac embryonnaire a été
rapportée chez plusieurs especes fruitiéres
[18, 25, 26, 28]. La nature du stimulus pour-
rait étre soit un facteur de croissance pro-
venant directement des tubes polliniques,
soit un produit des cellules sénescentes du
tissu stylaire qui ont supporté le passage
des tubes polliniques [2, 18, 29].

Les tubes polliniques arrivent a la base
du style 4 j aprés pollinisation et la fécon-
dation (présence du zygote ou de I'em-
bryon) ne s'observe qu’une semaine plus
tard. Un arrét de 8 j est donc nécessaire

- Y T e
v q ’ ;
’ o ;9 Noyau
triploide
, de I'albumen
! LJ
i /
M B
Sac embryonnaire —— 4
. ;‘
& y 45 um
, Albumen / ;
. T R ) y
Sac . &

mbryonnaire [5-3

pour la fusion compléte des gamétes. Une
telle durée entre la pollinisation et la fécon-
dation a été rapportée également chez
d’autres angiospermes [11, 18, 28, 30]. Elle
pourrait s'expliquer par la nécessité de la
mise en place de certains changements liés
ala maturation de I'ovule pour que la fécon-
dation puisse avoir lieu. Ce délai, observé
aussi chez le pécher, autre espéce auto-
compatible, a été expliqué, dans ce cas, par
un manque de ressources nécessaires a la
croissance lorsque les tubes polliniques
atteignent I'obturateur [27]. Leur entrée est
contrélée par un stimulus chimiotropique
produit par I'ovule [26].

La présence de grains d’amidon autour
du zygote et dans la cellule ceuf marque le
début d’'une intense activité métabolique
pendant la fécondation. La mise en place
de l'albumen et de I'embryon est obser-
vable a partir de la deuxiéme semaine apres
la pollinisation. Au vingtieme jour apreés la
pollinisation (tableau 1), 12,5 % d’ovules
auto-pollinisés présentent un albumen
dégénéré. Cette dégénérescence pourrait
avoir comme origine des facteurs nutritifs
ou génétiques. En présence d'un grand
nombre de fleurs fécondées sur I'arbre,
I'avortement embryonnaire ou de I'albumen

Fruits, vol. 56 (2)

Figure 3.

Noyau triploide observé

a partir d’'une section
longitudinale du sac
embryonnaire (Prunus dulcis
(Mill.) cv. « Tuono »).

Figure 4.

Chemin d’entrée du tube
pollinique visible & partir d'une
section longitudinale

du sac embryonnaire.
L'embryon est situé au sein
d’une trame coenocytique
formant I'albumen (Prunus
dulcis (Mill.) cv. « Tuono »).
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est un mécanisme qui semble réguler la
charge a porter en fonction des ressources
disponibles. Parmi les facteurs génétiques,
I'expression de génes déléteres ou létaux
homozygotes, favorisés par I'autoféconda-
tion, peut conduire également a cet avorte-
ment comme il a été rapporté par Krebs et
Hancok [1] chez la myrtille. L’avortement
post-zygotique est rattaché aux effets
dépressifs de I'cinbreeding». Ce phéno-
mene peut se manifester, de maniére diffé-
rente, a différents stades de la plante
comme a la nouaison, la germination ou
lors de la croissance des semis.

Note

Ce travail a été réalisé grace a la contribu-
tion financiere du Ciheam (Espagne) et de
I'Inra (France).
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Desarrollo del saco embrionario y aspectos de la fecundacién en el almendro
autocompatible Prunus dulcis (Mill.) D.A. Webb cv. “Tuono”.

Resumen — Introduccidn. La optimizacion de la fructificacion en el almendro esta ligada
al éxito de la polinizacién y fecundacion. Es importante conocer la fase reproductiva, espe-
cialmente el desarrollo del saco embrionario, y los aspectos de la fecundacién debido a la
adquisicion reciente del caracter de autocompatibilidad en esta especie. Material y métodos.
Se polinizaron manualmente flores de la variedad autocompatible ‘Tuono” y se fijaron a inter-
valos de tiempo que iban de 1 a 20 d luego de la polinizacion, se cortaban después con un
grosor de 3 pm para su estudio histolégico. Resultados y discusion. En la antesis, el game-
tofito femenino de la variedad “Tuono” esté en la fase cuatro tétrades en el 50% de los 6vu-
los examinados en el saco embrionario. Se observé la fusién de los nucleos polares 5 d des-
pués de la polinizacion. Dos semanas mas tarde, el saco contiene una trama cenocitica en la
que se multiplican los nucleos triploides del albumen. El zigoto, visible desde la segunda
semana después de la polinizacion, esta en el nivel micropilar. Se desarrollé un proembrion
20 d después de la polinizacion.

Marruecos / Prunus dulcis / fecundacién / polinizacién / érganos reproductores
vegetales / desarrollo embrionario
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