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INTRODUCTION

Les assimilats (sucres et acides aminés)
synthétisés dans les feuilles (sources) sont
chargés dans les nervures et transportés a
longue distance vers divers organes rece-
veurs (puits) ou ils sont déchargés et stoc-
kés a plus ou moins long terme. Les régions
clés de chargement et déchargement posse-
dent des cellules spécialisées dans les
échanges "de cellule a cellule" (Fig. 1).

Pendant leur transport, les nutriments
peuvent emprunter deux voies : la voie sym-
plastique s'ils passent par les plasmodesmes
ou bien la voie apoplastique s'ils sont trans-
portés dans 1'espace périplasmique (Fig. 2a,
b). Cette seconde voie est suivie dans les
régions ot les plasmodesmes sont rares ou
absents ; les molécules d'assimilats doivent
absolument franchir 1a membrane plasmique

en mettant alors en jeu des transporteurs.
Ces transporteurs sont des protéines qui
fonctionnent le plus souvent contre un gra-
dient de concentration, en utilisant 1'éner-
gie apportée par des pompes qui hydrolysent
I'ATP et créent des gradients transmembra-
naires (force proton-motrice). Les pompes
les plus étudiées sont les HT-ATPases
(Fig. 2a) qui jouent un rdle primordial dans
la physiologie des plantes (1). Les trans-
porteurs (Fig. 2a) dissipent les gradients
ioniques créés par ces ATPases, pour assu-
rer le transport d'ions ou de solutés orga-
niques tels que glucides ou acides aminés.
Enfin, les canaux sont des pores membra-
naires (Fig. 2b) qui peuvent se fermer ou
s'ouvrir pour permettre le transport de molé-
cules ou d'ions (2).

Le transport des photoassimilats de cel-
lule a cellule a des répercussions sur la com-




Figure 2 a, b Schéma représen-
tant divers sytemes de transport
actif primaire (pompes) et secon-
daire (transporteurs et canaux)
dans les membranes plasmique et
vacuolaire de la cellule végétale.
Originalité du végétal : plastes
(autotrophie), vacuoles (stockage
eau, solutés) et paroi (port érigé),
connexions cellulaires=plasmo-
desmes (pl).

SOURCE

Figure 1 Transport des photoassimilats
de la feuille (source) vers un organe rece-
veur (puits). Présence de cellules spécia-
lisées dans le transport (TC) aux inter-
faces de chargement et déchargement du
complexe conducteur phloémien. Conduc-
tion de I'eau par le xyleme vers la région
de chargement et circulation de la seve
phloémienne par la pression développée
sur cette interface.
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partimentation des nutriments organiques
et, de maniére globale, sur I'amélioration de
la productivité végétale. Dans ce cadre, nous
étudions l'expression des pompes, trans-
porteurs et canaux aqueux intrinséques aux
membranes plasmique et vacuolaire. Plus
particulierement, nous les détectons in situ,
ce qui permet d'argumenter leur implica-
tion fonctionnelle quand les tests biochi-
miques ont préalablement révél€ leur acti-
vité.

PROTOCOLES
1/ Démarche exprimentale

Les problemes ont été nombreux pour
mettre au point une détection reproductible
des protéines que nous étudions dans les
membranes plasmique et vacuolaire in sifu.
En effet, il s'agit parfois d'antigénes peu
abondants sur ces membranes "limitantes"
qui, en outre, ne présentent sur chaque sec-
tion cellulaire qu'une surface ("profil") fai-
blement représentée. De plus, les sites
reconnaissables peuvent étre situés sur des
boucles, hors des segments intramembra-
naires (3). Il a donc fallu I/ protéger au
mieux l'architecture membranaire pour pré-
server ces sites 11/ les démasquer I1I/ opti-
miser les conditions qui permettent de les
reconnaitre avec les anticorps et IV/ celles
qui permettent de lire et évaluer "quantita-
tivement" le marquage.

Afin de pouvoir réaliser une topogra-
phie moléculaire fiable nous avons réalisé
une étude comparative dans plusieurs
modeles choisis a différents niveaux de com-
plexité A/ pluricellulaire (tissus), B/ cellu-
laire (cellules isolées ou protoplastes), C/
membranaire (microsomes ou fractions iso-
lées et purifiées de membrane plasmique)
(Fig. 3)

A propos des divers protocoles que nous
avons testés depuis 1990 nous allons faire
quelques remarques qui permettent d'évaluer
bon nombre de difficultés mais qui apportent
aussi plusieurs points de satisfactions.

2/ Préparation des échantillons, immu-
nocytochimie et évaluation quantitative

Préparation des échantillons (Fig. 4)

La fixation chimique a pour but de tuer
le végétal en conservant au maximum la
structure des tissus et les sites antigéniques.
La concentration en glutaraldéhyde doit étre
faible car cet agent peut ponter les protéines
et rendre les sites antigéniques inaccessibles
a l'anticorps. De plus, une trop forte concen-
tration en paraformaldéhyde peut augmen-
ter le bruit de fond et mal conserver les tis-
sus. De nombreux lavages (tampon
additionné de saccharose) sont réalisés au
moins pendant deux heures. Hormis la fixa-
tion, faite a température de la piece pour
certains échantillons (cultivés a 28°C), tous
les traitements sont effectués a 4°C jusqu'a
la polymérisation. Les lavages sont suivis
d'une post fixation de quelques minutes dans
T'acide osmique (0,5% au maximun) qui fixe
les lipides et présente donc un intérét pour
le repérage des profils membranaires .

Le passage des échantillons dans des
bains d'éthanol de degré croissant pendant
quelques minutes, permet une déshydratation
progressive qui évite d'endommager les cel-
lules largement vacuolisées par perte bruta-
le d'eau. L'imprégnation a le plus souvent
été faite dans la "London Resin White"
(LRW) ou dans 1'Unicryl. Les échantillons
inclus dans des capsules de gélatine (Pola-
ron) ont été polymérisés 24h a 55°C (mais
aussi a -20° et a 4°C sous UV pour préser-
ver certains antigénes), puis stockés a I'abri
de I'humidité. Les coupes semi-fines, colo-
rées au bleu de toluidine (pH=8,8; 0,7% dans




EXPRESSION DE PROTEINES DE TRANSPORT

I Tests biochimiques
= ELISA, Western blot
(reconnaissance interspécifique).

II Tests cytochimiques

= Empreintes \ } Phosphatase alcaline
= Sections semi-fines  } révélation  } Fluorescence
= Protoplastes J ) Immunogold silver
= Sections fines \ staining

- cellules + Or colloidal

- culots membranaires)
Il Evaluation quantitative
grains d’or par unité de - longueur de membrane
- surface de membrane

Figure 3 Schéma de la démarche expérimentale adoptée pour
I'étude des protéines intrinseques impliquées dans les transports
transmembranaires de nutriments

Préparatlon des échantlllons
[ Traitement classique

Fixation chimique
PFA 1,5%; Glutaraldéhyde 0,6%;
Tampon phosphate 0,05M
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Figure 4 Protocole 'classique'
de préparation d'échantillons et
d'immunocytochimie
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Borax 1%), permettent d'apprécier l'orien-
tation des échantillons et la qualité de la fixa-
tion. Les coupes ultra-fines de 60 a 80 nm
d'épaisseur sont récoltées sur des grilles d'or.

Immunocytochimie

C'est une technique qui permet de révé-
ler, & I'échelle de la microscopie photonique
et électronique, la présence d'antigénes dans
une cellule, précisant ainsi leur lieu de syn-
these et/ou d'accumulation. Elle est fondée
sur l'aptitude que possedent les anticorps a
se lier aux antigenes de facon spécifique.

La méthode de marquage que nous avons
utilisée est indirecte car l'anticorps qui se
lie 2 'antigéne n'est pas marqué, mais il est
détecté par un conjugué formé d'un deuxie-
me anticorps lié a un marqueur (Fig. 4). Les
grilles sont placées dans des puits remplis
des solutions préalablement filtrées et/ou
cenfrifugées afin de limiter les contamina-
tions et d'éliminer au maximum les possi-
bilités d'accrochage non spécifique des anti-
corps. A I'échelle subcellulaire, la réaction
a été révélée par des billes d'or, particules
granulaires plus opaques aux électrons que
tout autre dépot dense ce qui permet d'évi-
ter d'éventuelles confusions.

Comparaison de protocoles de préparation
des échantillons (Fig. 5)

Les fixateurs chimiques (I) introdui-
sent des ponts intra- et intermoléculaires
qui diminuent l'antigénicité et génent la
pénétration des anticorps. Pour améliorer
ce type de préparation "classique", et avoir
un témoin positif, nous avons pu réaliser
(ID) la eryofixation sous haute pression de
certains échantillons au CIME-Jussieu. En
évitant la fixation chimique et en cryosub-
stituant tres lentement, cette technique (4) a
permis, pour les objets que nous avons choi-
si, de conserver remarquablement la struc-
ture et les sites antigéniques membranaires.
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En travaillant a basse température, notre but
a été de supprimer les artefacts de fixation
chimique pour préserver la localisation et la
conformation des protéines. Une autre
approche (ITI) a été tentée : il s'agit de 1'ob-
servation d'échantillons en microscopie de
force atomique (AFM). L'avantage incon-
testable de cette approche est la possibilité
d'observer in vivo et a forte résolution (5) une
surface membranaire.

Evaluation quantitative

Les sites protéiques reconnus ont été
dénombrés sur une longueur donnée de
membrane (a partir de photographies ou
bien en direct sur les grilles par un logiciel
disponible au CHU de Poitiers). Pour com-
parer les résultats relatifs aux échantillons
traités et témoins (omission de 1'anticorps ou
saturation par la protéine purifiée), nous
avons calculé la densité moyenne des billes
d'or par unité de longueur de membrane.

QUELQUES RESULTATS

1/ Les transporteurs de saccharose dans
le mésophylle de vigne (Fig. 6a, b)

Actuellement peu de travaux font état
de localisation de transporteurs de nutri-
ments a l'échelle subcellulaire. Dans 1'im-
médiat, c'est par congélation sous haute
pression (5) que nous avons obtenu la
meilleure préservation des transporteurs
recherchés sur la membrane plasmique (6).

2/ Les canaux aqueux dans les fines ner-
vures (Fig. 6¢c et Fig. 7a)

Rappelons que depuis une dizaine d'an-
nées les flux de solutés entre cytosol et
vacuome sont intensivement étudiés. Ces
deux compartiments sont séparés par la
membrane vacuolaire, d'importance consi-
dérable dans le végétal ou l'eau occupe 90%




PREPARATION DES ECHANTILLONS

I TRAITEMENT
CHIMIQUE

II CRYOFIXATION
sous haute pression

IIT ECHANTILLON
VIVANT

=» Fixation chimique courte
(échantillon 1 mm)

=> Pas de fix. chimique
(échantillon < 1 mm)

=» Aucun traitement
(protoplastes, vacuoles,
membranes)

=» Lavages nombreux, post-
fix. breéve, deshydratation

=» Résines hydrophiles

=» Cryofixation ultra-rapide
NH;, 2100 bars

=» Cryosubstitution
méthanol ou acétone

=» idem LRW, Unicryl

=» ICC avant dépot objet
lamelle verre ou mica

=» ICC sur sections fines

=» Observation M.E.T.

= idem

=» idem profils membranaires

=» Observation A.EM a sec
ou cellule liquide
=» surface membranaire

Préservation membranes +
Préservation antigénicité +
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Figure 5 Comparaison de 3 protocoles de préparation d'échantillons
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Figure 6 Exemple de marquage d'un transporteur de sucre (AtSUC1)
sur la membrane plasmique (pointe de fleche) de mésophylle de vigne
(traitement HPF) (a sans contrate, b avec contraste) et d'une aquaporine
sur la membrane vacuolaire (triangle) de parenchyme de Colza (c) :
sites reconnus repérés par billes d'or (fleche fine), V= vacuole; w = paroi
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Figure 7 Histogrammes de distribution de I'aquaporine dans la membrane vacuolaire
} du Colza (a) et de I'HT-ATPase dans la membrane plasmique de féve (nervures de
 feuilles exportatrices) (b); cellules de la nervure : CC = cellule compagne du tube cri-
. blé; PP = parenchyme phloémien, PV= parenchyme xylémien, TC = tube criblé, V = vais-
~ seau de xyleme; gaine périfasciculaire = assise entourant la nervure foliaire, méso-
phylle = tissu assimilateur.




du poids frais et les vacuoles qui la contien-
nent 80 a 90% du volume cellulaire. Dans
cette membrane, deux pompes a proton, des
canaux ioniques et des canaux aqueux ont
été identifiés. Les pompes génerent des gra-
dients qui permettent des transports actifs
secondaires pouvant étre utilisés pour accu-
muler les solutés. Les canaux aqueux consti-
tuent les plus petits pores connus (23 a 28
kDa) appelés TIP (Tonoplast Intrinsic Pro-
tein) dans la membrane vacuolaire et PIP
(Plasma membrane Intrinsic Protein) dans la
membrane plasmique.

- Dans les fines nervures 1'aquaporine
(y-TIP) est abondante dans la membrane
vacuolaire de plusieurs types cellulaires
(Fig 6c), sa densité étant plus forte dans la
gaine (c'est l'assise périvasculaire) que dans
le parenchyme xylémien (Fig. 7a). Ce résul-
tat suggere que l'eau ne provient pas essen-
tiellement du bois mais aussi du mésophyl-
le et que la gaine apparait comme
l'interface-clé de régulation des flux d'eau
entre mésophylle et phlo¢me (7, 8).

- D'autres cellules, spécialisées dans le
transport des nutriments, ont deux types
vacuolaires dont 1'un ne contient ni aqua-
porine (y-TIP), ni HT-ATPase, alors que
l'autre possede ces deux protéines mem-
branaires. Ce résultat suggere un adressage
spécifique de ces protéines dans chaque type
vacuolaire et une énergisation des flux d'eau
dans 1'un d'eux seulement (9).

3/ L'ATPase pompe 3 H* de la membra-
ne plasmique de fines nervures

Dans les cellules animales, le transport
est généralement couplé a des flux d'ions
Na', tandis que dans les cellules végétales,
il est couplé a des flux de protons. D'abord
localisée en microscopie photonique, I'AT-
Pase pompe a4 H* de la membrane plas-
mique a été plus rarement observée en élec-
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tronique par des techniques immunolo-
giques. C'est a cette échelle subcellulaire
que notre travail, par la diversité des traite-
ments employés et I'approche semi quanti-
tative mise au point, a précisé la localisation

de cette protéine membranaire intrinséque,

Hétérogénéité de distribution i
de I'H*-ATPase

Notre approche infrastructurale a per- |
mis de montrer I'hétérogénéité de la distri-
bution de I'HT-ATPase I/ entré types cellu-
laires (Fig. 7b) II/ entre interfaces du méme
type cellulaire : distribution asymétrique
des sites dans la cellule de transfert (abon-
dants au p6le opposé au tube criblé, rares au
pdle adjacent) (10) III/ entre domaines : ex.
ponctuations plus riches en sites sur leur
bord que prés des plasmodesmes, eux
mémes non reconnus (11).

Concretement, dans la feve, ces résultats
indiquent que le chargement des photoassi-
milats dans le tube criblé peut étre fait par
les cellules compagnes, modifiées en cel-
lules de transfert a forte polarité structura-
le et fonctionnelle. Dans les embryons, le
déchargement des assimilats peut aussi étre
fait par ce type cellulaire (10). Nos résultats
montrent encore dans d'autres plantes la spé-
cialisation fonctionnelle des plasmodesmes
(11) et le role de 'HT-ATPase dans la régu-
lation de la turgescence (12) et du pH (séve
xylémienne).

Observation de I'HY-ATPase sur fractions
membranaires isolées

Le modele des vésicules de membrane
plasmique (Fig. 8a) a également permis d'ob-
server des sites HY-ATPasiques (Fig. 8b).
Ce modele, constitué d'une population mem-
branaire trés hétérogene, reste cependant
unique par l'abondance des profils membra-
naires dans le champ d'observation. L'étude
de la distribution du marquage y est donc




3 facilitée. Une étude de 'HT-ATPase a aussi
€ été entreprise sur ces vésicules (orientées
4 winside out" pour présenter le site ATPasique
- reconnaissable par l'anticorps sur leur sur-
n face) par microscopie de force atomique
S (Fig. 8 ¢, d). La lecture des sites reconnus

offre des perspectives intéressantes puisque
leur dénombrement peut étre fait par unité de
surface sur ces vésicules "vivantes" en milieu
liquide. Cependant, les difficultés sont enco-
3 re nombreuses pour identifier les billes d'or
1 sur ces vésicules qui ne peuvent pas recevoir

< le contraste habituellement utilisé.

e

-

0|
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r En prenant en compte la relation inver-

se qui existe généralement entre la conser-
vation des sites antigéniques et la préserva-
tion ultrastructurale et en modulant de
nombreux parametres nous avons mis au
point une immunodétection de sites pro-
téiques dans les membranes limitantes plas-
mique et vacuolaire de nos modeles. La lec-
ture du marquage a été faite sur des profils
° qui présentent une forte asymétrie. Par
> exemple, le site HY-ATPasique est reconnu
3 sur la face interne de la membrane plas-
mique, liée au cytosquelette composé d'un
réseau de spectrine associé aux filaments
d'actine. Pour les canaux aqueux, nos diffi-
cultés ont été moindres, méme en cas d'as-
sociation étroite entre tonoplaste et tannins
; intravacuolaires, car 'opacité aux €lectrons
de ces composés est toujours plus faible que
celle des billes d'or.

) La densité du marquage augmente quand
. la taille des billes d'or diminue, cependant,
’ pour des raisons de charge électrique, la

t meilleure résolution a été obtenue pour des
particules de 10 a 15 nm, c'est a dire 1ége-
S rement supérieure a celle des profils mem-

branaires (7-9 nm).
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La comparaison de plusieurs protocoles
de préparation des échantillons est une
démarche qui nous a paru indispensable
pour nous assurer de la fiabilité des résul-
tats. Le traitement par congélation sous
haute pression a fourni des résultats de
bonne qualité pour certains échantillons qui
n'ont donc été soumis a aucune fixation chi-
mique et dont le contenu aqueux n'a pas
formé (en théorie) de microcristaux capables
d'altérer les structures. Aucune différence n'a
été notée entre la cryosubstitution au métha-
nol ou a l'acétone. Ce cryotraitement a per-
mis une préservation remarquable des mem-
branes plasmique et vacuolaire et a paru
adéquat pour détecter des antigénes pré-
sents en faible quantité dans les cellules.
En outre, la lecture du marquage a gagné en
précision et a été facilitée par rapport a celle
réalisée apres fixation chimique. Ajoutons
que, dans les plastes, certains antigénes
membranaires, facilement détruits par la
fixation chimique, ne sont préservés que
par cryotraitement (13). Il s'agit donc d'un
protocole de choix pour étudier certaines
membranes.

L'utilisation de modeles ayant différents
degrés de complexité structurale (Fig. 9) a
permis de conforter nos observations. Sur
tissus et protoplastes 1'lGSS et la fluores-
cence ont donné de bons résultats (12). Puis,
le marquage a l'or colloidal a permis une
détection subcellulaire précise et "quanti-
fiable" pour plusieurs pompes (H1-ATPa-
se, PPase), canaux aqueux (TIP et PIP) et
transporteurs (ATSUCI et 2). En régle géné-
rale, les détections ont été plus difficiles a
réaliser sur la membrane plasmique que sur
la membrane vacuolaire. L'observation faite
sur les vésicules isolées de membrane plas-
mique a facilité la lecture.

Soulignons, malgré tout, que I'évaluation
quantitative serait plus satisfaisante par




MODELES : AVANTAGES ET INCONVENIENTS

Figure 8 Schéma d'une vésj.
cule (ve) a orientation nor-
male, imperméable a I'ATP
(a); sites H+-ATPasiques
reconnus (fleche) dans la
membrane plasmique de
vésicules fixées, inclues au |
LRW (b) et sur la surface
de vésicules a orientation
inversée observées in vivo
en microscopie de force ato-
mique (AFM) (c); témoin ;
solution d'IgG couplées aux
billes d'or (fleche) (d).
|
|

Niveau Préservation Accessibilit§ sites
MODELES Taille organisation | intégrité vivant membranaires
A |Tissus 100" ym
Cellules 107 ym
B |Protoplastes 10°* pm
Vacuolesisolées | 52430 pm i -
C [Micoosomes 1~ <l [ ebmbinet— mens | e

Figure 9 Comparaison des modéles.
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unité de surface que par unité de longueur
membranaire. C'est dans ce sens que les
tentatives d'observation en AFM ont été
initiées, en particulier, sur ces fractions
membranaires purifiées. Rappelons enfin
que, si la présence des sites permet de pré-
voir leur fonctionnement dans une région
membranaire bien définie, elle ne peut
cependant pas étre directement reliée a 1'ac-
tivité de la protéine, ce qui constitue donc
une limite a 'approche immunocytochi-
mique, sans toutefois lui enlever sa valeur
d'outil topologique moléculaire.
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Nos observations ont été réalisées au
Service Inter-Disciplinaire de Microscopie
et d'Imagerie Scientifique, UFR SFA et, pour
I'AFM, au Laboratoire de Métallurgie Phy-
sique (SP2MI), Université de Poitiers. Nous
remercions chaleureusement N. Quellard et
B. Fernandez (Service d' Anatomo-Patholo-
gie, CHU, Poitiers) pour I 'utilisation de
l'analyseur d'images ainsi que D. Raison,
G. Nicolas, J.P. Lechaire et G Frebourg
(Centre Inter-Universitaire de Microscopie
Electronique, Universités Paris VI-VII) pour
la réalisation des cryotraitements.
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1. INTRODUCTION

De nombreux auteurs tels que Czesny,
Dabrowski (1), Sargent, (2), Soudant (3,4)
ont montré I'importance du rdle des réserves
lipidiques des ovocytes, puis des ceufs, non
seulement dans 1'évolution du développe-
ment embryonnaire des poissons mais aussi
comme critere de qualité de leurs gametes.
D'autres auteurs Harrell, Woods (5) ont uti-
lisé aussi des caractéristiques des lipides
contenus dans les ceufs (quantité et compo-
sition), pour établir des comparaisons
d'échantillons provenant de conditions envi-
ronnementales différentes (milieu sauvage,
ou élevages a différents niveaux d'alimen-
tation artificielle)

La mesure des lipides des ceufs se fait en
général par des analyses biochimiques :
dosage des lipides totaux sur des broyats
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d'ovaires, et mise en évidence et dosage des
différentes formes sous lesquels ces lipides
sont stockés.

Etudiant des coupes histologiques
d'ovaires de différents poissons pour cerner
I'ensemble du processus de la maturation
sexuelle (6, 7, 8), il nous est apparu que la
visibilité des lipides sur ces coupes était suf-
fisamment nette pour tenter d'y appliquer
un traitement optique/numérique et mathé-
matique qui permettrait de mesurer la sur-
face qu'ils occupent a l'intérieur d'une struc-
ture, dans le cas de ce présent travail, des
ovocytes a différents stades de maturation.

Le traitement utilisé pour ce premier
essai de repérage et de quantification des
lipides est 'analyse d'image. Il s'applique a
des ovocytes d'un poisson d'étang, le black-
bass (Micropterus salmoides) poisson a fort
































































































































































































































































