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Cytométrie en flux pour I'analyse de la ploidie et la taille
du génome chez les plantes et autres organismes.

Introduction :

Dés son origine, la cytométrie en flux fut développée pour
mesurer |les variations de quantité de matériel génétique
dans les cellules dysplasiques. Cette technologie demeure
la méthode de référence en biologie végétale pour évaluer
la taille d’'un génome ou le niveau de ploidie.

Principe de la méthode :

Les noyaux des cellules sont libérés d’un fragment de tissu
d’environ 1cm? (ou de 20 mg) par action mécanique en
présence d’un tampon d’extraction. Apres filtration, les
noyaux des cellules sont marqués grace aux solutions
CyStain® de Sysmex Partec contenant soit de I'iodure de
propidium (IP), soit du DAPI (Figure 1). Cette préparation
est alors analysée sur un cytomeétre en flux CyFlow®
comportant une ou plusieurs sources d’excitation verte
(IP), bleue (IP), ultra-violette (DAPI), ...
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Figure 1: Etape de préparation d’un échantillon végétal pour 'analyse de la ploidie.
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Le cycle cellulaire :

Dans les conditions physiologiques, les cellules présentent
naturellement un profil d’ADN correspondant a un cycle
cellulaire avec différentes phases (Figures 2 & 3) :
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Figure 2 : Rappel du cycle cellulaire. Légendes : phase Go de repos, phase G1 de 1er intervalle, phase S de synthése, phase G2 de 2nd intervalle et phase M de mitose.

Suspension de noyaux :

L'étape de filtration enléve les débris des tissus lors de la
libération des noyaux. Toutefois, les petits fragments non
éliminés pendant I'étape de filtration tels que les chloro-
plastes, les mitochondries, les substances solubles phéno-
liques, ainsi que les DNases, RNases... peuvent tous altérer
la qualité de I'analyse.

L'ajout d’agents antioxydants (bisulfite, mercaptoéthanol),
protecteurs des tanins (PVP), de lyse des chloroplastes
(Triton), de lyse de 'ARN (RNases) ainsi qu’une préparation
sur bain glacé corrigent les interactions dues aux substances
indésirables.

Utilisation d’un étalon interne :

Il est parfois recommandé d’utiliser un étalon composé
de noyaux d’une espéce dont le génome a une taille proche
de celui de I'échantillon a analyser. Cet étalon sera préparé
en méme temps que I'échantillon afin que les interactions
s'opérent de la méme facon sur les deux espéces. La position
relative des pics entre 'étalon et I'échantillon rend possible
une mesure précise de I'échantillon, sous certaines condi-
tions, en connaissant les caractéristiques de 'ADN de cet
étalon interne en picogrammes (pg) ou en paires de bases
(bp) sachant que :

Contenu en ADN (paire de bases)
= 0,978 109 x Contenu en ADN (pg)
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Figure 3 : Analyse de cycle cellulaire par cytométrie.
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Analyse par cytométrie en flux :

Afin d’éliminer les débris qui sont passés au travers de la
filtration, la cytométrie permet de déclencher une analyse
sur un parameétre de fluorescence et de conditionner sur

cette analyse en fluorescence, une fenétre créée a partir
d’un cytogramme de granularité « SSC » versus fluores-
cence « DAPI ou IP » (Figures 4 A & B).
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Figure 4 : Analyse de la ploidie d’un échantillon de tomate (Lycopersicum esculentum) ; 4A cytogramme affichant granularité (SSC) vs. fluorescence FL6 émise
par I'lP, la fenétre « Noyaux » est appliquée sur la figure 4B ; 4B histogramme de fluorescence FL6 émise par I'lP et conditionnée sur la fenétre « Noyaux »

affichant les pics de ploidie.

Evaluation du niveau d’endoréduplication :
L'exemple précédent (Figures 4) de tomate (Lycopersicum
esculentum) illustre le phénomeéne d’endoréduplication
correspondant a une réplication de 'ADN, comme une
mitose, mais sans division du noyau ni de la cellule. Aux
pics du cycle cellulaire classique se superposent les pics
d’endoréduplication :

2C—»4C—»8C—r16C

On peut également voir les noyaux les plus abondants
analysés simultanément, ces coincidences générent un
artefact de pic « 2C+4C » (Figures 5 & 6).
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Figure 5 : Analyse de la ploidie d’un échantillon de tomate
(Lycopersicum esculentum) affichant les pics d’endoréduplication.

Region Gate % Gated Count Mean-x CV-x%

2C Noyaux 54,49 18367 10,80 4,17
4C Noyaux 26,64 9648 21,23 3,76
8C Noyaux 432 1460 41,58 3,72
16C Noyaux 0,74 260 78,68 3,87
2C+4C Noyaux 1,95 649 30,40 5,55

Figure 6 : Statistique des régions correspondant aux différents pics
d'endoréduplication ou de coincidences.
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Mesure de la taille du génome :

La quantification d’ADN par cytométrie avec étalon in-
terne nécessite I'utilisation d’'un colorant sans spécificité
de bases, dit « intercalant », pour quantifier les tailles de
génome le plus précisément possible. Ces fluorochromes
intercalants sont généralement Iiodure de propidium ou
le bromure d’éthidium (ex. ci-aprés RNase et iodure de
propidium Figure 7).
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Region Count °%Gated GMn-x Mean-x  CV-x%
PK1 500 25.00 49.50 49.59 6.03
PK2 251 12.55 99.60 99.73 511
PK3 534 26.70 123.97 1241 4.74

Figure 7 : Analyse de la teneur en ADN d’un échantillon de préle (Equisetum sp.)
en utilisant des fragments d'ail (Allium sativum) de teneur en ADN déterminée
comme référence.

Les régions PK1 et PK2 correspondent respectivement aux
pics 2C et 4C de l'ail (Allium sativum) utilisées comme réfé-
rence sachant que 2C = 34,80 pg. La région PK3 de la préle
(Equisetum sp.) permet de calculer 'index d’ADN par rapport
au PK1=123,97/49,50 = 2,50, par conséquent la valeur 2C
d’Equisetum sp. est de 2,50 x 34,80 = 87,15 pg.

Mesure du rapport AT/GC :

Le principe repose sur l'utilisation d’un intercalant versus
un fluorochrome spécifique de répétition des bases :
par exemple, 5x AT pour Hoechst 33342 et 3x GC pour
la mithramycine.

Mesure du rapport AT/GC

Rip=Instensité test / Intensité etaon mesuré avec I'iodure de propidium

soit Ruo=Instensité test / Intensité ealon  mesuré avec Hoechst 33342

soit Rea=Instensité test / Intensité eaion  mesuré avec la Chromomycine A3

% AT test = % AT étalon X (RHO/RIP)s et/ou % GC test = % GC etalon X (RCA/RIP)"3

En vérifiant, % AT test + % GC test, on doit trouver 100 %

Apomixie et Aneuploidie :

L'apomixie est la substitution a une reproduction sexuelle
classique par une reproduction asexuée sans fertilisation
mais produisant des graines. Les plantes apomictiques sont
généralement identiques d’une génération a la suivante.

Les pics générés par cytométrie en flux grace aux cellules

de I'embryon et de I'endosperme des graines définissent
I'apomixie ou non, ainsi que le type d’apomixie (Figure 8).
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Sexual profiles
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Figure 8 : Etude des modes de reproduction en fonction de la disposition des pics sur les histogrammes de fluorescence par cytomeétrie en flux (Matzk @ al. 2000).

En cas d’aneuploidie, la position des pics sera affectée et

apparaitra comme dans I'exemple suivant : semis de colza
(Brassica napus) avec un nombre de chromosomes n=16 et
n=19 générant des double-pics.
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Figure 9 : Analyse de ploidie d’un échantillon de colza (Brassica napus) et
présentant un profil d'aneuploidie avec dédoublement des pics 2C et 4C.
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