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Divisions cellulaires eucaryotes

Objectifs du TP (programme)

Capacités exigibles

— ATaide de différentes techniques microscopiques, repérer les différentes phases de la mitose, 'organisation des chromosomes et du fuseau de
division.

— ATaide de différentes techniques microscopiques, repérer les différentes phases de la méiose, I'organisation des chromosomes et du fuseau de
division.

et i mises en ceuvre
— Réaliser une préparation de microscopie optique, y compris des coupes @ main levée, avec ou sans coloration.

— Mettre en ceuvre un protocole de coloration adaptée & la problématique biologique.
— Utiliser le colorant adapté pour mettre en évidence un tissu ou des molécules.
— Réaliser une observation en microscopie optique :

- objectifs et grossissement, intensité lumineuse, diaphragme, mise au point, utilisation de I'huile & immersion

— Déterminer un ordre de grandeur ou la taille d’'un objet a partir d’'une échelle ou d’un grossissement.

— Reéaliser un dessin d'observation avec les conventions usuelles :
- fidélité, sélection des structures pertinentes, légendes, titre, échelle, orientations.

— Présenter de maniére pertinente un objet biologique (coupe, prélévement et montage, annotation, présentation comparative, schéma, dessin,
échelle).

Liens importants

— BCPST1. SV A.1. Regards sur un organisme Métazoaire : un Bovidé
- BCPST1. SV A.2. Regards sur un organisme Angiosperme : une Fabacée
— BCPST1. SV C. La cellule dans son environnement
— BCPST1. TP SV B. Morphologie et anatomie primaire des Angiospermes
— BCPST2. SV A.3. Regards sur les organismes unicellulaires
BCPST2. SV B.3. Développement post-embryonnaire des Angiospermes
— BCPST2. TP SV A. Organismes unicellulaires
BCPST2. TP SV B. Développement et anatomie des structures secondaires

Introduction

e 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 ’ADN lors de I'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.

e Unchromosome correspond :
= Soit a une seule chromatide : on parle alors de chromosome simple ou de chromosome
monochromatidien.
= Soit a 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 centromére. Ces deux chromatides
sont appelées chromatides sceurs.

e On appelle cycle cellulaire 'ensemble des événements, notamment génétiques,
de la vie d’une cellule allant de sa formation a sa division. || 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.

o L’interphase 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
croit, assure ses fonctions et se prépare a la mitose grace a la synthese de
protéines.

Notons que les cellules différenciées qui ne subiront plus de mitose demeurent en une phase G0
équivalente a une sorte de phase G1 « définitive ».

o |l 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 génétiquement identiques a la
cellule-mére (a quelques éventuelles erreurs prés), du moins en ce qui
concerne le génome nucléaire. Cette division comprend une division du noyau
ou caryocinése 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 caryocinése 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-meére 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 |a division équationnelle.

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

Comment I'étude de lames microscopiques ou de clichés micrographiques ou
électronographiques nous permet-elle de comprendre la structure du génome au
cours de I'interphase et des divisons cellulaires ?
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l. Etude pratique des modalités de la mitose Le mouvement des chromosomes au cours de la mitose a été décrit par W.Flemming a la fin du XIXe siecle.
Lutilisation de colorants du matériel filamenteux que sont les chromosomes (le terme mitose étant dérivé de

Comment I'étude micrographique et électronographique de la division mitotique nous permet-elle mito signifiant filament) a permis une description précise et le découpage en différentes phases.
d’en comprendre les modalités et mécanismes ? Plusieurs composés et protocoles permettent de visualiser, en microscopie optique la chromatine et les
chromosomes.
Activité 1. Etude pratique de la division mitotique
Réactifs Coloration du matériel génétique
Savoirs a construire | Division cellulaire (mitose) | Réaction de Feulgen (HCI puis fuschine décolorée)  précipité rouge (spécifique de 'ADN)
. Orcéine acétique rouge - brun
Capacité ou attitude visée Evaluation Car » S ohaud
Manipuler, maitriser un geste technique, AT @S Tee (&1 i) olgg
Savoir-faire sollicités un outil, un logiciel : Vert de méthyle acétique vert
> Microscope opthue hématoxyline éosine bleu violacé (acides nucléiques)
Analyser, observer et raisonner Quelques composés
DAPI (di aminido phényl indol) liaison spécifique aux bases A et T permqettam P
Travail manipulatoire a effectuer excitation par lumiére violette (A = 372 nm) de visualiser
. . . . . s .y . . . lumiere fluorescente bleue le matériel génétique
1. Préparation microscopique de cellules en mitose a partir d’une pointe de racine d’Ail ou
d’Oignon (protocole de Didier PoL) . L L .
a. Prélever avec des ciseaux une jeune racine en croissance sur un bulbe : couper le segment A FIGURE 1. Outils et colorants permettant d’étudier les divisions cellulaires.
terminal & environ 5 mm de I'extrémité et le déposer sur une lame porte-objet. On doit observer D'aprés PEYCRU et al. (2010a).

pres de 'extrémité le méristeme qui forme une petite tache.
b. Recouvrir I'échantillon d’acide chlorhydrique a@ 1 mol x L. Laisser agir 5 minutes pendant
lesquelles 'acide hydrolyse le ciment pectique qui relie les parois cellulaires ; ceci facilitera
ensuite la dissociation des cellules.
c. Enlever I'acide avec un essuie tout utilisé comme papier buvard en faisant attention de ne pas
coller I'échantillon sur le papier.
d. Recouvrir I'échantillon d’une solution d’orcéine et laisser agir pendant 20 minutes.
e. Eliminer le colorant avec un essuie tout en faisant attention de ne pas entrainer I'échantillon.
f. Recouvrir d’'une goutte d’acide acétique a 45 % et poser une lamelle.
g. Appuyer délicatement sur la lamelle (attention, c’est fragile !) pour aplatir I'échantillon de
fagcon a former une couche monocellulaire en déplacant Iégérement la lamelle tout en appuyant
pour provoquer la dissociation des cellules.
2. Observation de lames du commerce

— Etude microscopique d’apex racinaires (figures 2-3)

On en profitera pour se remémorer la structure de I'apex racinaire (figure 4) et I'observer sur la lame microscopique.
— Etude microscopique de cellules d’Ascaris (‘'ver Nématode parasite intestinal) en mitose
(figure 5)

3. Etude d’électronographies

— Etude de centrosomes (cellules animales) (figure 6)
— Etude de la cytodiérése animale et végétale (figure 7)

4. Etude de clichés obtenus par microscopie confocale et a épifluorescence (figure 8)

Pistes de réflexion et d’exploitation
Légendez les figures (figures 1-7) et répondez a la question portant sur la figure 8.

Productions graphiques
Utilisez I'annexe | pour produire un dessin d’observation de chaque phase de la mitose et en
lister les grands événements cellulaires et chromosomiques.
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A. Etude au MO des étapes de la mitose

chromosome

40 pm

A FIGURE 3. Mitose dans les cellules végétales (apex racinaire de Monocotylédone / MO).
D’aprés SEGARRA et al. (2014).
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A FIGURE 2. Mitose dans les cellules végétales (apex racinaire de Monocotylédone / MO). '—'200 um (100 x)

D’aprés BOUTIN et al. (2015).

A FIGURE 4. Organisation d’un apex racinaire (rappels). D’aprés CAMPBELL & REECE (2004 ), adapté.
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Les observations sont réalisées sur des cellules-ceufs d’Ascaris du cheval au cours de la premiére division de C. Etude électronogra ph|que dela cytodiérése des cellules animales et
mitose apres la fécondation (phase de segmentation).

. végétales
fuseau achromatique
discernable
aster
coque chromosomes alignés Cytodiérese d’une cellule animale.
membrane plasmique de sur la plaque équatoriale Segmentation de I'embryon de Rat (MET x 35 000).

la cellule-ceuf — cellule en métaphase

en cours de division 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).

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

- A,__;{é;.g‘ 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
B. Etude électronographique des centrosomes des cellules animales Balie] S tenme paws e plan Couaterial, g 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
mére. Les membranes des vésicules fusionnées sont a
I'origine de la nouvelle membrane plasmique (mp).
(Cliché E. Newcomb et W. Wergin).

A FIGURE 5. Mitose dans les cellules animales (pour information / MO).
D’aprés SEGARRA et al. (2014).

A FIGURE 7. Cytodiéréses animale et végétale (pour information / MET).
D’aprés PEYCRU et al. (2010a).

Complexes centriolaires a deux phases du cycle cellulaire.
(D’apres le sujet C de I’épreuve de Biologie du concours ENS 1996 (document 4))
(a) Lors de la phase S de I'interphase.

" On note la présence de deux diplosomes formés chacun de deux centrioles (ct) disposés perpendiculairement
I'un & l'autre. Sur les centrioles coupés transversalement, la structure en neuf triplets de microtubules est bien
reconnaissable. Les centrioles sont entourés de microtubules (mt) disposés sans orientation particuliére.

(b) Au début de la prophase.
Un seul aster est ici photographié. Il est constitué de deux centrioles (ct) disposés perpendiculairement, entou-
rés de matériel péricentriolaire dense (mpc) d'ou rayonnent des microtubules astériens (mta).

A FIGURE 6. Centrosomes des cellules animales (pour information / MET).
D’aprés PEYCRU et al. (2010a).

Diplosome = ensemble de deux centrioles.
Avec le matériel péricentriolaire, il constitue un centrosome.
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- des tubulines qui sont couplées, avant I'étude, a la X-rhodamine, fluorochrome a fluorescence
rouge ;

- d’autres tubulines qui sont couplées, avant I'étude, a de la fluorescéine photo-activable ; cette
molécule émet une lumiére verte uniquement si on la soumet a des rayons UV ;

- les chromosomes qui sont couplés, pendant I'étude, a un fluorochrome spécifique, le DAPI
(4',6-diamidino-2-phénylindole) a forte affinité pour certaines bases azotées des nucléotides ;
celui-ci émet une fluorescence bleue.

Photo-activation 1
D. Réle du cytosquelette dans la mitose : une étude a microscopie IR el . iWRen
confocale et a fluorescence e LS A e
La figure 8 présente des résultats obtenus sur une lignée de cellules épithéliales en culture. On e P ] Y
utilise une technique de microscopie a fluorescence. Dans cette étude, on colore trois types de it & - > .
structures : — - - i »>e

Avant la métaphase, on injecte des tubulines couplées aux deux fluorochromes (rhodamine et
fluorescéine photo-activable). On injecte aussi du DAPI.

Le figure 8 présente le suivi, au microscope a contraste de phase et au microscope a fluorescence,
de I'évolution d’'une cellule initialement en métaphase qui subit ensuite 'anaphase.

Analysez et interprétez les résultats proposés dans la figure 8.

> FIGURE 8. Suivi d’'une cellule en métaphase et en anaphase au microscope a contraste de
phase (a gauche) et au microscope a fluorescence (a droite).

Les photo-activations sont des stimulations artificielles aux UV localisées dans I'espace et dans le
temps. Les cadres indiquent les zones et moments des photo-activations. L’étude compléte dure 16
min.

D’aprés Y. ZHAI et al. (1995). Kinetochore microtubule dynamics and the metaphase-anaphase
transition. Journal of Cell Biology, 131 : 721-734.

Lycée Chateaubriand (35) « Classe préparatoire BCPST « SVT « SCIENCES DE LA VIE « TP SV F2. Divisions cellulaires eucaryotes
Support étudiant « Page 5



Lycée Chateaubriand (35) « Classe préparatoire BCPST « SVT « SCIENCES DE LA VIE « TP SV F2. Divisions cellulaires eucaryotes
Support étudiant - Page 6



Il. Etude micrographique et électronographique de la méiose

v Mettre en relation les différentes phases de la méiose avec les
brassages inter et intrachromosomiques a partir d’observations
microscopiques photonique et électronique de cellules animale et
végétale.

Capacité exigible

Activité 2. Etude pratique des modalités de la méiose

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

[ Savoirs a construire [ Modalités de la méiose | 3 ;
Une cellule diploide (2n = 24).

« 600

Capacité ou attitude visée Evaluation
Manipuler, maitriser un geste technique,
un outil, un logiciel :

Savoir-faire sollicités » Coloration
» Microscope optique
Analyser, interpréter, raisonner, mettre en relation des b
données
Travail a effectuer

1. Observation au MO de coupes de jeunes anthéres de Lys (grains de pollen en formation)
a. Préparation microscopique et coloration a I'orcéine acétique ; | Protocole en page 2
b. Préparation microscopique et coloration au bleu de toluidine ; | (encadré vert)

c. Lames du commerce. =

>> Légendez la figure 9. ’ S < ‘g
2. Observation au MO de coupes de testicules — TP reproduction BCPST2. d o v e
3. Observation d’une tétrade au MET. "

>> Légendez la figure 10.

v TABLEAU |. Outils et colorants permettant d’étudier les divisions cellulaires.
D’aprés SEGARRA et al. (2014).

Le mouvement des chromosomes au cours de la mitose a été décrit par W.Flemming a la fin du XIX® siecle.
Lutilisation 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) 2 Oustre cellules baloides (it = 12). x
Orcéine acétique rouge - brun
Carmin acétique (a chaud) rouge Déroulement de la méiose dans une cellule d'étamine de ls.
Vert de méthyle acétique vert
hématoxyline éosine bleu violacé (acides nucléiques) A FIGURE 9. Quelques figures de méiose (Anthére de Lis / MO).
DAPI (di aminido phényl indol) liaison spécifique aux bases A et T Quelques composés D'aprés LIZEAUX, BAUDE et al. (2008).
excitation par lumiere violette (A = 372 nm) zzr;?::;lr
lumiere fluorescente bleue le matériel génétique

On peut aussi utiliser le bleu de toluidine, colorant basique non spécifique, qui colore bien ’ADN, notamment
lors des divisions cellulaires.
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A FIGURE 10. Cliché d’une tétrade (MET ?).
https://www.annabac.com/annales-bac/transmission-de-deux-caracteres-chez-la-drosophile
(janvier 2017)

Anthéres de Lys : réalisation et coloration des préparations microscopiques

Prélévement et préparation
= Disséquez la fleur pour recueillir les étamines.
= Placez une (ou deux) étamine(s) par lame.
= Ecrasez les anthéres pour en récupérer le
contenu ou incisez et videz délicatement I'étamine.

(!) Pas de chauffage ni de coloration a 'HCI
pour les antheres.

Dissection d’un bouton de fleur de lys.
(a), morphologie externe. (b), 3 tépales enlevés, on voit la

Coloration (valable pour toutes les colorations) . oonne d-ctamines et los stgmates qui suplombent.

(c), 2 étamines enlevées, le pistil apparait dans sa totalité.

(d), détail d’une étamine. (e), coupe transversale d’une étamine.
(f), extraction de I’intérieur des sacs polliniques (en haut) en
appuyant sur I’anthére (en bas).

D’aprés PRAT (2007)

= Déposez une goutte de colorant sur la préparation.
= Laissez agir 5 minutes puis écraser sous une lamelle.
= Mettez les gants et épongez le surplus de colorant

a l'aide de plusieurs épaisseurs de papier filtre.

Références

Préparation de la solution d’orcéine acétique (par le technicien)

v Préparer la solution colorante suivante : eau 55 mL, acide acétique 45 mL, carmin 1 g.

v’ Faire chauffer sous hotte a ébullition commengante durant 5 heures (I'utilisation d’un tube a
refoulement limite les émanations gazeuses d’acide acétique et permet de limiter la perte
par évaporation).

v Filtrer.
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Annexe l. Dessins d’observations des principales phases de la
mitose (a détacher pour évaluation)

NOM : Prénom :

- Mise en place du fuseau mitotique (= fuseau achromatique = fuseau de division)

- Condensation des chromosomes

- Vésicularisation de I'enveloppe nucléaire

- Fixation des microtubules kinétochoriens sur les kinétochores des chromosomes
(!) Toujours 2n chromosomes lors de mitose (!)

- Doubles (= 2 chromatides par chromosome)

- Alignement équatorial des chromosomes : formation de la plaque métaphasique

Etat des chromosomes

(!) Toujours 2n chromosomes lors de mitose (!)
- Doubles (= 2 chromatides par chromosome)
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- Raccourcissement des microtubules kinétochoriens
= Séparation des chromatides sceurs (les chromosomes deviennent simples)

- Migration (par traction due aux microtubules kinétochoriens) des chromosomes simples a
chaque pole de la cellule = c’est 'ascension polaire

[- Dans les cellules animales uniquement: allongement de la cellule sous [effet de la
polymeérisation des microtubules polaires : cela définit 'anaphase B]

(!) Toujours 2n chromosomes lors de mitose (!)
- Les chromosomes deviennent simples (= 1 chromatide par chromosome)
>> C’est I'étape qui assure I’égale répartition du mateériel génétique entre les deux cellules filles.

Télophase
- Reformation de I’enveloppe nucléaire autour des deux lots chromosomiques
- Décondensation des chromosomes
- Individualisation des cytoplasmes des cellules-filles
> Cellules animales : sillon de division di a un anneau contractile (actine-myosine)
> Cellules végétales : formation de la plaque cellulaire (jeune paroi)
(!) Toujours 2n chromosomes lors de mitose (!)
- Simples (= 1 chromatide par chromosome)
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