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Introduction

Observation des différentes structures d’intérêt sur le même échantillon

Fixation : Glutaraldéhyde 2,5% - PFA 2% pH 7,2 : 1h à TA+1 semaine à +4°C
Contraste : OTE 0,5%
Post-Fixation : OsO4 1% - FerroCyanure K 1,5% : 2h à TA à l’obscurité
Déshydratation : Ethanol 10% à 90% : 1h/chaque

Ethanol 100% : 2x1h
Substitution : Ethanol 100% - Epon : 2/1  - 2h

Ethanol 100% - Epon : 1/1  - 2h
Ethanol 100% - Epon : 1/2  - 2h
Epon pur : 1 nuit sous vide

Inclusion : entre 2 lames silanisées
Polymérisation : 48h à 56°C

Méthode
Graines abimées => plis, trous, déchirures
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Conclusion

Dans la graine d’Arabidopsis, les cellules de l’enveloppe se différencient au cours de leur

développement. En particulier, la couche cellulaire la plus interne de l’enveloppe, appelée

endothélium produit des tannins condensés, polyphénols ayant des forts intérêts

agronomique, écologique et de santé humaine.

Nous cherchons à déterminer les mécanismes génétiques qui contrôlent le développement

des cellules de l’endothélium. On sait qu’un certain nombre de gènes TRANSPARENT

TESTA (TT) codant des facteurs de transcription sont impliqués dans ce processus

développemental. L’étude fine de la structure cellulaire de l’endothélium dans les mutants de

ces gènes nous permettra d’en savoir davantage sur leur rôle précis. En outre, nous

cherchons à savoir si certains de ces mutants sont affectés dans la déposition d’une cuticule

(couche de cire dense aux électrons) séparant enveloppe et produits de la fécondation

(embryon et albumen). Enfin, nous étudions la communication cellulaire dans les tissus

maternels des ovules et jeunes graines d’Arabidopsis. A ce titre, nous voulons observer les

plasmodesmes (canaux reliant deux cellules) et savoir si nos mutants tt sont affectés dans

leur répartition au sein du nucelle.

La structure complexe des graines rend leur préparation en MET difficile. Pour étudier les

différentes couches cellulaires, nous avons optimisé les conditions de préparation afin de

conserver et d’observer l’ensemble des constituants.

Image AMF : Auto Multiple Frame
Hitachi HT7700 80Kv – Camera AMT Grandissement x 5000

Graines conservées => identification des structures

Cette méthode nous a permis d’identifier des changements d’identité cellulaire dans les cellules de l’endothélium ainsi que l’absence de déposition de la
cuticule chez certains de nos mutants, et enfin, des différences de répartition des plasmodesmes dans le nucelle des ovules, tout ceci sur les mêmes
échantillons.
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