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A  V  A  N  T  P R O P O S  

Mr P. BIOOIAS, tiherriheur au laboratoire de Physlologie 
Cellulaire, dbtenait le 11 dSceabre 1981 le grade de Docrteur 
d'Etat es Scienoes pour sa th6se: 

™Btitag6nese et rSparation c3u gen&e plastidien 
d'Euglena gracilis" 

Dans la perspective de rontinuer son Stude de l'ADN cfaloroplasticpe 
chez astt* a,M.NICX3LAS a congu r^oantent le projet de se 
livrer au txansfert, dans des protq)lastes 3yEuglena gracilis ,de 
chloroplastes marqu§s - (en particulier par ±c. res • zcanoe 1 oertains 
antibiotiques) -pour essayer de suivre 1'expressim des genes ccaioern6s 
dans ce nouvel environnement. 

La rHalisation pr§sent6e ici a eu pour cbjet principal de 
rasserribler les 616ments de la littferature susoeptibles, concrdtement, 
de permettre le choix d'un plan d'exp6riences adfiquat. 

lir: ; ' -* ~rr le mieux possible aux besoins exprim£s, 
oes 616ments seront stmctur6s en deux parties,S la fois distinctes 
et li6es;l'une sera un syncpsis des tedmiques largement relatives 
1 oe type de iranipulations _, et 1'autre une mise au point plus pr6cise 
sur le sujet. 

Cette bipartition un peu particuli&re, dont nous reparlerons plus 
loin,a senfcl6 la meilleure organisation pour ccsnfSrer 3 ce travail 
un caractere rSellcment oonstructif. 
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I N T R O D U C T I O N  

Pour restituer a cette etude son esprit d'origine, et pour 
lui conserver son interessant caractere d'application concrete, 
nous avons choisi d'adopter pour la decrire un plan un peu paxti-
culier. 

En effet,dans un premier temps,nous prdsenterons le 
"produit fini" avec la meme demarche progressive que,lors 
de sa realisation,celle adoptee pour 1'approche intellec-
-tuelle aussi bien que methodologique - qui sont etroite- j 
-ment liees - du probleme. 

II faut alors partir du contexte scientifique-que nous Svoquerons-
dans lequel repose le cas particulier d'Euglena Gracilis, pour 
evaluer Igs meilleures stratdgies de recherche 
et de mise en forme de 1'information utile. 

La seconde partie, dans laquelle nous aborderons le trai-
tement lui-meme., sera ainsi largement introduite. 

Celle-ci, pour repondre h. des prdoccupations concretes, selon 
son objectif, a ete construite sur une structure double, compor-
tant : 

- un rapport technique assez global sur les methodes de 
fusion protoplastique 

- une mise au point detaillee sur les travaux relatifs au 
transfert d'organites de type chloroplastique dans des 
protoplastes. 
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P R E M I E R E  P A R T I E  



PREMIERE PARTIE 

CHAPITRE I 

QUELQUES ELEMENTS DU CONTEXTE SCIENTIFIQUE 

Avant dej^ le debut de ce siecle, on s1accordait en Biologie 
Vdgdtale, a appeler PROTOPLASTE une cellule depourvue de sa membrane 
la plus externe, principalement cellulosique, rigide, ou paroi 
cellulaire. 

Cette paroi, chez le vivant, constitue une barriere intercellulaire 
considerable. Son absence laisse la cellule vegetale dans un £tat 
presque analogue a celui dans lequel se trouve la cellule animale, 
dans la mesure ou elle n'est plus limitee que par sa membrane plasmi-
que, (on plasmalemme) . 

Dans cette situation le rapprochement cellulaire est possible : 
on connait depuis longtemps le phdnomene de fusion se produisant dans 
certaines conditions entre cellules animales en culture. 

Or, des le tout debut de la production expdrimentale de proto-
plastes, vers 1910 ( 33 ) et plus tard ( 34- ) ont 6te rapportdes des 
observations sur lr'occurrence de fusions. 

Ces fusions ont d'abord ete decrites comme spontanees, entre 
protoplastes de meme origine (isoles par exemple a partir duimeme 
tissu), mais ont ^galement,tres tot, pu etre induites entre proto-
plastes d'origine diffdrente ( 35, ... ) (cf deuxieme partie) . 

En fait, tous les scientifiques concernes reconnurent rapidement 
11espoir repr^sente par le protoplaste, avec toutes les perspectives 
ouvertes sur 11hybridation nucl^aire ddlivree des phenomenes d1incom-
patibilit^ sexuelle, et surtout sur 1'hybridation somatique. 
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Mais longtemps 1'essor de la methode se fit attendre : 
la production de protoplastes, encore rigoureusement mdcanique 
(impliquant une plasmolyse et le ddcoupage subsdquent de la paroi), 
etait encore trop limitee pour que 11experimentation puisse §tre menee 
sur des quantitds adequates. 

Ce handicap putenfin §tre levd vers 1960 avec la mise au point des 
premieres techniques de dissolution enzymatique de la paroi ( of 35 ), 
qui permirent d1obtenir en grand nombre des protoplaste isolds, in-
tacts. 

Alors 1'int^ret considerable de 1'utilisation des protoplastes 
apparut en pleine lumifere, avec 11dvidence que des populations de 
protoplastes pourraient etre facilement mises en culture, que ceux-ci 
se revelaient capables de reformer une paroi, de se diviser et meme 
de conduire h. la regeneration d' une plante entiere. 

Jusqu1alors la seule fagon de proceder a une hybridation et 
une recombinaison genetique etait le croisement sexuel par fusion 
gamdtique. Cependant, dans la plupart des cas (hormis les organismes 
comme clamydomonas Reinhardii et Euglena Gracilis) ce mode exclut 
le melange des cytoplasmes (1'influence maternelle etant predominante) 
et donc 1'hybridation somatique. 

Les perspectives offertes par la regdn^ration d'une plante entiere 
a partir de protoplastes 'fusionnds etaient ainsi remarquables. En 
effet, ce type d'hybridation permettrait non seulement de transgresser 
les barrieres d1incompatibilite de type sexuel, mais encore d'envisa-
ger la production d'het^rocaryons pour lesquels la contribution cyto-
plasmique parentale serait dgale. 

Le premier hybride somatique viable ainsi obtenu fut d^crit a 
11issue de leur experiences par le groupe de CARLSON, SMITH and 
DEARING en 1972 ( H4 ) . 

Depuis, le nombre et la qualite des travaux relatifs a la fusion 
protoplastique dans toutes sortes de systemes diffdrents constituent 
une littdrature particulierement remarquable. 

Cependant, sur le plan agronomique, en ce qui concerne 1'amdliora-
tion des races et des semences, les hybrides obtenus jusqu'a prisent 
n1ont pas encore repondu h toutes les esp^rances et beaucoup de choses 
sont encore trfes hypothetiques ( yj 5 ) • 

Mais le developpement de telles etudes a permis de mettre en; 
evidence d'autres proprietes importantes du systeme protoplastique : 
en particulier, lors de la fusion, le transfert peut tres bien @tre 
limite seulement a une partie de 11information. 

C'est ainsi qu'ont ete concpues et realisdes les premiferes ten-
tatives d'incorporation de macromolecules, de microorganismes, et 
en 1972 d'integration d1organites cellulaires isoles dans des proto-
plastes. 
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£On ne peut, encore une fois, h. 1'issue de ces remarques, manquer 
de faire le parallele entre le systeme protoplastique et le systeme des 
cellules animales en culture (^lOf -itj- ) 

C'est sur ce dernier type d'expdrimentation,queznous le verrqns, 
l'on peut considerer comme un cas particulier de fusion protoplastique, 
que portera le principal de ce travail de synthese. 

Chez Euglena Gracilis comme chez la plupart des organismes vegStaux 
le chloroplaste n'est pas gdnetiquement totalement autonome. De 
nombreux travaux ont mis en evidence une interaction du g6n6me nucld-
aire et du gdn6me chloroplastique pour la realisation de certaines 
fonctions,comme par exemple lors de la synthese de la proteinej 
de la fraction I chez N. Tabacum ( 4 7-?- ) I / 

L'etude de certaines mutations specifiques du chloroplaste peut 
donc etre difficile en presence du genome nucleaire correspondant, 
puisqu'on ne peut evaluer son intervention. 

*• 

Ainsi, la realisation du transfert de chloroplastes mutes, apres 
isolement, dans des protoplastes d'Euglena Gracilis contenant des^ 
chloroplastes d'un autre type pourrait apporter d'interessants Slements 
de rdponse. 
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PREMTERE PARTIE 

CHAPITRE II 

Euglena Gracilis est une algue verte unicellulaire dont 
1'organisme est assez particulier. 

II est donc cense de supposer que ses protoplastes puissent 
former une population de nature et de comportement eloign^s des 
standards, tels que Nicotiana ou Petunia, les plus etudids. 

Pour pouvoir adapter le meilleur plan experimental h. ce systeme 
totalement inconnu, il semblait tout a fait necessaire de parcourir 
1'essentiel des travaux r^alises avec d'autres. 

Cependant, comme nous 11avons dit plus haut, la litterature citee 
a propos d1experiences utilisant la fusion protoplastique est tres 
abondante. 

D'autre part, hormis les preoccupations d'ordre m^thodologique, 
c'est en realite sur le sujet trfes precis, tres pointu,de la realisa-
tion de transfeitsd'organites de type chloroplaste dans des proto-
plastes que doit etre concentr^e notre attention. 

II apparait alors clairement qu1aucune de ces deux parties, pour-
tant etroitement liies, ne puisse etre traitde dans 11autre. 

Ainsi, cette 6tude sera bipartite : 

- d1une part nous traiterons le plus largement possible la seule 
partie methodologique des travaux ddcrivant la fusion proto-
plastique au sens large, 

- dhautre part, nous nous consacrerons a une synthese plus appro-
fondie de la litterature precisement relative aux experiences 
de transfert d'organites. 
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PREMIERE PARTIE 

CHAPITRE III 

ASPECTS HETHODOLOGIQUES 

A.CHOIX DE LA DOCUMENTATION SECONDAIRE 

Le projet original de cette synthese reposait sur 
1'utilisation de fagon primordiale des bases de donnees 
specialisees,soit BIOPASCAL (servie par TELESYSTEMES et 
1'AGENCE SPATIALE EUROPEENNE) et BIOSIS (servie seulement 
par 1'A.S.E.). 

En ce qui concerne 1'etablissement du rapport technique, 
nous avons pour certaines raisons,-exposees plus loin-,choisi 
d'utiliser egalement la consultation manuelle systematique de 
BIOLOGICAL ABSTRACTS,de 1982 k 1975. 

Enfin,& celles obtenues avec ces deux outils s1ajoutent 
quelques r^ferences obtenues grace aux bibliographies d1arti-
-cles,a propos surtout de la synthese methodologique. 

B,STRATFIGIE DE RECHERCHE 

II est evident que la bipartition du plan d'etude ne pouvait 
qu'etre fidelement reflet^e par 11organisation des recherches, 
pour 1'etablissement d'unjensemble cohdrent de donndes. 
Aucune mdthode efficace et reellement constructive ne pou-^ 

-vait se concevoir qui aurait englobe la rdsolution simultanee 
des deux problemes. 

Cest la raison pour laquelle nous avons mis au point,et 
pose deux equations logiques diff^rentes. 
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1.Conception_de la_premiere equation^(rapport technique) 

Lors d' un premier essai effectu£ le 04 / 05? / 8 2 sur BIOPASCAL, 
la question: 

PROTOPLASTE ? .ET FUSION ? " 

avait obtenu 191 reponses,ce qui, de toute £vidence,est un 
chiffre beaucoup trop dleve, 6tant donne le sujet,.pour-^denombrer 
la littdrature r^ellement significative. 

Ce rdsultat signifie qu'il existait donc a cette date sur 
BIOPASCAL 191 rdferences comportant h la fois le descripteur 
PROTOPLASTE et le descripteur FUSION sous toutes les formes 
que permet la troncature h gauche. 

Le probleme rencontre ici est non ndgligeable,dans la mesure 
ou,pour produire un rapport complet,il est indispensable de 
reprendre les memes descripteurs;ainsi,il faut pouvoir selec-
-tionner les textes representatifs dans la masse des autres; 

En realite meme,le nombre des- references concernees par cette 
equation est plus grand encore:Le 15/ 01 / 82 ,1'effectff_des 
reponses sur BIOSIS devait atteindre 299. 

II faut pour comprendre ce chiffre enorme,rdaliser le nombre 
important de publications dans lesquelles,dtant donnd son 
succes en Biologie Vigetale, la fusio.n protoplastique depuis 
un certain nombre d'anndes n'est plus etudide en soi,mais 
utilisee en tant que methodes,a d'autres fins. 

Cette situation est d'autant plus rdelle que les refdrences 
fournies par 1'outil de recherche automatique en Biologie sont 
dans leur ensemble relativement recentes. 

De plus,les descripteurs choisis sont tres significatifs, 
tres specifiques,ne possedent presque pas de synonymes,et ont 
donc le profil type de mots clefs attribuables dans l.a plupart 
des cas de figure. 

II a donc fallu,pour retrouver 11information utile,se livrer 
h. 1'elimination de tous les documents dans lesquels le rapport 
d'expSriences de fusion protoplastique ne pouvait fournir 
d'el^ments indispensables,et de tous les documents contenant 
de toute.dvidence une information non pertinente. 

r 
/ 

C'est ainsi que nous avons:elimin^,en allongeant 11equation 
logique originelle de quelques assertions: 

-tous les travaux relatifs a des systemes 
procaryotiques 

-tous les rapports mettant en lumiere des 
dv&nements nucldaires 

-tous les textes dont le titre ne comportait 
aucun des deux descripteurs (1'analyse d'un 
dchantillon obtenu h 1'issue du premier essai 
a montrd qu'ils etaient rarement pertinents) 
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1.£onception_de la_premiere jSquation^ (rapport technigue) 

Lors d'un premier essai ef fectud le 04 / 05v / 82 sur BIOPASCAL, 
la question: 

PHOTOPLASTE ? - ET FUSION ? " 

avait obtenu 191 reponses,ce qui, de toute dvidence,est un 
chiffre beaucoup trop dlev6, dtant donne le sujet,.pQur-^denombrer 
la litt^rature r^ellement significative. 

Ce rdsultat signifie qu'il existait donc a cette date sur 
BIOPASCAL 191 rdferences comportant h la fois le descripteur 
PROTOPLASTE et le descripteur FUSION sous toutes les formes 
que permet la troncature a gauche. 

Le probleme rencontr^ ici est non ndgligeable,dans la mesure 
ou, pour produire un rapport' complet, il est indispensable de 
reprendre les memes descripteurs;ainsi,il faut pouvoir selec-
-tionner les textes representatifs dans la masse des autres> 

En rdalite meme,le nombre des- references concernees par cette 
equation est plus grand encore:Le 15/ 01 Z 82 ,1' effectff _.des 
reponses sur BIOSIS devait atteindre 299. 

* 

II faut pour comprendre ce chiffre dnorme,r^aliser le nombre 
important de publications dans lesquelles,itant donne son 
succes en Biologie VegtStale,la fusion protoplastique depuis 
un certain nombre d'annees n'est plus ^tudide en soi,mais 
utilisee en tant que m^thodes,a d'autres fins. 

Cette situation est d'autant plus reelle que les ref^rences 
fournies par 1'outil de recherche automatique en Biologie sont 
dans leur ensemble relativement recentes. 

De plus,les descripteurs choisis sont tres significatifs, 
tres specifiques,ne possedent presque pas de synonymes,et ont 
donc le profil type de mots clefs attribuables dans l.a plupart 
des cas de figure. 

II a donc fallu,pour retrouver 1'information utile,se livrer 
& 1'glimination de tous les documents dans lesquels le rapport 
d1expiriences de fusion protoplastique ne pouvait fournir 
d'elements indispensables,et de tous les documents contenant 
de toute.Svidence une information non pertinente. 

/ 

C1est ainsi que nous avons•^limind,en allongeant 11equation 
logique originelle de quelques assertions: 

-tous les travaux relatifs a des systfemes 
procaryotiques 

-tous les rapports mettant en lumi&re des 
dvenements nucldaires 

-tous les textes dont le titre ne comportait 
aucun des deux descripteurs (1'analyse d'un 
ichantillon obtenu h 1'issue du premier essai 
a montrd qu'ils etaient rarement pertinents) 
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-ies documents dans le contexte desquels les 
deux descripteurs etaient separis de plus de huit 
mots (En anglais,protoplast fusion est un groupe 
nominal au sens strict,et,disjoint,il porte rare-
-ment la meme valeur sdmantique;d1ailleurs la limi-
-te de huit mots est presque trop reculde). 

-et enfin,toutes les refdrences ant^rieures & 1978: 
en effet,il semblait prdfdrable,pour tirer le meil-
-leur parti de la situation,de se tourner rdsolu-^ 
-ment vers la recherche des mises au point ou 
des innovations les plus r<§centes. II paraissait 
inutile en effet de vouloir un resultat 

(Voir la photocopie de la recherche ci jointe) 

Cette ^quation a conduit,comme on peut le constater,a 
1'obtention,le 15 / '01 / 82 sur BIOSIS,de 33 refdrences dont 
a ete demandee 11edition en differe. 

II faut preciser ici que la base BIOSIS a eti,ddliber^ment, 
la seule interrogee,en raison de sa beaucoup plus grande 
specialisation,(BIOPASCAL est en realite une partie de PASCAL 
obtenue par restriction automatique),et de la diff6rence de 
taille en sa faveur (plus de cent refdrences supplementaires 
pour la meme question a peu d'intervalle) 

_2. Seconde ^quation logique/: 

Dans la recherche de documents traitant d'un sujet aussi 
pointu et aussi clairement delimite que celui de la seconde 
partie de notre synthese,1'equation logique est,par contre, 
tres facile h. obtenir. 

En effet,lorsque 1'dtude atteint un tel degrd de finesse,en 
Genetique comme dans d'autres disciplines Biologiques,les 
concepts scientifiques sont decrits par des mots precis, 
toujours charges du meme sens,peu remplagables. 

(Voir le document de travail photocopie,ci joint) 

Pour balayer le vocabulaire addquat dans les deux bases 
qui sont de langue differente,nous avons pose une iquation 
composee de tous les descripteurs tronqu^s. 

Le resultat de cette operation a ete: 

-sur BIOSIS,1'affichage de 3§ refSrences 

-sur BIOPASCAL,celui de seulement Zfy rdfirences, 
presque toutes redondantes par rapport aux precd-
-dentes. 

C.STRATEGIE DE RECHERCHE DANS LES BIOLOGICAL ABSTRACTS 

Pour consulter avec le meilleur rendement possible 1'4norme 
masse de cet ouvrage,nous avons procedi en recherchant,tome 
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par tome,le mot clef 

PROTOPLASTE 

dans les index alphab^tiques par tomes,puis,dans la liste des 
descripteurs associes,le mot FUSION,ou tout autre laissant 
supposer qu'il s'agissait de fusion. 

Pour ce travail,1'habitude,et la connaissance du sujet et 
du contexte sont les seuls cfevcs d' ef f icacite et de 
pertinence. 

Cette recherche a et€ pratiquee sur 7 annees consecutives 
de BIOLOGICAL ABSTRACTS,du volume 72 au volume 60. 

De nombreux articles interessants ont et6 silectionnes de 
cette fagon. 

D.RESULTATS 

1 • Partie_techn_ique2_ 

Malgr^ toute les precautions prises lors de la construc-
-tion de 1'equation de recherche,beaucoup d1articles encore 
parmi les 33 selectionnds correspondent V. h des cas particu-
-liers d'etude,peu instructifs en regard,de notre objectif. 

En effet,la plupart n'evoque que brievement la mdthode de 
fusion employee (principalement d'ailleurs 1-induction par le 
P.E.G). 

Par contre,quelques unes apportent des el^ments interessants 
comme la mise au point de nouvelles techniques et un certain 
nombre d'idees originales. 

En fait, 1'essentieldes rdsultats valables a et6 obtenu^.:. 
apres la consultation des B.A.,par la lecture des r£sum€s 
des textes ripertories sous les bons descripteurs,permettant 
le choix des documents les plus significatifs. 

C'est,finalement,par la lecture de ces articles eux m§mes, 
et de leur bibliographie,que la composition de la base docu-
-mentaire finale a ete d^cidee. 

2.Partie_s^fchetigue: 

Ici par contre,le taux de pertinence calcule sur 1'effectif 
des reponses est tres fort. (q 6" op ) 

Non seulement la quasi totalit^ des textes selectionnes 
s1est revdlee etre parfaitement a propos,(faible bruit),mais 
encore 1'etude des bibliographies d'articles,par la suite,a 
montr^ que peu de travaux importants avaient echappd au 
traitement.(faible silence). 

Mieux encore,lors de la recherche des documents primaires, 
il est apparu que la plupart des documents non recuperes ne 
11avaient pas et6 pour leur appartenance h des sources peu 
communes. 
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D1autre part,la lecture du contenu du fonds documentaire 
n'a jamais mis en evidence de descripteur suffisamment 
utilis^ dans le domaine . ,suffisamment prdcis,pour qu'il 
ait pu fournir d'autres informations importantes. 

EIOBTENTION DES DOCUMENTS PRIMAIRES 

Etant donn^.e la specialisation de la biblioth&que interuni-
-versitaire de la DOUA,en Sciences,et particulierement en 
Sciences Biologiques,aucun probleme particulier n'a 
rencontrd dans la recherche des articles et des rapports de 
toutes sortes correspondant aux refirences. 

En effet,tous ceux qui^ne se trouvaient pas dans les rayons 
de la bibliotheque elle meme,ont pu etre commandds par 
les systemes de pret inter-bibliotheques. 

Quelques documents ont fait exception a cette regle;mais 
leur origine en etait la raison principale (periodiques 
inexistants dans le territoire frangais,litterature grise 
etrangere...). 
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DEUXIEME PARTIE 

CHAPITRE I 

SYNOPSIS DES TECHNIQUES 

A.METHODES ORIGINELLES 
1.Pr£liminaires 

Les premiers dlements permettant de supposer la 
realisation de la fusion de protoplastes furent rapportds 
tres tot au dibut du siecle. 

Les techniques employ^es pour induire cette fusion ^taient 
alors tout h. fait rudimentaires, consistant en la compression 
mecanique des protoplastes les uns contre les autres 
( "55 ) . 

II sembla dtabli b. 1' epoque que la fusion etait complete, 
et qu'elle etait facile a obtenir.11 apparut vite cependant 
que le peu de reproductibilite des travaux ne permettaient 
pas une telle conclusion. 

Pour HOFMEISTER ( 35 ) ,qui reprit la majorite des 
experiences de ses predecesseurs,la fusion protoplastique 
apparut au contraire comme un phenomene rare,et exception-
-nel.il avait cependant mis au point une technique par 
micromanipulation avec micropipettes et microaiguilles 
qui devait en inspirer d'autres ( 36 ) . 
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II fut le premier a constater que de meilleurs rdsultats 
etaient obtenus en milieu constitue d1eau de mer,ce qui 
devait dclairer le rdle de 11ion sodium. 

2._L e Nitrate de_Sodium 

Avec des populations protoplastiques isoldes enzymati-
-quement,POWER et al.,en 1970,( )demontrent 1'effi-
-cacite de solutions de nitrate de sodium dans 11induction 
de fusions intra et interspecifiques de protoplastes de 
diffdrentes origines.II faut noter que les protoplastes 
^taient soumis a plasmolyse prdalable dans du sucrose. 
Les produits de fusion,observ^s en microscopie photo-

-nique,se distinguent nettement de produits de fusion 
spontanee. 
L'action du nitrate de sodium,encore mal comprise par les 

auteurs,leur semble avoir son explication dans le boule-
-versement de proprietes electriques membranaires. 

Plus tard,SCHENCK et HILDEBRANDT, ( 36 )attribuent,a 1'issue 
d'essais comparatifs,la meme efficacite a NaN03,Nacl,et 
Licl,ce qui accorderait a 1'ion lithium la meme efficacit^ 
que 1'ion sodium;ce resultat ne semble jamais avoir dtd 
confirme. 

Quoi qu'il en soit,1'etape fondamentale de toute fusion 
protoplastique apparait deja comme etant le rapprochement 
dtroit des membranes protoplastiques dSlivrees par 1'induc-
-teur de forces de repulsion dlectrique.Sous 1'effet d'un 
pH l^gerement acide,le plasmalemme pourrait atteindre un 
"point neutre".( 56 )• 

Cependant,11Stablissement des conditions experimentales 
les plus adequates est encore difficile,la fusion proto-
-plastique restant par ces mdthodes un phenomfene tres 
al^atoire.Mais il est clair que l'un des facteurs capitaux 
est la conservation de la viabilite protoplastique apres 
action de 1'inducteur (36,3^). 

D'autres travaux,mends en parallele avec des electro-
-nographies,montrent que le NaNO3 induit aes fusions lo-
-cales du plasmalemme avec tendance a 1'dlargissement 
jusqu'a la formation de ponts cytoplasmiques par lesquels 
pourraient transiter des organites ( 3^) .L1^vidence de : 
la formation de nouveaux murs cellulaires autour des corps 
de fusion permet de penser que le NaNO3 ne se pose pas en 
inhibiteur de la rdgen^ration de la paroi (^) .11 semble 
cependant que cet inducteur soit moins operant pour les 
systemes hautement vacuolises. 

En fait,les difficultis d'observation liSes a 1'appari-
-tion de gros aggregats polyprotoplastiques,la lente 
coalescence des corps de fusion quand ils existent,> Jr 
le peu de fiabilite des methodes,ne permettent pas de 
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'conclure a une fusion vdritable ni meme le calcul d'une frd-
quence significative. 

Enfin,meme lorsque la fusion semble avoir eu lieu,.les. 
produits n'ont pas presente d'activitd mitotique au cours de 
cultures subsequentes,et aucune plante entiere n'a pu se dd-
-velopper h. partir de ces systemes. ( 3 3 9" ). 

3-. Mel.anges_salins_: 

Une fois _ 1'efficacite du nitrate de sodium,de 
nombreux auteurs ont testd d'autres solutions salines (35", 3? ) 

H.BINDING,par exemple,obtient de forts pourcentages de pro-
-toplastes "hybrides" avec des solutions d'eau de mer,et de 

Ca(N03)2 0,2M 

Cacl2 0,2M En pH = 8 

Lyzozyme 0,05% 
„ n QM et Mannitol 0,6M 

et NaN03 0,9M _• _ (stabilisateur 
comparativement osmotique ) 

* 

II lui apparait ainsi que la prdsence d'ions calcium,en pH 
alcalin, induit correctement le phdnom&ne. (BS) 
Lui aussi cependant remarque que 1'induction peut avoir 

lieu au d^triment de la viabiliti protoplastique. 

. Autre s_methode s 

L'action de certains anticorps ( 33 ),de la concanavaline 
A ( (jO ) ,et d' autres lectines ( UO , I ) est remarquable 
pour provoquer 1'agglutination,mais jamais la fusion verita-
-ble. 

B,METHODES CLASSIQUES 

_1_. Methode de_KELLER et_MELCHERS (4?-) 

Les r^sultats obtenus avec Na N03 conduisent h penser que 
cet agent est en fait responsable d'une forte agglutination 
protoplastique,et plus rarement de phdnomenes'de fusion. 

Cette realit^ a conduit de nombreuses ^quipes a rechercher 
d'autres substances inductrices. 

En s'inspirant d'une methode employee en Biologie Animale, 
KELLER et MELCHERS procfedent k 1'incubation de protoplastes 
de tabac en milieu de pH dlevd (optimum entre 9,5 et 10,5) 
en prisence d'ions calcium. ( 42.) .Ils constatent alors 
1'occurrence d'un grand nombre d1evenements positifs. 

Les trente premi&res minutes de traitement (plus longtemps, 
il y a lyse),conduisent h de gros corps de fusion multinucleds 
qui,rapidement prennent une forme spherique rappelant celle 
des produits de fusion spontan^ti. : 
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Leur culture subsequente montre qu'il n'y a pas atteinte de 
la viabilite des protoplastes. 

Cependant,aucun des hetdroplastes obtenus ne se divisera 
et ils mourront tous dans les premiers jours de culture. 

Les resultats de ce travail, (role fondamental d'un stabili-
-sateur osmotique,concentration optimale du Cacl2 autour de 
0,5M,temperature 37°,pH alcalin)s1accordent avec ceux de 
BINDING ,qua'Siment contmporains ( 3£ ) . 

Dans leur rapport,les auteurs supposent que l'6ldvation de 
pH modifient l'£quilibre electrique membranaire du protoplas-
-te,normalement porteur d'une charge eleetrique surfacique 
negative ( <f2/) . 

Le calcium,pour sa part,servirait h la stabilisation du 
protoplaste,tout en favorisant l'accolement des membranes. 

Quoi qu'il en soit,1'application de cette technique a 
fourni les premieres frequences de fusion reellement 
interessantes (entre 20 et 50%). 

2 . Le_polye thy_lene _ c|l^ E • !. •G •) 

C'est a l'issue des travaux de KAO et MICHAYLUK en 1974r 
que se revele comme l'un des inducteurs les plus puissants 
de la fusion protoplastiquezle devenu tres celebre 
polyethylene glycol. ( ki )• 

En effet,cette 6quipe rapporte que des solutions de PEG 
de haut poids moleculaire provoquent dans quatre systemes 
differents la fusion , - : 

Des marqueurs protoplastiques permettent de constater qu'il 
y a r<§partition statistique des frequences de fusion intra 
et intergeneriques quelle que soit la taille de 1'appareil . 
vacuolaire. 

Dans les faits,11ajout du PEG provoque dans un premier 
temps une forte agglutination,amenant les plasmalemmes 
h. une fotre compression mutuelle.Ce n'est qu'au moment de 
l'6lution qu'a lieu la fusion reelle. 

Le poucentage d'"hdterocaryons" obtenu varie beaucoup avec: 

ic La concentration du PEG (Minimum 21%) 

ic Son poids moliculaire (fourchette optimale entre 
1300-1600 = PEG 1540 
et 6000-7500 = PEG 6000) 

-tc La proportion d'ions Ca++ et d'ions K+ prdsents 

(En effet,la prdsence de l'ion Ca++ est tr&s 
favorable,alors que l'utilisation d'untampon h 
base de citrate de potassium r^duit nettement 
l1 adhesion,ce qui suppose que l'ion K+= aurait 
un effet nettement inhibiteur de la fusion.) 
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x le temps d1incubation qui ne doit pas §tre trop 
long 

x la dilution de 1'enzyme cellulolytique:si elle est 
faite trop vite,il peut y avoir reconstitution de 
certains dlements de la paroi 

x 1'age des protoplastes 

x la densitd de popupation 

II peut atteindre 10%. 

Si la vitalite d'un protoplaste peut etre jugee de par son 
aspect colori et turgescent,les auteurs estiment que celle ci 
est variable apres 1'action du P.E.G. 

Parfois,il y a mort cellulaire,juste apres le traitement; 
dans certains autres cas,les produits de fusion survivent mieux 
que les protoplastes isolds,et peuvent se diviser jusqu'au 7eme 
jour de la culture. 

D'apres KAO et al.,le PEG,par 1'dtablissement de liaisons 
hydrogenes,pourrait s<= comporter comme un pont intercellulaire. 

II peut lier 1'ion Ca++,comme beaucoup d'autres cations;son 
attachement a la membrane peut §tre directement ou indirec-
-tement fonction de cet ion. 

A 1'61ution,il se produirait une redistribution des charges 
electriques,de telle sorte que les membranes protoplastiques,d6j& 
fortement rapprochdes par zdnes,puissent fusionner sous 1'inter-
-ference de groupes de charges oppos^es. 

Un peu plus tard, en 1 97 4, A.WALiL IN,K .QLi IMEL IUS,T.ERIK SSON 
reprennent la methode chez Daucus Carota,en se livrant a 
1'invsetigation de differentes conditions experimentales ( 

Ce travail est double d'un rapport electronographique. 

Sont testes ici: 

xla concentration du PEG (optimale 28%) 

x le laps de temps s'^coulant entre la sortie de la solution 
cellulolytique et le traitement au PEG (le plus court 
possible) 

x 11influence de la temperature (de 10° a 35°,optimum 35°) 

x le role de differents cations mono et divalents (C&++,Mg++, 
K + ,Na+) 

en calculant le pourcentage d'aggregation et d'obtention de 
protoplastes di et plurinuclids. 

D1apres la ripartition de ces derniers,on peut calculer une 
frequence d1environ 2 4% d1evenements positifs. 
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Le mecanisme d'action du PEG reste encore mal connu;on peut 
supposer que les propriet^s osmotiques de ses solutions dans 
1'eau jouent un role. 

Une forte perte d'eau au niveau de la membrane protoplastique 
peut contribuer a modifier la concentration et la configuration 
protdiques,et fluidifier les lipides. 

II y a plasmolyse et rapide deplasmolyse des protoplastes, 
traitement connu pour induire la cyclose. 

II est fort possible que la fusion membranaire ait lieu 
avant et qu'il n'y ait veritable m<§lange des cytoplasmes qu'a 
1'elution. 

En fait,cet evenement peut etre vu comme le diroulement 
de certaines etapes dans le temps;tout depend de la d6finition 
que 1'on donne de la fusion xhterprotoplastique ( 

Au meme moment,K AO et al. (1974) mettent en evidence que la dilu-
-tion du PEG par une solution de PH elev<§,a forte concentration 
en ions Ca++,(au lieu de le faire avec du milieu de culture au 
momeat du lavage),est tres favorable. 

Selon les genres protoplastiques employes,une telle technique 
permet d'atteindre un rendement variable entre 0,10 et 0,35 ( fyo ) 

L.C FOWKE et P.J RENNIE,sur ces bases,se sont livres a une 
dtude ultrastructurale du ph^nomene de fusion sous PEG (46) ~> ) 

Notons encore que la combinaison du PEG avec du DMSO (47) ou 
de la concanavaline A (48) semble amdliorer les performances 

de celui-ci. 

En ce qui concerne les algues,(pour se rapprocher du cas 
d'Euglena Gracilis),peu d1experiences de fusion h^tdroplasmique 
appaissent dans la litterature. 

A titre d'exemple ici, nous citons les travaux de MATAGNE et al. 
(20sur clamydomonas avec le PEG 6000 et ceux de OHIWA 
sur Zygnema et Spirogyra (PEG 6000 6galement) (24). 

C - METHODES PARTICULIERES 

a) Fusion mecanique : chez Acetabularia, PRIMKE et al. induisent 
des fusions reussies & 90% par une methode de pression de deux 
protoplastes l'un contre 1'autre reprenant ainsi la plus vieille 
idee (49) . 

b) L1alcool polyvinylique (P.V.A.). 
Dans certaines conditions (concentration pond^rale entre 
mannitol), le PVA induit un fort pourcentage de fusion. 
Son effet semble comparable h celui du PEG (50). 
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c) NAGATA et al. ont pour leur part provoque la fusion proto-

plastique par 1'action de phospholipide synthetique charge 
positivement (51). 

d) D'autres auteurs enfin ont essaye de procdder par 1'application 
d'un champ electrique et obtiennent de bons rdsultats (52). 
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DEUXIEME PARTIE 

CHAPITRE II 

ELEMENTS DE SYNTHESE 

SUR LA REALISATION DU TRANSFERT D'ORGANITES CELLULAIRES 

DANS DES PROTOPLASTES ISOLES 



A.INTRODUCTION 

Depuis longtemps, au cours de 11experimentation men^e sur la 
fusion protoplastique, le destin des chloroplastes a 6t6 6tu&x6, 
dans la mesure ou leur existence et leurs proprietes permettent de 
marquer une cellule de fagon stable. Les mutations affectant la 
chlorophylle ont souvent permis d'observer et de suivre les proto-
plastes concernds, et m§me de sdlectionner les produits de fusion 
(travaux de MELCHERS et LABIB). 

Cependant, lorsqu'on s'interesse au chloroplaste lui-meme, en 
tant que porteur d1une information gen^tique specifique, on ne peut ' 
que souhaiter pouvoir le transferer selectivement. 

Ceci, en effet, permet d'envisager une approche beaucoup plus 
rigoureuse de sa gendtique et de ^"a biologie, en le delivrant ae ses 
interferences avec le reste du materiel cellulaire, en particulier 
nucldaire. Ainsi, a partir de cette base d'operations de fusion 
incluant des chloroplastes, de nombreux scientifiques se sont tournis 
vers la rdalisation de "fusions" de protoplastes avec des chloroplastes. 

Ceci, tout d'abord, en isolant ceux-ci et en provoquant le 
phenomene par les memes inducteurs que pour la fusion sst. 

Le mdcanisme de ce type de fusion restant mal connu, nous 
prefererons le terme "transfert" ou "incorporation". 

Ensuite, quelques autres essais ont ete faits pour tenter de 
transferer les organites autrement qu'isol€s : par exemple par la 
production de protoplastes anuclees, ou encore en les integrant a 
des liposomes. 

Pour l'ensemble des raisons citees plus haut, les manipulations 
relatives au transfert d'organites ont ete beaucoup plus prdcoces et 
plus nombreuses pour le chloroplaste que pour la mitochondrie pour-
tant proche h. de nombreux points de vue. 

C'est ainsi que, apres avoir traitd le cas du chloropla6ke, nous 
dvoquerons celui de la mitochondrie en un dernier chapitre de cette 
deuxieme partie. 



25 

g. TWSFER-T' DE CHLOROPLASTBS 

1. Incorporation de_chloroplastes_par_fusion de_protO£lastes : 

Malgre le nombre des observations ayant concernd le chloro-
plaste, peu d'etudes ont 6te faites sur le comportement et le 
devenir precis ae cet organite pendant et apres la fusion. 

Dans quelgues exemples pris parmi les travaux consacres a des 
algues, les auteurs remarquent que les chloroplastes paraissent 
intacts juste apres la fusion ( 2S) et meme apres 3 jours de 
c u l t u r e  (  2 M ( I G  ) -

II ne sont entoures par aucune membrane supplementaire dans 
le cytoplasme heterogene des produits de fusion (IC(%S ). 

Cependant, dans le cas de fusions interspecifiques ( /G,2t/ ) 
comme intraspecifiques (JtZi) les chloroplastes semblent rapidement 
affectes de degenerescence. Et ceci meme si la culture des produits 
de fusion peut etre longtemps poursuivie et si ceux-ci ont une 
f a i b l e  a c t i v i t e  m i t o t i q u e  {  l G ) .  

Lors du transfert d1organelles de Clamydomonas Reinhardii 
dans des protoplastes de carotte par fusion protoplastique, 
FOWKE et al. decrivent les protoplastes comme intacts tout d'abord, 
puis observent une desorganisation des membranes chloroplastiques 
( /£). Ils proposent comme explication possible de ph^nomene une 
insuffisance dans 1'intensite lumineuse experimentale. 

Auparavant, T. OHIWA (2^) avait, lui aussi, rapporte 1'obser-
vation de la degenerescence de certains types chloroplastiques lors 
de fusions intergdneriques de protoplastes de Zygnema et Spirogyra. 
En effet, lors de fusions polvprotoplastiques du type n + 1, les 
chloroplastes du «Jeoire minoritaire perdent leur brillance en lumiere 
polarisde (due aux structures lamellaires), et accumulent 

En fait, les noyaux des deux algues ne coexistent pas non plus 
et le type nucl^aire minoritaire d^genere aussi. 

Dans les fusions de type 1 + 1 , ces phenomenes sont limit^s. 
Mais en cas de degeneration du noyau de Spirogyra, les chloroplastes 
de Spirogyra degenerent aussi. Pour 1'auteur, la degendration chloro 
plastique suit la degen^rescence nucleaire et est dependante de 1'en 
vironnement cytoplasmique mais aussi, et surtout, d'une influence 
ddfavorable du noyau dtranger (2-ty ) . 
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Les phenomenes pr<§cis de la d^generescence ont 6t<£ etudies en 

1980 par RENNIE et al. lors de fusion intra et interspdcifiques 
chez Vicia. 

Apres deux ou trois jours de culture, les chloroplastes-sont 
au voisinage du noyau ou press^s contre la membrane cytoplasmique. 
11 y a une certaine redistribution des membranes internes mais peu 
de changement. 

Au bout de 7 jours, il y a reduction de la taille des granS, 
desorganisation des lamelles. 
II n'y aura jamais cependant de bouleversements aussi dramatiques 
que pour les fusions intergendtiques de OHIWA, qui peuvent corres-
pondre, selon les auteurs, a des phdnomenes d'incompatibilite cyto-
plasmique rdelle. 

Les chloroplastes sont connus pour etre des organites dyna-
miques ; leur differenciation a ei>£ observde dans de nombreux tissus 
cultivds. «/ 
II s'agirait ici de*%ifferenciation due a la nature differente de 
deux cytoplasmes, dont les systemes mitotiques peuvent se contrarier 
par exemple. 
(II a ete montre que des produits de f-usion pouvaient presenter un 
rythme mitotique intermediaire par rapport a ceux des protoplastes 
parentaux). 

Sur le plan genetique, il apparait, quoi qu'il en soit, qu'il 
n'y ait pas melange de 1'information genetique extra nucldaire lors 
de la fusion protoplastique ( l-} ) . Et ceci meme si celle-ci est 
reussie et conduit a 1'obtention d'une plante hybride. 

SMITH, KAO et COMBATTI, en effet, furent a 1'origine de la 
creation de 16 hybrides somatiques dans le systeme Nicotiana (/9") • 
L'6tude des polypeplides constitutifs de la protdine de la fraction I 
montre que la petite sous-unitd (cod6e par 1'ADN nucleaire) est 
hybride. Donc, il n'y a pas de problfeme pour 1'expression synergique 
des deux nucldaires parentaux. 

Or, la grande sous-unit6 n'est jamais hybride quant & elle. 

D'apr&s H. UCHIYAMA et S.G. WILDMAN, comme d'autres, la fusion 
protoplastique ne semble pas un moyen prometteur d'atteindre les 
genes cytoplasmiques. 

En 1980, MATAGNE, chez Clamydomonas,en provoquant la fusion 
intraspecifique de protoplastes porteurs de chloroplastes marquds 
(rdsistance a des antibiotiques) obtient les risultats suivants : 

- Un tiers des produits de fusion diplotdeS sont trans-
metteurs des marqueurs des deux parents, 

- Deux tiers sont transmetteurs exclusifs de l'un des 
marqueurs. 



II doit exister un processus d'elimination des alleles chloroplastiques 
qui semble independant du mating type ( 2--1) . 

II faut citer, enfin, au sujet de la fusion protoplastique, que 
1'on a remarque de frequents phenomenes d16limination chromosomique 
comme on en constate en Biologie Animale apres certaines fusions 
cellulaires ( ) . 

La perspective de. 11exploitation de ce phenom&ne par inductions 
directionnelles, comme cela est realise chez les produits de fusion 
cellulaires animaux, ouvre de nouveaux horizons. 



Transfert_de £hloro£lastes isoles_: 

„ a) Les premieres realisations : problemes lies au choix 
des systemes de transfert. 

C'est au cdlebre travail de P.S. CARLSON en 197 3 ( <1 ) 
gue remonte 1'origine des manipulations par lesquelles on 
a cherche h introduire des organites prealablement isolis -
dans des protoplastes. 

Le matdriel utilisi provenait intdgralement de tissus de 
N. tabacum, (fusion intraspecifigue), et CARLSON semble 
avoir procede sans 1'aide d'un quelconque agent de fusion. 
Ce point est l'un de ceux sur lesquels ses resultats ont 
par la suite et& fortement remis en question. 

En effet, CARLSON rapporte avoir obtenu 1'incorporation de 
chloroplastes capables de rdplication et de physiologie 
normales dans leur nouvel ezivironnement cytoplasmique. 
(la souche protoplastique parentale choisie est mutante 
albinos, depourvue de chloroplastes fonctionnels). 

Ainsi, les chloroplastes auraient echapp^ a toute pinocytose 
et seraient restes parfaitement- integres. 

Mieux encore, il decrit la regeneration et le diveloppement 
de plantes entierement vertes a partir des produits de fusion. 

Jusqu1a aujourd1hui, cet exemple est unique. 

Tout ceci supposerait alors que le noyau des mutants albinos 
soit capable de supporter le fonctionnement des chloroplastes 
etrangers, et que ceux-ci, ^tant donne leur survie, puissent 
utiliser 1'information nucleaire de fagon normale. 

En fait, de serieux doutes ont ete emis par la suite sur la 
realitd de ce transfert, et ceci, comme nous le verrons plus 
tard, a cause du mutant utilisd par CARLSON. 

POTRYKUS, un an plus tard, utilise igalement un mutant albinos 
de Petunia chez lequel il essaye de transfdrer des chloro-
plastes normaux de la m@me espece ( JL, ) . 
POTRYKUS, en revenant sur les travaux de son predecesseur 
CARLSON, suggere que ce dernier aurait logiquement du 
obtenir, non des plantes totalement vertes, mais les trois 
types de segregants possibles dans ce cas d'hereditd cyto-
plasmique. 

D'autre part, les feuilles et les racines du mutant albinos 
"variegated" de N. Tabacum sont souvent des chimeres vert/ 
blanc/ blanc, et un protoplaste, phenotypiquement blanc, de 
ce type, peut tres bien redonner, par developpement, une 
plante verte. 
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Pour provoquer la fusion/ il utilise NA NO 3 0> 21 M, qui est 
encore 1'agent le plus efficace connu pour induire la fusion 
a 11dpoque, en parallele avec une technique un peu particu-
liere de centrifugation en prdsence de lyzozyme h 0,03 %. 

L'examen des h^teroplastes montre 1'intigration d'un h vingt 
chloroplastes verts pour 50 a 100 plastes blancs avec une 
fr^quence comprise entre 0,1 et 0,5%:; 

En microscopie photonique, par le biais du roulement des 
protoplastes entre lame et lamelle, 1'auteur montre que 
les chloroplastes sont rdellement intracellulaires. 

Cependant, bien que les chloroplastes aient semble stables 
au cours de celle-ci, la culture des produits n'a pu §tre 
menee plus de 6 jours, et aucune plante n'a pu etre regen^ree. 

Pour beaucoup d'autres auteurs dont les travaux succe-
deront a ceux de CARLSON, r'origine des plantes obtenues est 
suspecte. En effet, cet auteur n'a obtenu aucune preuve 
suffisante de 1'incorporation reelle de chloroplastes dans 
les protoplastes de N. Tabacum. (£/ S)f 9) 
D'ailleurs, en 1'absence d'agent inducteur, meme apres^ 
centrifugation, aucun transfert"n'a jamais ete constate 
( ) . 

D'autre part et surtout, chez le mutant albinos 
"variegated" de N. Tabacum, des cellules comportent un 
melange de chloroplastes defectueux (depourvus de chloro-
phylle) et de chloroplastes normaux. II est donc parfaitement 
concevable qu'un protoplaste provenant des tissus de ce 
mutant puisse permettre la r£g£neration d'une plante verte, 
s'il contient au moins un chloroplaste normal (8,1^ ) . 

C'est ainsi que, par la suite, les transferts seront 
menes de preference de fagon interspecifique ou intergen^-
rique de maniere a pouvoir correctement distinguer les 
chloroplastes transferes de ceux du receveur, par exemple 
grace a 1' <§tude de la prot^ine de la fraction I chez Nico-
tiana ( 4, 13,1"^ 2."i> ) • 

Le systeme de Nicotiana a et<§ repris par KUNG en 1974. 
Grace a la centrifugation en presence de L. polyornithine, 
PM 120 000, il realise la fusion interspecifique de proto-
plastes de N. Tabacum (mutant albinos "variegated") et 
N. Suavolens. (4) 

Le choix de deux especes differentes de Nicotiana 
vise principalement h permettre de reconnaitre de fagon 
fiable les hdteroplastes des protoplastes parentaux. 

/ 



En effet, la ribulose diphosphate carboxylase, ou 
protdine de la fraction I, possfede deux sous unitds dont 
1'une est cod£e par 11ADN chloroplastique (large sous 
unit£) et 1'autre par 1'ADN nucldaire (petite sous unitd). 
Or, les polypeptides constitutifs de ces unitds sont diff£-
rents chez les deux especes et reconnaissables en ilectro-
phorese sur gel de polyacrylamide. 

Apres la fusion (frdquence 0,02%) des tissus verts se 
sont developp^s, mais aucun, sauf un, n1a survScu. 

II a concuit au developpement d1un mutant albinos "variega 
-ted" sterile,et de morphologie anormale. 

L'analyse ;des polypeptides constitutifs de la ribulose 
diphosphate carboxylase montre que les grandes sous unitds 
des deux origines parentales sont presentes:donc 11A.D.N 
chloroplastique des deux esneces est present et s'est exprime 

Cependant les petites sous unites de N.Tabacum et de 
N.Suavolens sont Sgalement revdlees par 1'electrophorese. 

Ceci permet de conclure a une reelle incorporation des 
chloroplastes dans le cytoplasme protoplastique, et a leur 
fonctionnalite dans Ja physiologie de la plante obtenue. 

Cependant, ceci signifie dgalement qu'il y a eu intro-
duction d *un noyau isole de N. Suavolens dans ce meifie proto 
plaste. Ce noyau aurait ete present'dans la fraction 
"chloroplaste" lors de la preparation de ceux-ci. 

Pour KUNG, comme pour beaucoup d'autres par la suite, 
se pose le probleme de la reproductibilite d'operations 
sp^cifiques et surtout celle de la regeneration de plantes 
viables a partir des produits de fusion. 
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b) L1intervention du P.E.G 

Dans les Studes suivantes consacr^es a ce problfeme de transfert 
d'organites isoles,les methodes prdconisSes comportent toujours 
11utilisation du P.E.G pour induire le phdnomene. 

Le poids mol^culaire du P.E.G est toujours pris parmi trois ' 
valeurs significatives correspondant au P.E.G 1 500 (5>,9 ),4000[I3) 
au P.E.G 1 540 ("13, J3-,l 2 ,22. ,/6 ) »ou au P.E.G 6000 (5, 8,/?•,Q.O{ ). 
La concentration ponderale des solutions est optimale entre 

20% et 30% pour la majorite des rapports. 

Au depart,et des adjonction,le P.E.G provoque une forte et 
rapide adherence des chloroplastes et des protoplastes entre 
eux. 

* 

Cette agglutination est si forte que souvent elle concerne 
de nombreux eldments de telle sorte qu'ils forment ensemble 
de gros aggregats. 

Selon BONNETT, ( 3 ),apres 10 minutes d'incuhation,lors de 
la dilution du milieu avec la solution de lavage,les aggrdgats se 
dissolvent. 
Un certain nombre cependant-de^protoplastes- conservent des 
chloroplastes fortement accolles a leur membrane,et la"fusion" 
organite-protoplaste se produit avec une frequence comprise 
entre 9,5 % et 16% (30 fois plus elevee que celle obtenue par 
POTRYKUS). 

L'integration des chloroplastes pourrait alors se produire 
a 1'interieur des aggregats cellulaires,sous l'effet de forces 
de compression douce. 

En fait,beaucoup de points de vue different de celui-ci: 
l'adhdrence chloroplastique ne serait qu'une premiere dtape. 
L'incorporation vdritable n'aurait lieu,dans un second temps, 
qu'a 1'elution du P.E.G,de fagon analogue a ce qui se passe 
pour la fusion protoplastique au sens strict ). 

II est,de toutes fagons,& noter que le phdnomene est exaltd 
par un accroissement de la densiti protoplastique, h 1'origine 
d'un taux d' aggr<§gation plus fort (3 ) . 

Ici,comme ailleurs dans de nombreux rapports,le ratio 
chloroplastes / protoplastes apparalt comme un facteur de 
grande importance. 

A un exception pres,( P ) on ne signale jamais d'agglutina-
-tion et de fusion de chloroplastes entre eux. 

Les protoplastes incorporent souvent plusieurs chloroplastes, 
qui sont le plus souvent int^gres ensemble que de fagon ind6-
pendante (ils sont souvent group^s h l'interieur du cytoplasme 
periph^rique, aprfes leur transfert ( 5,5,2 )), jxUA\se»Jb & 
rc^or-^.v S n cxsvc/xs. s-cTUS U. CUG_£« n-,rwe_ (2>t5) 
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Au cours de leurs travaux,VASIL et GILES ( 5 ) arrivent 
h int^grer jusqu' a 40 protoplastes d1 epinard dans des protoplas-
-tes de Neurospora Crassa,avec une frequence spectaculaire de 
50%.Dans ce cas,les organites se rdpartissent en une couche uni-
-que,dense,juste sous le plasmalemme. 

Avant 11utilisation de m^thodes de ddtection par issmiBefluo-
-rescence,( /6, /? ),la situation intracellulaire des 
organites dtait v^rifiee par 1'observation avec roulement des 
protoplastes entre lame et lamelle ( ) . 

En tous cas il semble a peu prfes sur que 11action fusogene 
du P.E.G ne s1accompagne pas de dommages notables pour les 
p r o t o p l a s t e s  e t  l e s  c h l o r o p l a s t e s  ( ) •  O  

rc -e-t/» J5-ix.f-e. ( (Qf 2-c>y 

c) Etude des conditions de 1'intdgration;les phenom&nes de 
membrane. 

Jusqu'au rapport de DAVEY et al. en 1976,il avait 6t6 peu 
discutd de 1'eventualite de modifications srtucturales profondes 
infligees aux organites lors de leur intigration. 

A vrai dire, les quelques observations faites en microscopie 
photoniques,et selon lesquelles les chloroplastes auraient paru 
normalement constitu^s ne pouvaient fournir d'arguments suffi-
-sants. 

Les travaux de DAVEY et COKING en 1972 avaient etabli que des 
protoplastes,apres plasmolyse,se r^velaientcapables d'int^grer 
d^^riicroorganismes pieg^s dans des invaginations du plasmalemme. 

Or,le P.E.G,ajoute en solution adequate h. une culture de 
protoplastes,comme lors de 1'induction,provoque une rapide 
baisse du volume cellulaire,et se comporte donc en agent plasmo-
-lytique ( 3,8, 3 ) . 

Parmi d'autres hypotheses,on peut supposer que les organites 
du type chloroplaste sont intdgres de la meme fagon. 
Dans ce cas,ils seraient toujours enclos dans des vesicules 
membranaires au sein du cytoplasme hdte.Une telle situation 
cependant ne peut sous entendre une physiologie normale,en raison 
de la barriere representee par une cytomembrane suppl^mentaire. 

Le degrd de libert^ des organites dans le cytoplasme h6te 
est,de ce fait,un parametre tres important. 

Ainsi,DAVEY et son equipe en 1976 essaient de fournir une 
etude ultrasfctructurale du transfert,et discernent trois types 
de situations electronographiques. (?) 
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Dans le premier cas,11isolement des chloroplastes les a brises 
et ils sont depourvus d'enveloppe propre et de stroma ( type C). 
Leur int^gration se fait a 1'intdrieur de profondes invagina-

-tions du plasmalemme. 

Ceci conduit a des electronographies dans lesquelles de larges 
vesicules ont entraine des lamelles chloroplastiques loin dans 
le cytoplasme hdte,sans jamais qu'il ne se produise de fusion 
entre ces lamelles et le plasmalemme. 

Dans le second,les chloroplastes complets,avec leur double 
membrane intacte (type A), s^ccollent fortement au plasmalemme 
invagine sous 1'effet du P.E.G. 

II se produit alors des fusions membranaires locales de 1'enve-
loppe chloroplastique sur elle m§me puis avec le plasmalemme,de 
sorte que le stroma chloroplastique se retrouve en continuite 
avec le cytoplasme. 

Pour les chloroplastes de type B,ne possedant plus qu'une 
membrane apres leur isolement,il y a transfert dans des vesicules 
membranaires de la meme fagon que pour le type C.Cependant,par 
la suite,ils perdtiet leur unique enveloppe par morceaux qui se 
replient,et certaines fusions avec la membrane vesiculaire fi-
-nissent egalement par rdaliser.la continuite stroma-cytoplasme. 

D1autre part,le P.E.G induit beaucoup de fusions interproto-
-plastiques.DAVEY et al. suggerent que 1'integration de chloro-
-lastes puisse se faire par emprisonnement entre les membranes, 
de tetle d'ou 1'apparition de larges vesicules contenant des 
organismes deteriores et parfois des morceaax d'enveloppes (type 
C ou types A et B degrades.) 

Dans tous les cas,structure et physiologie des organites sont 
fortement endommages.Pour les auteurs,les processus ultdrieurs 
seront plus ddgdneratifs que rdgeneratifs et le fonctionne-
-ment normal des chloroplastes est peu probable h 1'issue de ce 
genre de manipulation. 

En fait,hormis 1'int§ret gdn^tique que peut representer 1'ap-
-port d'un g£n6me chloroplastique isole,ils accordent peu de 
credit a la mithode. 

Les resultats de VASIL et GILES sur Neurospora ( 5 ) sont 
ici jug<§s comme attribuables a la nature des cellules du cham-
-pignon dont le comportement peut se rapprocher de celui de 
cellules animales (engluement amoebolde de particules). 

Les conclusions pessimistes de cette dquipe sont h peu pres 
uniques en leur genre,et ont dte souvent citdes. 



3V 

Pour.BONNETT,lorsqu'il examine en microscopie electronique 
le r^sultat du transfert de chloroplastes de carotte dans des 
protoplastes de Vaucheria ,il semble evident que les organites 
ne sont entourds d1aucune membrane suppldmentaire puisque dans 
certains cas ils sont meme ddpourvus de toute structure membra-
-naire.La piircytose est donc exclue;plusieurs images d1ailleurs 
montrent des chloroplastes libres et complets (9 ). 

Enfin,l'entr6e des chloroplastes dans le cytoplasme dtranger 
n1est pas lid h 11occurrence de fusions protoplastiques:en effet, 
les corps de fusion multinucl^ds n1ont pas plus de chance que les 
autre de contenir des chloroplastes. 

On peut m§me etablir certaines conditions dans lesquelles 
1'adhirence chloroplastique est favorisee par rapport a la 
fusion interprotoplastique ( /#-?• ) . 

Les observations de BANKS et al. ( /12. ) ,plus tard,confirment 
les observations de BONNETT,soit 11absence de cytomembrane ve-
-siculaire,grace a la" technique des coupes fines. 

d)Recherche de systemes efficaces et fonctionnels 

Armds des conclusions de leurs predecesseurs,de nombreux 
groupes de checheurs ont essaye d1ameliorer les performances 
des systemes. 

Avec celui de Nicotiana,UCHIYAMA et WILDMAN essaient d'incor-
-porer les chloroplastes de N.gossei dans les protoplastes de 
N. Tabacum (mutant "variegated'1) en testant de nombreuses pos-
-sibilites. 

Le sulfate de dextrane,la gelatine,la poly-L-ornithine,le 
lyzozyme ne permettent jamais les rendements du P.E.G. 

En faisant varier de nombreux parametres,(ratio,temps d'incu-
-bation,stabilite et valeur du pH,temperature,prdsence ou absen-
-ce de certains ions),il est possible de mettre au point des 
conditions dans lesquelles sont obtenues des fr^quences allant 
jusqu' a 40%. (18,17) . 

En particulier,la presence de 11ion Ca++ est indispensable 
dans la solution de P.E.G. 

Les objectifs fondamentaux a atteindre apparaissent rapidement 
comme Stant la survie des organites dans le cytoplasme hdte,leur 
fonctionnement,et surtout la possibilitd de regen^ration de 
plantes entieres ou d1organismes viables a partir des produits 
de transfert. 
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Grace k 1'etude des polypeptides de la protdlne de la fraction 
I,UCHIYAMA et al. montrent que malgrd 11etablissement des con-
-ditions experimentales les meilleures,il n'y a pas d'expression 
de 11 information g^netique des chloroplastes transfdrds. ( \^-^j 

Dans le systeme de N.Tabacum,(mutant "variegated" et 
N.Excelsior,(chloroplastes normaux),LANDGREEN et BONNETT ( 13 ) 
dtudient les problemes de survie organellaire et cellulaire 
lies b. la concentration du P.E.G,aux methodes de ringage,et 
a la densit^ des protoplastes dans le milieu. 

Ils mettent en ividence qu'un certain nombre d1amtSliorations 
doivent §tre op^rees dans le but de r<§soudre ces problemes. 

En effet,dans les experiences pour lesquelles le protoplaste 
receveur est possesseur de chloroplastes mutes,si on opere un 
contrdle s6vere ( f*>, /9, '9- ) , jamais de plantule autotrophe n'a 
ete r£gener£e,meme si la culture a pu parfois etre prolongee 
longtemps. 

II semble dons que toute 1'attention doive §tre concentree 
sur la recherche de conditions permettant la survie ..harmo-
-nieuse de tous les elements concernes,au cours de 11incorpo-
-ration comme apres.Et ceci,en passant par 1'observation des 
evenements subis par ces dlements dans les premiers jours de 
leur coexistence artif icielle. ( 1 <3f £.3, ̂^15) . 
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3.Tran_sfert de_chlorop_la_stes_par_fusion de_sub£rotop]^astes_ 
avec^des^protoplaste^s ~ 

Un subprotoplaste est une partie de protoplaste dans la mesure 
ou.il lui manque des Slements du contenu cellulaire normal,outre 
la paroi. 

Pour H.BINDING et R.KOLLMAN,les problemes dus a une incorpora-
-tion incomplete des organites dans le cytoplasme recepteur,ou 
a la perte de vitalitd provoquee par 11isolement,peuvent §trel 
detournes par 1'utilisation de subprotoplastes. 

Dans un article de synthese ( -d-1 ) , ils font une revue des dif 
-ferents aspects de la methode sur la base d'exemples ponctuels. 

Pour realiser son experimentation dans 11espece des Solanacee 
H.BINDING -1976- ( 1 ) utilise des subprotoplastes compre-
-nant une partie stratdgique de 11information cellulaire (nucle-
-aire ou cytoplasmique). 

II realise la fusion de subprotoplastes de tomate avec des pro 
-toplastes de Petunia,en parallele avec la fusion protoplasti-
-que au sens strict. 

Cette methode lui permet de tester 1'influence separee des 
genSmes nucleaires et extranucleaires sur les evenements de 
1' hybridation protoplastique ( ). 
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£. Incorporat_ion de_chloroplastes_par_lj_intermddiaire_de l.i£Osorries 

L1utilisation de vdsicules lipidiques artificielles pour 
introduire,avec le minimum de dommages,des organites dans 
le cytoplasme protoplastique a 6te 1'objet du travail original 
de K* GILES , V. VAUGHAN, J.P. RANCH et J.EMERY en 1979.( 2.0 ). -

Des liposomes,positivement charg^s,contenant des chloroplastes 
d' <§pinard (Spinacea Oleracea) sont melanges h des protoplastes 
de Neurospora Crassa ,puis de Datura Innoxia. 

La fusion -qui peut parfaitement se passer d'inducteur dans 
ce cas- a lieu immediatement entre le liposome charg^ et la„_ -
membrane protoplastique. 

Les chloroplastes,qui restent groupes 4 ou 5 heures,se deta-
-chent ensuite et adoptent une position peripherique. 

La vitalite des chloroplastes ne parait pas du tout atteinte; 
la souche a bien pu §tre cultivee mais sans activitd mitotique. 

L' etude s 'enrichit ici d'une mesure de l'activit<§ des 
lipochloroplastes inclus dans le cytoplasme etranger.Or,celle ci 
se maintient et se stabilise tres bien.Par contre,celle de 
chloroplastes temoins;incorpores sous 1'effet du P.E.G chute 
considdrablement dans le meme temps et s'annule vite. 

De plus,la retention du pigment est amelior^e dans le premier 
cas par rapport au second. 

Avec les chloroplastes de Datura,jusqu'a 85% des protoplastes 
integrent 6 a 20 chloroplastes,qui restent groupes. 

La production d'oxygfene est plus forte encore que dans les 
protoplastes du champignon,mais elle baisse au bout de 24 heures. 

En fait,en permettant d'obtenir une tres forte frequence 
d * int^grations,et sans effet nefaste d'aucun ordre sur la survie 
et le fonctionnfment des chloroplastes,la methode de^ transfert 
par inclusion dans des liposomes semble promise a un avenir 
brillant. 
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C.TRANSFERT DE MITOCHONDRIES 

1_. Introduc t ion_ 

Les quelques travaux effectu^s depuis 1977 sur le transfert 
de mitochondries dans des protoplastes ont profite tout de 
suite de la sophistication des methodes de fusion,en raison 
de leur rdcence. 

Les plans d'experience comporteront toujours 1'utilisation 
du P.E.G.4000,a des concentrations de 30-35%. 

D'autre part le systeme utilise sera presque toujours la 
levure de boulanger Saccharomyces Cerevisiae,gendtiquement 
bien connue.En effet de nombreux marqueurs mitochondriaux, 
comme la resistance a certains antibiotiques,permettent de 
suivre tres rigoureusement le destin des organites qui les 
portent. 

Enfin,il faut noter que cet organisme est unicellulaire, 
d'ou certaines differences entre ce systeme et ceux utilisds 
pour le chloroplaste:en particulier,le probleme de la z&g6n&-
-ration de plantules apres le transfert ne se pose pas. 

2 . Trans_f ert gar f^u^ion^proto^lastigue 

Parmi les premiers,FERENCZY et MARAZ realisent la fusion de 
souches de Saccharomyces Cerevisiae de m@me type sexuel en 
suivant le destin des mitochondries marquees. ( 2. S ) 

Le receveur poss&de des mitochondries mutees "petite", 
infonctionnelles,et est hdtirotrophe pour le tryptophane. 
Le donneur,heterotrophe pour 11adenine,apportera des mito-
-chondries marquees par la resistance a 11erythromycine. 

Les auteurs rapportent une frdquence de transfert de 0,6% 
par la caracterisation de produits de fusion diploldes proto-
-trophes rdsistants a 1'erythromycine. 

Apres haploldisation,40% des segrigants montreront qu'ils 
possfedent les mitochondries du donneur. ( 2-Cf 2. S? ) • 

_3. Trans_fert de_m_itochondries_i£olees 

En 1979, K.YOSHIDA procede a 1'essai de la transformation de 
protoplastes de plusieurs especes het^rothalliques de levure 
avec des mitochondries marquees. 

Les mitochondries et les protoplastes forment de gros aggrdgats 
et YOSHIDA note que les mitochondries paraissent s1agglutiner 
Sgalement entre elles sous 1'effet du P.E.G. 

De fagon intraspecifique comme intersp^cifique,les protoplas-
-tes receveurs acquierent les caractdristiques respiratoires 
des mitochondries transf^rees avec une frdquence comprise entre 
1 0-^ et 10-*. ( 2,^- ) . 
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Avec le m§me type de marqueurs (mutation "petite" pour les 
mitochondries du receveur et resistance a un antibiotique pour 
les mitochondries transfer^es),N.GUNGE obtient une frequence 
de protoplastes capables de respiration normale de 10~® ( 2.3 ) . 

Chaque fois,apres 11expose de leurs manipulations,les auteurs 
avancent plusieurs hypotheses en ce qui concerne le mecanisme 
de 11incorporation. 
Cependant,les seules certitudes sont d1ordre genetique,de telle 

sorte que la transformation peut etre le fait de 1'A.D.N mito-
-chondrial isole,et 11integritd des organites n1est donc pas 
une condition necessaire & la coherence des rdsultats. 

II est certain que des observations en microscopie electroni--
-que,ou bien que 11application de techniques de marquage radio-
-actif seraient necessaires pour avancer en ce domaine,la mito-
-chondrie £tant un organite tres petit ( 29-, 23 ) . 

3.Utilisation de_miniprotO£lastes 

La tres faible frequence obtenue dans les plans precddents 
a conduit a la recherche d'autres methodes de transfert n'inc-
-luant pas le materiel nucleaire. 

Ainsi,la propension de SvCerevisiae a bourgeonner a ete exploi- -
tee pour la formation de miniprotoplastes:en effet la migration 
des mitochondries dans le bourgeon a lieu avant celle du noyau; 
il suffit donc de traiter les cellules pendant la phase expo-
-netielle de croissance par de enzymes lytiques,pour obtenir 
une fotrte proportion de protoplastes anuclees. 

Toujours avec les memes systemes de marquage,H.FUKUDA et 
A.KIMURA,apres avoir induit la fusion entre protoplastes d'une 
souche et miniprotoplastes d'une autre,rapportent une frequence 
de transfert mitochondrial de 10**^ ( 3O ) . 

Un peu plus tard,la meme equipe provoque une fusion intergd-
-nerique entre protoplastes de S.Cerevisiae et miniprotoplastes 
de Hansenula Wingei.La selection des transformants est faite 
grace a des marqueurs nutritionnels,et les auteurs atteignent 
une frequence de 10"*®( 3 d. ) . 

Toujours chez S.Cerevisiae ,A.MARAZ et L.FERENCZY en 1981, 
enfin,remarquent que le pourcentage de restauration de la respira-
-tion chez une souche receveuse peut atteindre 2,3 1O-^,grace au 
transfert de mitochondries fonctionnelles. (52.) 

D'autre part,des miniprotoplastes peuvent §tre obtenus chez 
d'autres champignons,en particulier Aspergillus Nidulans. (52.) 

Une telle dvolution dans les resultats est tres encourageante, 
et de nombreux travaux sont menes dans ce domaine poup en appro-
-fondir les possibilites et la mecanique des dvenements (^>Af 32. ) . 
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DACONCLUSION, 

Si 11on essaie de cerner 11ensemble de la litt^rature rela-
-tive a ce sujet de pointe,on peut @tre surpris par la recence 
et la rapiditfS de succession des manipulations qui la composent. 

Depuis les rdsultats trop remarquables de CARLSON,(1),les 
premiers travaux prirent un ddpart fulgurant,mais leur chemin 
devait etre seme d1ecueils. 

II a donc fallu attendre la mise au point de techniques 
plus rigoureuses (comme par exemple celles utilisant 1'electro-
-phorese des polypeptides constitutifs de la proteine de la 
fraction I,ou le test de marqueurs organellaires ) pour dtablir 
de fagon fiable les bases de 1'experimentation. 

Ceci condense alors les pieces de cet edifice sur une demi 
douzaine d'annees. Mais il se constitue ,dans cet intervalle 
tres court,d'el^ments ponctuels sans que vraiment encore on ne 
puisse constater de reelle coordination entre eux. 

Cette realite,qui exlste certainement dans la plupart des 
domaines aussi nouveaux,explique un certain manque de coherence 
dans le ddroulement des operations,et la multitude des directions 
encore inexploitees dans lesquelles auraint pu etre recherchies 
des solutions,comme celle des points qui auraient pu @tre plus 
approfondis. 

En fait,on peut definir plusieurs tableaux selon les grandes 
id^es de cet ensemble,qui ne sont pas tous jointifs. 

En particulier,la lignee des transferts a ete lancee depuis 
la lignee des experiences de fusion,et il y a pourtant un fosse 
entre les deux.Les memes methodes ont ainsi servi des buts 
proches mais tres distincts,au detriment de certaines qualitds 
importantes. 

En effet,le problfeme fondamental qui se degage de la masse 
des conclusions est celui de la perte des conditions de survie 
physiologique,fonctionnelle et interactive des organites 
subissant 1'incorporation. 

Lorsqu'on procede au transfert par fusion sst.on ne peut 
se pencher reellement sur 1'dtude de 1'organite lui meme,qui 
est connu pour interferer dtroitement avec le reste du materiel 
cellulaire.D'ailleurs,cette nature est a 1'origine,dans de 
nombreux cas,de sa fragilitd aux interventions d1un materiel 
^tranger,et il peut etre atteint de degenerescence pour des 
causes mal connues. 

Cependant,ce mode de transfert est le seul a conserver aux 
organites une structure telle qu'il y ait eu developpement de 
plantes entieres par la suite. 

D'autre part,du point de vue ginitique,cette methode n'a pas 
repondu a toutes les attentes. 
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De 11autre cotd, lorqu'on isole des organites, on compromet 
fortement leur intdgriti et leur physiologie. 

Dans ce cas, cependant, certaines transformations-ont 6te 
obtenues ; mais un ADN isold peut Sgalement le faire et cette 
evaluation du transfert est uniquement genetique. C'est la raison 
pour laquelle d'ailleurs on observe des frequences si faibles au 
cours de l'etude des mitochondries par rapport a celles decrites 
pour le protoplaste. 

II faut noter d'ailleurs que les calculs de frequences relatifs 
au transfert de chloroplastes sont entaches d'une certaine subjecti-
vite. II est fortement souhaitable, a cet egard, que de nouvelles 
techniques, de type de celle exploitant 1'autofluorescence ou, 
par exemple, le marquage radioactif soient developpees. 

Ces frequences ne sont, en fait, pas du tout homog&nes, ni 
entre elles, ni avec celles relevdes pour les mitochondries, et 
l'on ne peut en dresser de tableau coherent. 

Notons, enfin, que rares sont les equipes scientifiques qui 
se sont reellement livr^es a 1'etablissement de revues concernant 
tous ces problemes (AO, ) . Dans les dernieres phases de 
1'expdrimentation, beaucoup cependant ont reconnu qu'il fallait 
mettre en lumiere ce qui etait subi par les organites pendant et 
apres leur int^gration du cytoplasme etranger. II est en effet 
indispensable que 1'activite fonctionnelle et replicative de 
ceux-ci soient intactes pour que toute Stude rigoureuse au niveau 
genetique comme a tous les autres niveaux puisse etre men6e. 

Les perspectives ouvertes par d'dventuels succes dans ce type 
de manipulation-sont, il faut le reconnaitre, particulierement atti-
rantes : 

- approche fine de la biologie et de la genetique organellaires, 

- amilioration des races et des semences de vdg^taux superieurs, 

- approfondissement des ^tudes sur l'induction de tumeurs, 

- nouvelle vision possible de la theorie symbiotique, 

- et surtout, transfert de la capaciti de fixer 1'azote 
atmospherique -presentee par certaines bactSries et les 
algues bleues- a des vegetaux supdrieurs. 

(> O, 2-S ) . 
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