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Dans la cellule végétale, le système endomembranaire de sécrétion, constitué du reticulum 
endoplasmique (RE), de l’appareil de Golgi et des vésicules, est impliqué dans l’assemblage, 
la maturation, le tri et le transport des glycoprotéines et des polysaccharides pariétaux non 
cellulosiques. L’ensemble de ces fonctions est assuré par une panoplie de protéines dont les 
chaperonnes du RE et les glycosyltransférases golgiennes. 
 
La caractérisation de ces protéines fait appel aux techniques de génétique moléculaire 
(clonage, mutagenèse dirigée) réalisées chez Arabidopsis thaliana et Nicotiana tabaccum 
(suspensions cellulaires Bright Yellow 2, BY2). Ce dernier modèle végétal est de plus en plus 
utilisé pour étudier l’expression de protéines recombinantes. 
 
La localisation de ces protéines est réalisée par fusion des molécules d’intérêt à des protéines 
reporters telle que la Green Fluorescent Protein (GFP). La plupart des travaux concernent 
l’observation dynamique des protéines recombinantes dans des cellules BY2 vivantes en 
microscopie confocale laser. Leur localisation fine à l’échelle intra-compartimentale n’est 
possible qu’en microscopie électronique à transmission (MET) via les techniques 
immunocytochimiques. A ce jour, peu de résultats [1, 2 et 3] ont été publiés concernant cette 
approche microscopique qui se pratique obligatoirement sur des cellules fixées, déshydratées 
et inclues dans une résine. La fixation doit assurer une bonne préservation du système 
endomembranaire et permettre l’immunodétection des protéines recombinantes dans ces 
compartiments. 
 
Nous présentons ici une technique de fixation chimique des cellules BY2 mise au point dans 
notre laboratoire et adaptée à l’immunolocalisation des glycosyltransférases golgiennes 
fusionnées à la GFP [4]. Cette technique nous a permis de localiser une xylosyltransférase 
golgienne impliquée dans la maturation des N-glycannes par l’utilisation d’anticorps 
spécifiques de la GFP produits au laboratoire. Cette technique est également applicable à 
l’immunolocalisation intra-Golgi des glycosyltransférases impliquées dans l’assemblage des 
polysaccharides complexes de la paroi, tels les pectines ou les xyloglucanes.  
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