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Chromatine et chromosomes au cours

du cycle cellulaire eucaryote

(interphase et divisions cellulaires)

Objectifs : extraits du programme

Exploiter des électronographies de noyau, d’euchromatine, d’hétérochromatine et
de figures de réplication.

TP C3: Etats de la chromatine en Observer des cellules en mitose : apex méristématiques racinaires, figures de
interphase et étude des
chromosomes en mitose et méiose Observer des cellules en méiose : antheres, figures de partages chromosomiques,

partages chromosomiques.

(3h) images des stades de la prophase 1.
Analyser des caryotypes humains montrant I'haploidie, la diploidig et
I'aneuploidie

Introduction

Chez les organismes eucaryotes, une molécule d’ADN linéaire que I'on trouve
dans le noyau s’appelle une chromatide . L'’ADN y est associé avec des protéines

variées comme les histones .

Attention a ne surtout pas confondre le terme « chromatine » (avec un N) qui désigne I'état
décondensé de I'ADN lors de 'interphase , et le terme « chromatide » (avec un D) qui désigne une
longue molécule d’ADN linéaire (associée a des protéines) — ce dont nous parlons ici.

Un chromosome correspond :

= Soit a une seule chromatide : on parle alors de chromosome simple ou de
chromosome monochromatidien

= Soit & deux chromatides : on parle alors de chromosome double ou
chromosome bichromatidien (= chromosome dupliqué ). Dans ce cas, les deux
chromatides sont identiques et reliées entre elles par une zone nommée
centromere . Ces deux chromatides sont appelées chromatides sceurs

e On appelle cycle cellulaire I'ensemble des événements, notamment génétiques,
de la vie d'une cellule allant de sa formation a sa division . Il comprend une
interphase  (phase pendant laquelle la cellule croit et duplique son matériel
génétique (se préparant ainsi a la mitose)  — les chromosomes sont dans un état
décondensé et forment la chromatine ) et une phase de division cellulaire .

« Linterphase peut étre divisée en trois étapes en lien avec I'évolution de la quantité
d’ADN dans le noyau
= La phase G1 (G pour growth [croissance] ou gap [lacune] selon les auteurs) ou les
chromosomes sont simples (1 chromatide) . La cellule croit et assure ses
fonctions grace a la synthése de protéines
= La phase S (S pour synthesis) ou les chromosomes subissent une duplication

= La phase G2 ou les chromosomes sont doubles (2 chromatides) . La cellule
croft, assure ses fonctions et se prépare a la mitose grace a la synthése de
protéines .

Notons que les cellules différenciées qui ne subiront plus de mitose
équivalente a une sorte de phase G1 « définitive » .

demeurent en une phase GO

* Il existe deux types de divisons cellulaires . On distingue :

= La mitose au sens large ou phase mitotique — qui est généralement celle a
laquelle on fait référence quand on parle de « division cellulaire » sans plus de
précision — qui est la division d'une cellule-mére en deux cellules-filles
génétiquement identiques entre elles et génétiguement identiques a la cellule-
mere (a quelques éventuelles erreurs prés) , du moins en ce qui concerne le
génome nucléaire . Cette division comprend une division du noyau ou
caryocinese ou encore caryodiérése (ou mitose au sens strict des auteurs
anglo-saxons *) et une division du cytoplasme ou cytocinése ou encore
cytodiérese .

Notons bien que le nombre de chromosomes est maintenu __ suite a la mitose : si la cellule-mére est
diploide , les cellules-filles obtenues par mitose seront diploides aussi (et si la cellule était haploide,
les cellules-filles seraient haploides — ce qui ne se rencontre pas chez les Mammiferes).

* Attention, chez certains auteurs récents, seule la caryocinese est appelée « mitose » (sens
strict) . Nous gardons toutefois ici 'usage traditionnel historique qui est aussi I'acception retenue
par le programme : quand nous parlons de « mitose », c’est au sens large .

= La méiose qui est la division d'une cellule-mére diploide en quatre cellules-
filles haploides (ou moins lorsque certaines cellules dégénérent) . Il s’y déroule
un brassage génétique . La méiose comprend deux divisions qui se suivent : la
division réductionnelle et la division équationnelle

Notons bien que le nombre de chromosomes est divisé par deux lors de la méiose .

e Ce TP a pour objet I'étude pratique du cycle cellulaire . Il prolonge le cours sur la
reproduction, essentiellement la partie | du chapitre 23, mais également le chapitre 1
sur la cellule eucaryote.

Comment I'étude de lames microscopiques ou de clichés micrographiques ou
électronographiques nous permet-elle de comprendre la structure du génome au
cours de l'interphase et des divisons cellulaires ?
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I. Etude pratique de l'interphase et des niveaux de condensation
de I’ADN (interphases et divisions)

Comment ['étude électronographique de linterphase nous renseigne-t-elle sur I'organisation
structurale du génome eucaryote et son évolution lors de cette étape du cycle cellulaire ?

Activité 1. Etude électronographique de I'interphase et des niveaux de
condensation de ’ADN

Structure électronographique de I'information génétique nucléaire au
cours de l'interphase : phases G1/G2, réplication
Etude des niveaux de condensation de 'ADN
+ chromosomes géants, chromosomes en écouvillon

Savoirs a construire

Savoir-faire sollicités [ Capacité ou attitude visée | Evaluation |
[ Analyser, observer et raisonner

Travail a effectuer
Les objets a étudier et savoir reconnaitre et diagnoser sont :
1. Organisation du noyau et la chromatine interphasigue en phases G1 ou G2 (ou GO)

Enveloppe nucléaire.

(euchromatine + hétérochromatine ).
Revoir les arguments d'identification dans le chapitre 1 sur la cellule eucaryote et le chapitre 4 sur I’ADN.

Micrographie (MET) réalisée aprés
cryodécapage. A: membrane

2. Les figures de réplication (= formations ultrastructurales montrant une réplicati on en interne ; B : membrane externe,
cours ). PN : pore nucléaire (complexe).
Pour I'étude de la réplication chez les Bactéries : voir le TD C1. 0,25 pm
3. Les niveaux de condensation de I'ADN. 50000 ) ,
Revoir les arguments d'identification dans le chapitre 4 sur 'ADN (pensez aux échelles !). S
4. [Au cas ou, des cas particuliers de chromosomes : chromosomes polyténes , chromosomes ’

en écouvillon ].

Pistes de réflexion et d’exploitation
Légendez les électronographies (figures 1-8).
Pensez a identifier (nommer) les stades de condensation présentés (figures 4-6).

A. Etude électronographique du noyau et de la chromatine en
interphase (phases G1, G2 / GO)

Noyau cellulaire
et chromatine observés au M.E.T.
(Cliché J. André labo, BC4, Orsay, « Atlas de

Biologie cellulaire , J.-C. Callen, J.-C. Rolland,
A. et D. Szollési, Se éd. Dunod, 2007).»

A FIGURE 1. Allure du noyau au MET (taille env. 4 um) montra__nt le nucléole, I'euchromatine et

I’hétérochromatine. D’aprés PEYCRU et al. (2013).

A FIGURE 2. Autres structures nucléaires.

Complexes de pores nucléaires (MET).
Chaque pore est entouré de sous-unités protéiques.

0,1 um

Lamina nucléaire (MET). Un réseau de filaments
intermédiaires tapisse la membrane interne de
I'enveloppe nucléaire.
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B. Etude électronographique de la réplication eucaryote (phase S de
lI'interphase)

0,25 pum (88 000 X)

-y ¥
- FECAS

¥

Sur cette micrographie de I’ADN de cellules
cultivées de Hamster chinois (Cricetulus
griseus), on peut voir trois exemplaires d’'un
ceil de réplication. Les fleches indiquent

le sens de la réplication de I’ADN aux deux
fourches de chaque ceil de réplication. (MET)

A FIGURE 3. Figure de réplication eucaryote.  D’aprés CAMPBELL & REECE (2004).

C. Etude électronographique des niveaux de condensation (interphase
+ divisions)

le hélice : 2nm).

A FIGURE 4. ADN débarrassé des histones (largeur de la doub

D’aprés CAMPBELL & REECE (2004).
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A FIGURE 5. Fibre nucléosomigue (largeur d’'un nucléosome : 10 nm).
= Euchromatine
D’aprés CAMPBELL & REECE (2004).
Chromatide
(700 nm)

Centromere

Boucles Armature /

Télomere

me métaphasique.
- Fibre chromatinienne de 30 nm = hétérochromatine
- Stades supérieurs : uniquement lors des divisions .

D’aprés CAMPBELL & REECE (2004).

A FIGURE 6. Fibre chromatinienne, fibre de 300 nm, chromoso
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D. Des cas particuliers de chromosomes (interphase + divisions

cellulaires) (MO) [Limite programme ?]
¢ On peut citer :
= Les chromosomes géants (chr. polyténiques = polyten es) [interphase

» Ce sont des chromosomes observables dans les cellules larvaires de glandes
salivaires d’'Insectes Diptéres  (figure 7). Il s’agit de chromosomes constitués du
regroupement de trés nombreux chromosomes interphas iques ayant subi de
multiples réplications en restant solidaires (un chromosome polyténique peut
compter jusqu'a 512, voire 1024 copies!). On y distingue, en microscopie
électronique, des bandes sombres hautement condensées et des interbandes
moins condensées. Les puffs ou anneaux de Balbiani (ab sur la figure 7) sont des
zones décondensées d'intense transcription qui ont permis de démontrer que
I'état décondensé était indispensable a la transcri  ption des génes ; certains
puffs constituent le nucléole . L'état polyténique permet une synthese protéique

trés intense . (b) Chromosomes en écouvillon, ovocyte de triton, contraste de phase x 900, (Cliché
= Les chromosomes en écouvillon __ [méiose bloguée en prophase I] J. Gall). Une paire de chromosomes homologues a été isolée d'un noyau d’ovocyte en

» Ce sont des chromosomes observables dans les ovocytes d’Amphibiens en prophase de méiose. A ce stade les chromosomes présentent des expansions latérales en

prophase | de méiose (stade diploténe)  montrant également le lien entre forme de boucles; a ce niveau, I'incorporation d’uracile tritiée ou d'uridine tritiée

décondensation et transcription  (figure 8). Ces ovocytes accumulent une grande démontre |'existence d'une transcription intense.

guantité de réserves utiles a la gamétogenése et au développement () Schémas d’interprétation (chromosomes en écouvillon).

embryonnaire . Les chromosomes en écouvillon présentent des boucles

disposées en vis-a-vis ot 'ADN est décondensé  ; cette organisation lui donne A FIGURE 8. Chromosomes en écouvillon (MO & contraste de ph  ase).

un aspect plumeux , d’ou I'expression écouvillon. D’aprés PEYCRU et al. (2010a).

(a)

50 um

(a) Chromosomes polyténiques, glandes salivaires d’une larve d'insecte (Chironome)
x 900, (Cliché W. Beermann). Dans les noyaux des cellules des glandes salivaires,
plusieurs cycles de réplication de I’ADN se succédent sans séparation des chromosomes
fils. Les chromosomes polyténiques ou chromosomes géants qui en résultent rassem-
blent des faisceaux de chromosomes interphasiques. Les bandes sombres sont des
régions riches en ADN condensé et les inter-bandes claires ne contiennent que 15 % de
I’ADN du chromosome. Les puffs ou anneaux de Balbiani (ab) sont des zones ou I’ADN
est décondensé ; a ce niveau, l'incorporation d'uracile tritiée ou d'uridine tritiée démon-
tre I'existence d’une transcription intense. Les bandes sombres sont donc des zones ol
sont localisés des génes; les puffs sont des zones ou les génes sont fonctionnels. Au
niveau de certains puffs sont synthétisés les ARN ribosomiques ; ces puffs correspondent
donc aux nucléoles (nu).

A FIGURE 7. Chromosomes géants (MO). D’aprés PEYCRU et al. (2010a).
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Il. Etude pratique des modalités des divisions cellulaires A. Etude de la mitose

chromosome

B I

.9

Comment I'étude micrographique et électronographique des divisions cellulaires nous permet-elle d’en
comprendre les modalités et mécanismes ?

Activité 2. Etude pratique des divisions cellulaires

Savoirs a construire [ Divisions cellulaires (mitose, méiose) |

Capacité ou attitude visée Evaluation
Manipuler, maitriser un geste technique,
Savoir-faire sollicités un outil, un logiciel :

» Microscope optique
Analyser, observer et raisonner

Travail a effectuer
Les objets a étudier et savoir reconnaitre et diagnoser sont : >
1. Cellules en mitoses : repérer les figures de mitose (= organisation des chromosomes o
caractéristiques d'une mitose ), y compris les figures de partage chromosomique q: - |
(= organisation des chromosomes caractéristiques d'une anaphase ). = I3
— Etude microscopique d’'apex racinaires (+ clichés de cellules animales pour information). 75 um A o
2. Cellules en'méiose : repérer Ie§ figures Qe méiose et les figures de partage chromosomique P O -le!h!' P p e ———
— Etude microscopique d’anthéres de Lis . coloration de Feulgen (MO x 400). ei%lsfstioﬁn:ecsei;ene(rwglvsf'fc%e).d w

— Etude d'images des stades de la prophase |
3. [Au cas ou, quelques électronographies : centrosomes , cytodiérése ].
décondensation des chromosomes
Le mouvement des chromosomes au cours de la mitose a été décrit par W.Flemming a la fin du XIXe siecle.
[utilisation de colorants du matériel filamenteux que sont les chromosomes (le terme mitose étant dérivé de
mito signifiant filament) a permis une description précise et le découpage en différentes phases.
Plusieurs composés et protocoles permettent de visualiser, en microscopie optique la chromatine et les
chromosomes.

Réactifs Coloration du matériel génétique
Réaction de Feulgen (HCI puis fuschine décolorée)  précipité rouge (spécifique de 'ADN)

Orcéine acétique rouge - brun
Carmin acétique (a chaud) rouge
Vert de méthyle acétique vert
hématoxyline éosine bleu violacé (acides nucléiques)
DAPI (di aminido phényl indol) liaison spécifique aux bases A et T Quslquesicompasés
excitation par lumiére violette (A = 372 nm) zzr\r/?;::;;
lumiére fluorescente bleue le matériel génétique
A FIGURE 9. Outils et colorants permettant d'étudier les di __ visions cellulaires. Lepm | _eum
D’aprés PEYCRU et al. (2010a). Anaphase d’une cellule de méristéme d'ail, Télophase et cytodiérése d'une cellule de méristéme

coloration de Feulgen (MO x 400). dail, coloration de Feulgen (MO x 400).
Pistes de réflexion et d’exploitation . i . . .
Légendez les figures (figures 10-15). A FIGURE 10. Mitose dans les cellules végétales (apex racina _ire de Monocotylédone / MO).
D’aprés BouTIN et al. (2015).
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B. Etude de la méiose

40 um

A FIGURE 11. Mitose dans les cellules végétales (apex racinaire de Monocotylédone / MO).
D’aprés SEGARRA et al. (2014).

4 B L
Une cellule diploide (27 = 24).

Les observations sont réalisées sur des cellules-ceufs d’Ascaris du cheval au cours de la premiére division de

mitose aprés la fécondation (phase de segmentation).
fuseau achromatique .
discernable

aster

cogue chromosomes alignés

sur la plague équatoriale
— cellule en métaphase

membrane plasmique de
la cellule-ceuf
en cours de division

sillon de division
— début de cytodiérese
Deux lots
de chromosomes
encore condensés
a chaque pole
— cellule en télophase

aster

= -

A FIGURE 12. Mitose dans les cellules animales (pour information / MO). .

% 500

Quatre cellules haploides (z = 12).
D’aprés SEGARRA et al. (2014). — .
Déroulement de la méiose dans une cellule détamine de is.

A FIGURE 13. Quelques figures de méiose (Anthére de Lis / MO).
D’aprés LiZEAUX, BAUDE et al. (2008).
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Stade leptoténe / zy goténe Stade pachyténe

1um

A FIGURE 14. Cliché d'une tétrade (MO).

https://www.annabac.com/annales-bac/transmission-de-deux-caracteres-chez-la-drosophile
(janvier 2017)

Stade diplotene (début de diacinése ? ) Stade diacinese

A FIGURE 15. Stades de la méiose | chez le Criguet (MO).
http://jean-jacques.auclair.pagesperso-orange.fr/travaux/meiose/orceine/orceine.htm
(janvier 2017)
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C. Etude des centrosomes des cellules animales et de la cytodiérése des
cellules animales et végétales

PRS2 )

F O e S ) X . - e .V A =
‘ Complexes centriolaires a deux phases du cycle cellulaire.
’ (D’aprés le sujet C de [’épreuve de Biologie du concours ENS 1996 (document 4))
(a) Lors de la phase S de I'interphase.
L ’ f " On note la présence de deux diplosomes formés chacun de deux centrioles (ct) disposés perpendiculairement
I’'un a l'autre. Sur les centrioles coupés transversalement, la structure en neuf triplets de microtubules est bien
A FIGURE 16. Figures de prophase | de méiose chez une Araign ___ée (MO). reconnaissable. Les centrioles sont entourés de microtubules (mt) disposés sans orientation particuliére.
Barre 10 um. D’aprés CHEMISQUY et al. (2008). (b) Au début de la prophase.
Un seul aster est ici photographié. Il est constitué de deux centrioles (ct) disposés perpendiculairement, entou-
a. Prométaphase de spermatogonie (mitose !!). b. Zygoténe. c. Pachyténe. rés de matériel péricentriolaire dense (mpc) d'ou rayonnent des microtubules astériens (mta).

d. Diploténe précoce. e. Diploténe tardif. f. Diacinese. . . .
P P P A FIGURE 17. Centrosomes des cellules animales (pour informa___tion / MET).

D’aprés PEYCRU et al. (2010a).

Diplosome = ensemble de deux centrioles
Avec le matériel péricentriolaire , il constitue un centrosome .
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Ill. Etude de caryotypes humains

Comment peut-on identifier et caractériser les caryotypes humains ?
Cytodiérese d'une cellule animale.
Segmentation de I'embryon de Rat (MET x 35 000).
La coupe, tangentielle au sillon de division (fleche),
montre les microtubules du fuseau (mt), et dans un plan
perpendiculaire, les filaments contractiles d’actine,
beaucoup plus fins. (Cliché, Labo. BC4, Orsay).

Activité 3. Etude de caryotypes humains

Caryotypes humains

| Savoirs a construire Diploidie, haploidie, aneuploidie, euploidie

N o [ Capacité ou attitude  visée | Evaluation |
Savoir-faire sollicités -
[ Analyser, observer et raisonner

Travail a effectuer
Etudiez les caryotypes proposés et caractérisez -les (sexe, anomalie éventuelle) (figures 19-23).

Pistes de réflexion et d’exploitation
) . Tout est déja légendé.

Cloisonnement d’une cellule végétale.
Racine de glycine (MET x 18 500).

Dans chaque cellule en fin de mitose, I'enveloppe
nucléaire (en) s'est reconstituée, individualisant a
nouveau le compartiment nucléaire (n). La nouvelle
paroi se forme dans le plan équatorial, par fusion de
vésicules golgiennes orientées perpendiculairement a
I’axe d’allongement des microtubules (mt). L'ébauche
de la paroi progresse du centre de la cellule vers la
périphérie ou elle se soude a la paroi (p) de la cellule
mere. Les membranes des vésicules fusionnées sont a
I'origine de la nouvelle membrane plasmique (mp).
(Cliché E. Newcomb et W. Wergin).

A. Caryotype normal d’'un homme (2n diploide)

::? (?) e
P< )t 2 sl

e " g 5 i ( ( Caryotype normal d’'un homme
A FIGURE 18. Cytodiéréses animale et végétale (pour informat _ion / MET). , ( s )f }ﬁ 1

S S La paire de chromosomes sexuels est constituée
D apres PEYCRU et al. (2010a)' par un chromosome X et un chromosome Y.

‘ Les chromatides des chromosomes apparaissent soudées
ELEN 1

I'une a l'autre sur ce type de préparation.
(Photo issue du site des Hopitaux Universitaires de Geneve,
http://www.medgen.unige.ch/cytogenetics).

i T

21 2z x x

A FIGURE 19. Caryotype normal d'un homme.  D’aprés SEGARRA et al. (2004).
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B. Caryotype anormal d’'un homme porteur d’une trisomie 21 D. Caryotypes normaux des gamétes (n haploides)
(2n diploide + aneuploidie)

& 8 o )
SN TP A ¢ 0y )
o SRR R
¢} ¢ It Ve 1} | {
bi /8 73 j‘f ” D i (1 j
11 12 13 14 15 1 12 13 14 15
. 2 i s 10 n 12
Caryotype d'un homme porteur d’une trisomie 21 , ‘ t ‘ ‘ l ‘
. o B Py 4
? g- ‘ ! & € q L4 ? C 3 i La paire de chromosomes sexuels est constituée ' 7 1 ‘ 0 7 8 Y
par un chromosome X et un chromosome Y. Trois chromosomes , ' ‘ ‘ X , ‘ ‘ ‘
= " 8 1 17 » de la paire 21 sont a I'origine d'une pathologie. 19 20 21 2 19 20 21 2
¢ ‘ Les chromatides des chromosomes apparaissent soudées
~ ¢ » ﬁ € 8 I'une a l'autre sur ce type de préparation. A FIGURE 22. Caryotypes de qamétes.
Photo i du site des Hopit: Uni it de Geneve, . — - .. .
" = a = x . (izhoieyissusidl siteicestHopiiau Hriversitaiiesics Geneys http://enviedesvt.overblog.com/I-originalite-de-chaque-etre-humain (janvier 2017)
http://www.medgen.unige.ch/cytogenetics).

A FIGURE 20. Un exemple d’aneuploidie : la trisomie 21.  D’aprés SEGARRA et al. (2004). E. Un caryotype humain trlpI0|de (non viable) (euPIOIdIe)

C. Caryotype anormal d’une femme (saine !) porteuse d’une fusion

chromosomique 13/14 (2n diploide + aneuploidie induite par la Sr‘.‘. ’“ “C "( )"
: 2 4 i ]
A B

fusion)
AR AN LR B ow owm M
L] T L] # W Lil w
! B & ] Caryotype d'une femme porteuse d'une translocation ¢
ﬂ a 1: ] ! ‘ chromosomique 14/13
g
2 10 1 82 La paire de chromosomes sexuels est constituée
P _ i T ] H 11} 'Y
o par deux chromosomes X. Un chromosome de la paire 14 o s “ » & ook
‘g K : 3 " semble absent: il a été en réalité transloqué B a
= 5 = sur un des chromosomes de la paire 13 (zone entourée
en pointillés).
¢ i { Les chromatides des chromosomes apparaissent soudées ’,
9 J ! ! LL é8 ) i I'une a l'autre sur ce type de préparation. il "" Ssi .I‘ .
W & # & % % (Photo issue du site des Hopitaux Universitaires de Genéve, L bl n @ ® ¥
http://www.medgen.unige.ch/cytogenetics).

A FIGURE 23. Caryotype humain triploide (rarissime et non v___iable) (euploidie).
http://enviedesvt.overblog.com/I-originalite-de-chaque-etre-humain (janvier 2017)

A FIGURE 21. Un exemple de mutation chromosomique.  D’aprés SEGARRA et al. (2004).
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Plandu TP
Objectifs : extraits du programme 1
Introduction 1

I. Etude pratique de linterphase et des niveaux de con  densation de 'ADN (interphases et
divisions)
A. Etude électronographique du noyau et de la chromatine en interphase (phases G1, G2/ G0) 2
B. Etude électronographique de la réplication eucaryote (phase S de l'interphase) 3
C. Etude électronographique des niveaux de condensation (interphase + divisions) 3
D. Des cas particuliers de chromosomes (interphase + divisions cellulaires) (MO) [Limite
programme ?] 4

Il. Etude pratique des modalités des divisions cellulair es 5
A. Etude de la mitose 5
B. Etude de la méiose 6
C. Etude des centrosomes des cellules animales et de la cytodiérése des cellules animales et
végétales 8

Ill. Etude de caryotypes humains 9
A. Caryotype normal d’'un homme (2n diploide) 9
B. Caryotype anormal d’un homme porteur d’une trisomie 21 (2n diploide + aneuploidie) 10
C. Caryotype anormal d'une femme (saine!) porteuse d'une fusion chromosomique 13/14
(2n diploide + aneuploidie induite par la fusion) 10
D. Caryotypes normaux des gameétes (n haploides) 10
E. Un caryotype humain triploide (non viable) (euploidie) 10
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Plan du TP 11
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