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AVANT PROPOS

Mr P.NICOLAS,chercheur au laboratoire de Physiologie
Cellulaire,cbtenait le 11 décembre 1981 le grade de Docteur
d’Etat es Sciences pour sa thése:

"Mutagénése et réparation du genfme plastidien
d'Buglena gracilis”

Dans la perspective de continuer son étude de 1°ADN chloroplastique
chez cette algue ,M.NICOLAS a congu récerment le projet de se
livrer au transfert,dans des protoplastes d"Euglena gracilis,de
chloroplastes margqués ~(en particulier par la résistance 3 certains
antibiotiques)~pour essayer de suivre l'expression des génes concernés
dans ce nouvel enwironnement,

La réalisation présentée ici a eu pour cbijet principal de
rasserbler les €léments de la littérature susceptibles,concrétement,
de permetitre le choix d'un plan d'expériences adéquat.

Zinsi,pour répondre le mieux possible aux besoins exprimés,
ces éléments seront structurés en deux parties,d la fois distinctes
et liges;l'une sera un synopsis des techniques largement relatives
& ce type de manipulations,et 1l'autre une mise au point plus précise
sur le sujet.

Cette bipartition un peu particuliére,dont nous reparlerons plus
loin,a semblé la meilleurs organisation pour conférer 3 ce travail
un caractére réellement constructif,
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INTRODUCTION

LY

Pour restituer & cette étude son esprit dforigine, et pour
lui conserver son interessant caractére d'application concreéte,
nous avons choisi d'adopter pour la décrire un plan un peu parti-
culier.

En effet,dans un premier temps,nous présenterons le
"produit fini" avec la méme démarche progressive que,lors
de sa réalisation,celle adoptée pour 1'approche intellec-
- =tuelle aussi bien que méthodologique - qui sont étroite- :
-ment liées - du probleéeme. !

I1 faut alors partir du contexte scientifique-que nous évoguerons-
dans lequel repose le cas particulier d'Eugléna Gracilis, pour
évaluer les meilleures stratégies de recherche
et de mise en forme de 1l'information utile.

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

Celle-ci, pour répondre a des préoccupations concreétes, selon
son objectif, a été construite sur une structure double, compor-
tant : . '

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

- une mise au point détaillée sur les travaux relatifs au
transfert d'organites de type chloroplastique dans des
protoplastes. )




PREMIERE PARTIE
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PREMIERE PARTIE
CHAPITRE I

QUELQUES ELEMENTS DU CONTEXTE SCIENTIFIQUE

Avant dé3ja le début de ce siécle, on s'accordait en Biologie
Végétale, & appeler PROTOPLASTE une cellule dépourvue de sa membrane
la plus externe, principalement cellulosique, rigide, ou paroi
cellulaire.

Cette paroi, chez le vivant, constitue une barriére intercellulaire
considérable. Son absence laisse la cellule végétale dans un état
presque analogue & celui dans lequel se trouve la cellule animale,
dans la mesure ol elle n'est plus limitée que par sa membrane plasmi-
que, (on plasmalemme).

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

Or, d&s le tout début de la production expérimentale de proto-
plastes, vers 1910 ( 33 ) et plus tard ( 34 ) ont été rapportées des
observations sur 1" occurrence de fusions.

Ces fusions ont d'abord été décrites comme spontanées, entre
protoplastes de méme origine (isolés par exemple & partir duiméme
tissu), mais ont également,trés tdt, pu étre induites entre proto-
plastes d'origine différente ( 3%, ... ) (cf deuxiéme partie).

En fait, tous les scientifiques concernés reconnurent rapidement
l'espoir représenté par le protoplaste, avec toutes les perspectives
ouvertes sur l'hybridation nucléaire délivrée des phénoménes d'incom-
patibilité sexuelle, et surtout sur 1l'hybridation somatique.

eod o



Mais longtemps l'essor de la méthode se fit attendre :
la production de protoplastes, encore rigoureusement mécanique
(impligquant une plasmolyse et le découpage subségquent de la paroi),
était encore trop limitée pour que l'expérimentation puisse é&tre menée
sur des quantités adéquates.

Ce handicap put enfin étre levé vers 1960 avec la mise au point des
premieres techniques de dissolution enzymatique de la paroi (C¢?GSS ),
gqui permirent d'obtenir en grand nombre des protoplaste isolés, in-
tacts. o

Alors 1'intérét considérable de l'utilisation des protoplastes
apparut en pleine lumiére, avec 1l'évidence que des populations de
protoplastes pourraient étre facilement mises en culture, gque ceux-ci
se révelaient capables de reformer une paroi, de se diviser et méme
de conduire a la régénération d'une plante entiere.

Jusqgu'alors la seule facon dé procéder a une hybridation et
une recombinaison génétique était le croisement sexuel par fusion
gamétique. Cependant, dans la plupart des cas (hormis les organismes
comme clamydomonas Reinhardii et Euglena Gracilis) ce mode exclut
le mélange des cytoplasmes (l'influence maternelle étant prédominante)
et donc l'hybridation somatique. '

Les perspectives offertes par la regénération d'une plante entiere
a partir de protoplastes fusionnés étaient ainsi remarguables. En
effet, ce type d'hybridation permettrait non seulement de transgresser
les barriéres d'incompatibilité de type sexuel, mais encore d'envisa-
ger la production d'hétérocaryons pour lesquels la contribution cyto-
plasmique parentale serait égale.

Le premier hybride somatique viable ainsi obtenu fut décrit a
"1'issue de leur expériences par le groupe de CARLSON, SMITH and
DEARING en 1972 ( <f 74 ).

Depuis, le nombre et la qualité des travaux relatifs a la fusion
protoplastique dans toutes sortes de systémes différents constituent,
une littérature particuliérement remarquable.

Cependant, sur le plan agronomique, en ce gui concerne 1l'améliora-
tion des races et des semences, les hybrides obtenus jusqu'a présent
n'ont pas encore répondu a toutes les espérances et beaucoup de choses
sont encore tré&s hypothetiques ( A5 ).

Mais le développement de telles études a permis de mettre en
évidence d'autres propriétés importantes du systéme protoplastique :
en particulier, lors de la fusion, le transfert peut trés bien étre
limité seulement a une partie de l'information.

C'est ainsi qu'ont été concues et réalisées les premieres ten-
tatives d'incorporation de macromolécules, de microorganismes, et
en 1972 d'intégration d'organites cellulaires isolés dans des proto-
plastes.

o o
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[On ne peut, encore une fois, & l'issue de ces remarques, manguer
de faire le paralldle entre le systéme protoplastique et le systéme des
cellules animales en culture (40, 44 ) J

C'est sur ce dernier type d'expérimentation,gue,nous le verrqns,
l'on peut considérer comme un cas particulier de fusion protoplastique,
gue portera le principal de ce travail de synthese.

Chez Euglena Gracilis comme chez la plupart des organismes végétaux
le chloroplaste n'est pas génétiquement totalement autonome. De
nombreux travaux ont mis en évidence une interaction du géndéme nuclé-
aire et du géndme chloroplastique pour la réalisation de certaines
fonctions,comme par exemple lors de la synthése de la protéine|
de la fraction I chez N.Tabacum (14/14.w. ) |

L'étude de certaines mutations spécifiques du chloroplaste peut
donc é&tre difficile en présence du géndme nucléaire correspondant,
puisqu'on ne peut évaluer son intervention.

Ainsi, la réalisation du transfert de chloroplastes mutés, apres
isolement, dans des protoplastes d'Euglena Gracilis contenant des
chloroplastes d'un autre type pourrait apporter d'intéressants éléments
de réponse. ‘




PREMIERE PARTIE
CHAPITRE 11

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

I1 est donc censé de supposer que ses protoplastes puissent
former une population de nature et de comportement éloignés des
standards, tels gque Nicotiana ou Pétunia, les plus étudiés.

Pour pouvoir adapter le méilleur plan expérimental & ce systéme
totalement inconnu, il semblait tout & fait nécessaire de parcourir
l'essentiel des travaux réalisés avec d'autres.

] Cependant, comme nous l'avons dit plus haut, la littérature citée
4 propos d'expériences utilisant la fusion protoplastique est treés
abondante.

D'autre part, hormis les préoccupations d'ordre méthodologique,
c'est en réalité sur le sujet tres précis, treés pointu,de la réalisa-
tion de transfertsd'organites de type chloroplaste dans des proto-
plastes que doit étre concentrée notre attention. -

I1 apparait alors clairement qu'aucune de ces deux parties, pour-
tant étroitement liées, ne puisse étre traitée dans l'autre.

Ainsi, cette étude sera bipartite

- d'une part nous traiterons le plus largement possible la seule
partie méthodologique des travaux décrivant la fusion proto-
plastique au sens large,

- drautre part, nous nous consacrerons a une synthése plus appro-
fondie de la littérature précisément relative aux expériences
de transfert d'organites.
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PREMIERE PARTIE
CHAPITRE III

ASPECTS [METHODOLOGIQUES

A,CHOIX DE LA DOCUMENTATION SECONDAIRE

Le projet original de cette synthése reposait sur
l'utilisation de facon primordiale des bases de données
spécialisées,soit BIOPASCAL (servie par TELESYSTEMES et
1'AGENCE SPATIALE EUROPEENNE) et BIOSIS (servie seulement
par 1'A.S.E.).

En ce qui concerne l'établissement du rapport technique,
nous avons pour certaines raisons,-exposées plus loin-,choisi
d'utiliser également la consultation manuelle systématique de
BIOLOGICAL ABSTRACTS,de 1982 a 1975.

Enfin,3 celles obtenues avec ces deux outils s'ajoutent
gquelques références obtenues gr8ce aux bibliographies d'arti-
-cles, & propos surtout de la synthése méthodologique.

B.STRATEGIE DE RECHERCHE

Il est évident que la bipartition du plan d'étude ne pouvait
gqu'étre fiddlement reflétée par l'organisation des recherches,
pour l'établissement d'un jensemble cohérent de données.

Aucune méthode efficace et réellement constructive ne pou-
-vait se concevoir qui aurait englobé la résolution simultanée
des deux problémes.

Ciest 1a’raison pour laquelle nous avons mis au point,et
posé deux équations logiques différentes.




I

‘Lors d'un premier essai effectué le 04/ 0%/ 82 sur BIOPASCAL,
la guestion:

PROTOPLASTE ? .ET FUSION? -~

avait obtenu 191 réponses,ce qui, de toute évidence,est un
chiffre beaucoup trop élevé,étant donné le sujet,pour-dénombrer
la littérature réellement significative.

. Ce résultat signifie qu'il existait donc a cette date sur
BIOPASCAL 191 références comportant & la fois le descripteur
PROTOPLASTE et le descripteur FUSION sous toutes les formes
gue permet la troncature a gauche.

Le probléme rencontré ici est non négligeable,dans la mesure
ol, pour produire un rappor® complet,il est indispensable de
reprendre les mémes descripteursjainsi,il faut pouvoir selec-
-tionner les textes représentatifs dans la masse des autres:

En réazlité méme, le nombre des. références concernées par cette
égquation est plus grand encore:Le 15/ 01/ 82 ,1'effectif’des
réponses sur BIOSIS devait atteindre 299.

»

I1 faut pour comprendre ce chiffre énorme,réaliser le nombre
important de publications dans lesquelles,étant donné son
succés en Biologie Végétale,la fusion protoplastique depuis
un certain nombre d'années n'est plus étudiée en soi,mais
utilisée en tant que méthodes,a d'autres fins.

Cette situation est d'autant plus réelle que les références
fournies par 1l'outil de recherche automatique en Biologie sont
dans leur ensemble relativement récentes.

De plus,les descripteurs choisis sont trés significatifs,
trés spécifiques,ne possédent presque pas de synonymes,et ont
donc le profil type de mots clefs attribuables dans la plupart
des cas de figure. :

Il a donc fallu,pour retrouver l'information utile,se livrer
3 1'élimination de tous les documents dans lesquels le rapport
d'expériences de fusion protoplastique ne pouvait fournir
d'éléments indispensables,et de tous les documents contenant
de toute évidence une information non pertinente.

!
/

C'est ainsi gque nous avons:éliminé,en allongeant 1'éguation
logique originelle de gquelgues assertions:

-tous les travaux relatifs & des systemes
procaryotiques

-tous les rapports mettant en lumiére des
événements nucléaires

-tous les textes dont le titre ne comportait
aucun des deux descripteurs (l'analyse d'un
échantillon obtenu & 1l'issue du premier essai
a montré qu'ils etaient rarement pertinents)
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PREMIERE PARTIE
CHAPITRE 111

ASPECTS METHODOLOGIQUES

A.CHOIX DE LA DOCUMENTATION SECONDAIRE

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

En ce qui concerne l'établissement du rapport technique,
nous avons pour certaines raisons,-exposées plus loin-,choisi
d'utiliser également la consultation manuelle systématique de
BIOLOGICAL ABSTRACTS,de 1982 a 1975.

Enfin,a celles obtenues avec ces deux outils s'ajoutent
guelques références obtenues grdce aux bibliographies d'arti-
-cles, 3 propos surtout de la synthese méthodologique.

B.STRATEGIE DE RECHERCHE

Il est évident que la bipartition du plan d'étude ne pouvait
qu'étre fidélement reflétée par l'organisation des recherches,
pour 1l'établissement d'un jensemble cohérent de données.

Aucune méthode efficace et réellement constructive ne pou-
-vait se concevoir qui aurait englobé la résolution simultanée
des deux problémes.

C'est la raison pour laquelle nous avons mis au point, et
posé deux équations logiques différentes.
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‘Lors d'un premier essai effectué le 04/ 0%/ 82 sur BIOPASCAL,
la question:

PROTOPLASTE ? _ET FUSION? - -

avait obtenu 191 réponses,ce qui, de toute évidence,est un
chiffre beaucoup trop élevé,étant donné le sujet,pour-:dénombrer
la littérature réellement significative.

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

Le probléme rencontré ici est non négligeable,dans la mesure
ol, pour produire un rapport¢ complet,il est indispensable de
reprendre les mémes descripteurs;ainsi,il faut pouvoir selec-
~-tionner les textes représentatifs dans la masse des autres:

En réalité méme,le nombre des références concernées par cette
équation est plus grand encore:Le 15/ 01/ 82 ,l'éffectif’des
réponses sur BIOSIS devait atteindre 299.

*
»

I1 faut pour comprendre ce chiffre énorme, réaliser le nombre
1mportant de publications dans lesguelles,étant donné son
succés en Biologie Végétale,la fusion protoplastique depuis
un certain nombre d'années n'est plus étudiée en soi,mais

-

utilisée en tant gue méthodes,a d'autres fins.

Cette situation est d'autant plus réelle gque les références
fournies par l'outil de recherche automatigque en Biologie sont
dans leur ensemble relativement récentes.

De plus,les descripteurs choisis sont trés significatifs,
trés spécifiques,ne posseédent presgue pas de synonymes,et ont
donc le profil type de mots clefs attribuables dans la plupart
des cas de figure.

Il a donc fallu,pour retrouver l'information utile,se livrer
3 1'élimination de tous les documents dans lesquels le rapport
d'expériences de fusion protoplastique ne pouvait fournir
d'éléments indispensables,et de tous les documents contenant
de toute évidence une information non pertinente.

C'est ainsi que nous avons:éliminé,en allongeant 1'équation
logique originelle de guelgues assertions:

-

~tous les travaux relatifs & des systeémes
procaryotiques

-tous les rapports mettant en lumiere des
événements nucléaires

~tous les textes dont le titre ne comportait
aucun des deux descripteurs (l'analyse d'un

échantillon obtenu a 1l'issue du premier essai
a montré qu'ils etaient rarement pertinents)
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-ies documents dans le contexte desquels les
deux descripteurs étaient séparés de plus de huit
mots (En anglais,protoplast fusion est un groupe
nominal au sens strict,et,disjoint,il porte rare-
-ment la méme valeur sémantique;d'ailleurs la limi-
-te de huit mots est presque trop reculée). -

-et enfin,toutes les références antérieures a 1978:
en effet,il semblait préférable,pour tirer le meil-
~leur parti de la situation,de se tourner résolu-
-ment vers la recherche des mises au point ou

des innovations les plus récentes.Il paraissait
inutile en effet de vouloir un résultat

(Voir la photocopie de la recherche ci jointe)

Cette équation a conduit,comme on peut le constater,a
l'obtention,le 15/ '01/ 82 sur BIOSIS,de 33 références dont
a été demandée 1'édition en différé.

Il faut préciser ici que la base BIOSIS a été,délibérément,
la seule interrogée,en raison de sa beaucoup plus grande
spécialisation, (BIOPASCAL est en réalité une partie de PASCAL
obtenue par restriction automatique),et de la différence de
taille en sa faveur (plus de cent références supplémentaires
pour la méme question a peu d'intervalle)

2.8econde équation logiquest

Dans la recherche de documents traitant d'un sujet aussi
pointu et aussi clairement délimité qgue celui de la seconde
partie de notre synthése,l'éqguation logique est,par contre,
trés facile a obtenir.

En effet,lorsque 1l'étude atteint un tel degré de finesse,en
Génétique comme dans d'autres disciplines Biologiques,les
concepts scientifiques sont décrits par des mots précis,
toujours chargés du méme sens,peu remplacables.

(Voir le document de travail photocopié,ci joint)

Pour balayer le vocabulaire adégquat dans les deux bases
qui sont de langue différente,nous avons posé une équation
composée de tous les descripteurs tronqués.

Le résultat de cette opération a été:
-sur BIGSIS,l'affichage de 38 références
-sur BIOPASCAL,celui de seulement Ql(références,

presque toutes redondantes par rapport aux précé-
-dentes.

C.STRATEGIE DE RECHERCHE DANS LES BIOLOGICAL ABSTRACTS

Pour consulter avec le meilleur rendement possible 1'énorme
masse de cet ouvrage,nous avons procédé en recherchant,tome
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par tome,le mot clef
PROTOPLASTE

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

Pour ce travail,l'habitude,et la connaissance du sujet et
du contexte sont les seuls facteucs d'efficacité et de
pertinence.

Cette recherche a été pratiquée sur 7 années consécutives
de BIOLOGICAL ABSTRACTS,du volume 72 au volume 60.

De nombreux articles intéressants ont été sélectionnés de
cette facon.

D.RESULTATS

Malgré toute les précautions prises lors de la construc-
-tion de 1l'égquation de recherche,beaucoup d'articles encore
parmi les 33 selectionnés correspondent = a des cas particu-
-liers d'étude,peu instructifs en regard.de notre objectif.

En effet,la plupart n'évogue que bridvement la méthode de
fusion employée (principalement d'ailleurs l'induction par le
P.E.G).

Par contre,quelques unes apportent des éléments intéressants
comme la mise au point de nouvelles techniques et un certain
nombre d'idées originales.

En fait,l'essentieldes résultats valables a été obtenu
aprés la consultation des B.A.,par la lecture des résumés
des textes répertoriés sous les bons descripteurs,permettant
le choix des documents les plus significatifs.

C'est,finalement,par la lecture de ces articles eux mémes,
et de leur bibliographie,que la composition de la base docu-
-mentaire finale a été décidée.

Ici par contre,le taux de pertinence calculé sur l'effectif
des réponses est trés fort. (o 6 a gB)

Non seulement la quasi totalité des textes selectionnés
s'est révélée étre parfaitement & propos, (faible bruit) ,mais
encore l'étude des bibliographies d'articles,par la suite,a
montré que peu de travaux importants avaient échappé au
traitement. (faible silence).

Mieux encore,lors de la recherche des documents primaires,
il est apparu que la plupart des documents non récupérés ne
l'avaient pas été pour leur appartenance a des sources peu
communes. .
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. D'autre part,la lecture du contenu du fonds documentaire
n'a jamais mis en évidence de descripteur suffisamment

utilisé dans le domaine . ,suffisamment précis,pour qu'il
- ait pu fournir d'autres informations importantes.

-

E.OBTENTION DES DOCUMENTS PRIMAIRES

Etant donnée la spécialisation de la bibliothé&que interuni-
-versitaire de la DOUA,en Sciences,et particuliérement en
Sciences Biologigques,aucun probléme particulier n'a été
rencontré dans la recherche des articles et des rapports de
toutes sortes correspondant aux références.

En effet,tous ceux qui .ne se trouvaient pas dans les rayons
de la bibliothéque elle méme,ont pu étre commandés par
les systémes de prét inter-bibliothégques.

Quelgues documents ont fait exception a cette régle;mais
leur origine en était la raison principale (périodiques
inexistants dans le territoire francais,littérature grise
étrangere...).
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DEUXIEME PARTIE
CHAPITRE 1

.

SYNOPSIS DES TECHNIQUES

A.METHODES ORIGINELLES

1.Préliminaires
Les premiers éléments permettant de supposer la
réalisation de la fusion de protoplastes furent rapportés
tres tét au début du sieécle.

Les techniques employées pour induire cette fusion étaient
alors tout & fait rudimentaires,consistant en la compression
mécanique des protoplastes les uns contre les autres
(33, 34,35 ).

Il sembla établi a 1l'époque que la fusion était complete,
et qu'elle était facile a obtenir.Il apparut vite cependant
que le peu de reproductibilité des travaux ne permettaient
pas une telle conclusion.

Pour HOIMEISTER (35),qui reprit la majorité des
expériences de ses prédecesseurs,la fusion protoplastique
apparut au contraire comme un phénoméne 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 ).



I1 fut le premier a constater que de meilleurs résultats
étaient obtenus en milieu constitué d'eau de mer,ce qui
devait éclairer le rble de l'ion sodium. :

Avec des populations protoplastiques isolées enzymati-
-quement ,POWER et al.,en 1970, ( 3% )démontrent l'effi~
-cacité de solutions de nitrate de sodium dans 1'induction
de fusions intra et interspécifiques de protoplastes de
différentes origines.Il faut noter gque les protoplastes
étaient soumis a plasmolyse préalable dans du sucrose.

Les produits de fusion,observés en microscopie photo-
-nique,se distinguent nettement de produits de fusion
spontanée.

L 'action du nitrate de sodium,encore mal comprise par les
auteurs,leur semble avoir son explication dans le boule-
-versement de propriétés électriques membranaires.

Plus tard, SCHENX et HILDEBRANDT, ( 36 )attribuent,a 1l'issue
d'essais comparatifs,la méme efficacité & NaNO03,Nacl,et
Licl,ce qui accorderait a l'ion lithium la méme efficacité
que l'ion sodium;ce résultat ne semble jamais avoir été
confirmé.

Quoi qu'il en soit,l'étape fondamentale de toute fusion
protoplastique apparait déja comme étant le rapprochement
étroit des membranes protoplastiques délivrées par 1'induc-
~-teur de forces de répulsion électrique.Sous l'effet d'un
pH légérement acide,le plasmalemme pourrait atteindre un
"point neutre".(3g).

Cependant,l'établissement des conditions expérimentales
les plus adéquates est encore difficile,la fusion proto-
-plastique restant par ces méthodes un phénoméne treés
aléatoire.Mais il est clair que l'un des facteurs capitaux
est la conservation de la viabilité protoplastique apreés
action de 1l'inducteur (36,3%%).

D'autres travaux,menés en paralléle avec des électro-
-nographies,montrent que le NaNO3 induit des fusions lo-
~cales du plasmalemme avec tendance & 1l'élargissement
jusqu'ad la formation de ponts cytoplasmiques par lesquels
pourraient transiter des organites (33).L'évidence 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 régénération de la paroi (33 ).Il semble
cependant que cet inducteur soit moins opérant pour les
systémes hautement vacuolisés.

En fait,les difficultés d'observation liées a 1l'appari-
-tion de gros aggrégats polyprotoplastiques,la lente
coalescence des corps de fusion quand ils existent,t ¥
le peu de fiabilité des méthodes,ne permettent pas de

“
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"conclure & une fusion véritable ni méme le calcul d'une fré-
quence significative.

Enfin,méme lorsque la fusion semble avoir eu lieu,les.
produits n'ont pas présenté d'activité mitotique au cours de
cultures subséquentes,et aucune plante entiére n'a pu se dé-
-velopper a partir de ces systémes. ( 36( 33 ). ’

Une fois . = 1l'efficacité du nitrate de sodium,de
nombreux auteurs ont testé d'autres solutions salines (35, 3¢ 3

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

~

Ca(NO3)2 0,2M

Cacl?2 0,2M En pH = 8
Lyzozyme 0,05%
A et Mannitol 0,6M
et  NaNO3 0,9M o ...l R !
(comparativement) (stablllgateur
osmotique )

-

- I1 lui apparait ainsi que la présence d'ions calcium,en pH
alcalin, induit correctement le phénoméne. (3>8)

Lui aussi cependant remarque gqgue 1l'induction peut avoir
lieu au détriment de la viabilité protoplastique.

4 .Autres méthodes

L'action de certains anticorps ( 39 ) ,de la concanavaline
A ( Yo ),et d'autres lectines ( 4O, 41 ) est remarquable
pour provoquer l'agglutination,mais jamais la fusion vérita-
-ble.

B.METHODES CLASSIQUES

Les résultats obtenus avec Na NO3 conduisent a penser que
cet agent est en fait responsable d'une forte agglutination
protoplastique, et plus rarement de phénoménes de fusion. .

Cette réalité a conduit de nombreuses équipes a rechercher
d'autres substances inductrices.

En s'inspirant d'une méthode employée en Biologie Animale,
KELLER et MELCHERS procédent a 1l'incubation de protoplastes
" de tabac en milieu de pH élevé (optimum entre 9,5 et 10,5)
en présence d'ions calcium. (&42) .Ils constatent alors
1l'occurrence d'un grand nombre d'événements positifs.

Les trente premidres minutes de traitement (plus longtemps,
il y a lyse),conduisent & de gros corps de fusion multinucléés
qui,rapidement prennent une forme sphérique rappelant celle
des produits de fusion spontanée. :
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Leur culture subséquente montre qu 11 n y a pas atteinte de
la viabilité des protoplastes, .

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

Les résultats de ce travail, (rdle fondamental d'un stabili-
-sateur osmotique,concentration optimale du Cacl2 autour de
0,5M, température 37°C" ,pH alcalin)s'accordent avec ceux de
BINDING ,quasiment contmporains ( 3% ).

Dans leur rapport,les auteurs supposent que 1'élévation de
PH modifient 1'équilibre electrique membranaire du protoplas-
-te,normalement porteur d'une charge eleetrique surfacique
négative (¢2).

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

Quoi qu'il en soit,l'application de cette technique a
fourni les premiéres frégquences de fusion réellement
intéressantes (entre 20 et 50%).

2.Le_polyethyléne glycol (P.E.G.)

C'est a 1l'issue des travaux de KAO et MICHAYLUK en 1974,
que se réveéle comme l'un des inducteurs les plus puissants
de la fusion protoplastique,le devenu trés céleébre

polyéthyléne glycol.( (3 ).

En effet,cette égquipe rapporte que des solutions de PEG
de haut poids moléculaire provoguent dans quatre systemes
différents la fusion,

. \7;». - . R

e

Des marqueurs protoplastiques permettent de constater qu'il
y a répartition statistique des fréquences de fusion intra
et intergénériques quelle que soit la taille de 1'appareil
vacuolaire.

Dans les faits,1l'ajout du PEG provogque dans un premier
temps une forte agglutination,amenant les plasmalemmes
& une fotre compression mutuelle.Ce n'est qu'au moment de
1'élution qu'a lieu la fusion réelle.

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

# La concentration du PEG (Minimum 21%)

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

® La proportion d'ions Ca++ et d'ions K+ présents

(En effet,la présence de 1'ion Cat+ est trés
favorable,alors que l'utilisation d'untampon a
base de citrate de potassium réduit nettement
1'adhésion,ce qui suppose que 1l'ion K¥ aurait
un effet nettement inhibiteur de la fusion.)
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% le temps d'incubation qui ne doit pas étre trop
long

®x la dilution de l'enzyme céllulolytique:si elle est
faite trop vite,il peut y avoir reconstitution de
certains éléments de la paroi .

% 1'4ge des protoplastes

% la densité de popupation

Il peut atteindre 10%.

Si la vitalité d'un protoplaste peut étre jugée de par son
aspect coloré et turgescent,les auteurs estiment que celle ci
est variable aprés l'action du P.E.G.

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

D'aprés KAO et al.,le PEG,par l'établissement de liaisons
hydrogénes,pourrait se comporter comme un pont intercellulaire.

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

A 1'élution,il se produirait une redistribution des charges
electriques,de telle sorte que les membranes protoplastiques,déja
fortement rapprochées par zdbnes,puissent fusionner sous l'inter-
-férence de groupes de charges opposées.

Un peu plus tard,en 1974, A.WALIN,K .G IMELIUS,T.ERIK SSON
reprennent la méthode chez Daucus Carota,en se livrant a )
l'invsetigation de différentes conditions expérimentales ( 44 ).

t

Ce travail est doublé d'un rapport electronographique.

Sont testés ici:

xla concentration du PEG (optimale 28 %)

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

*

% l'influence de la température (de 10° a 35°,optimum 35°)

% le rble de différents cations mono et divalents (Ca++,Mg++,
K+ ,Na+)

en calculant le pourcentage d'aggrégation et d'obtention de
protoplastes di et plurinucléés.

D'aprés la répartition de ces derniers,on peut calculer une
fréquence d'environ 24% d'événements positifs.
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Le mécanisme d'action du PEG reste encore mal connuj;on peut
supposer gue les propriétés osmotiques de ses solutions dans -
l'eau jouent un rbdle.

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

Il y a plasmolyse et rapide déplasmolyse des protoplastes,
traitement connu pour induire la cyclose.

Il est fort possible que la fusion membranaire ait lieu
avant et qu'il n'y ait véritable mélange des cytoplasmes qu'a
1'élution.

En fait,cet événement peut &tre vu comme le déroulement
de certaines étapes dans le temps;tout dépend de la définition
gue l'on donne de la fusion interprotoplastique ( q¢+ ).

Au méme moment,K 20 et al.(1974) mettent en évidence que la dilu-
-tion du PEG par une solution de PH élevé,a forte concentration
en ions Ca++, {(au lieu de le faire avec du milieu de culture au
moment du lavage),est trés favorable. '

Selon les genres protoplastiques employés,une'telle technique
permet d'atteindre un rendement variable entre 0,10 et 0,35 ( Qfs }

L.C FOWKE et P.J RENNIE,sur ces bases,se sont livrés a une
étude ultrastructurale du phénoméne de fusion sous PEG (46) 2

Notons encore que la combinaison du PEG avec du DMSO (47) ou
de la concanavaline A (48) semble améliorer les performances
de celui-ci.

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

Atitre d'exemple ici, nous citons les travaux de MATAGNE et al.
(20,28768%) sur clamydomonas avec le PEG 6000 et ceux de OHIWA
sur Zygnema et Spirogyra (PEG 6000 également) (24).

C - METHODES PARTICULIERES

a) Fusion mécanique : chez Acetabularia, PRIMKE et al. induisent
des fusions réussies a 90% par une méthode de pression de deux
protoplastes 1l'un contre l'autre reprenant ainsi la plus vieille
idée (49).

b) L'alcool polyvinyligque (P.V.A.).
Dans certaines conditions (concentration pondérale entre
mannitol), le PVA induit un fort pourcentage de fusion.
Son effet semble comparable a celui du PEG (50).




2%

c) NAGATA et al. ont pour leur part ﬁyoquué la fﬁsion proto-
plastique par l'action de phospho ipide synthétique chargé

positivement (51).

d) D'autres auteursenfin ont essayé de procéder par 1l'application
d'un champ électrique et obtiennent de bons résultats (52).

.
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A. INTRODUCTION

Depuis longtemps, au cours de l'expérimentation menée sur la
fusion protoplastique, le destin des chloroplastes a été étudié,
dans la mesure ol leur existence et leurs propriétés permettent de
marguer une cellule de fagon stable. Les mutations affectant la
chlorophylle ont souvent permis d'observer et de suivre les proto-
plastes concernés, et méme de sélectionner les produits de fusion
(travaux de MELCHERS et LABIB).

Cependant, lorsqu'on s'intéresse au chloroplaste lui-méme, en
tant que porteur d'une information génétique spécifique, on ne peut -
que souhaiter pouvoir le transférer sélectivement.

Ceci, en effet, permet d'envisager une approche beaucoup plus
rigoureuse de sa génétique et de Sa biologie, en le délivrant de ses
interférences avec le reste du matériel cellulaire, en particulier
nucléaire. Ainsi, a partir de cette base d'opérations de fusion
incluant des chloroplastes, de nombreux scientifiques se sont tournés
vers la réalisation de "fusions" de protoplastes avec des chloroplastes.

Ceci, tout d'abord, en isolant ceux-ci et en provogquant le
phénoméne par les mémes inducteurs gue pour la fusion sst.

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

Ensuite, quelgues autres essais ont été faits pour tenter de
transférer les organites autrement qu'isolés : par exemple par la
production de protoplastes anucléés, ou encore en les intégrant a
des liposomes.

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

C'est ainsi que, aprés avoir traité le cas du chloropldte, nous
évoquerons celui de la mitochondrie en un dernier chapitre de cette
deuxieme partie.
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B. TRANSFERT DE CHLOROPLASTES

1. Incorporation de chloroplastes par fusion de protoplastes :

Malgre le nombre des observations ayant concerné le chloro-
plaste, peu d'études ont été faites sur le comportement et le
devenir précis de cet organite pendant et aprés la fusion.

Dans quelques exemples pris parmi les travaux consacrés a des
algues, les auteurs remarquent que les chloroplastes paraissent
intacts juste aprés la fusion (J5) et méme aprés 3 jours de
culture ( 24, (6 ).

Il ne sont entourés par aucune membrane supplémentaire dans
le cytoplasme hétérogéne des produits de fusion (/C{ZS ) .

Cependant, dans le cas de fusions interspécifigues (/6,21)
comme intraspécifiques (22:) les chloroplastes semblent rapidement
affectés de dégénérescence. Et ceci méme si la culture des produits
de fusion peut &tre longtemps poursuivie et si ceux-ci ont une
faible activité mitotique ( 16).

Lors du transfert d'organelles de Clamydomonas Reinhardii
dans des protoplastes de carotte par fusion protoplastique,
FOWKE et al. décrivent les protoplastes comme intacts tout d'abord,
puis observent une désorganisation des membranes chloroplastigues
(16). Ils proposent comme explication possible de phénoméne une
insuffisance dans 1l'intensité lumineuse expérimentale.

Auparavant, T. OHIWA (ZU) avait, lui aussi, rapporté 1l'obser-
vation de la dégénérescence de certains types chloroplastiques lors
de fusions intergénériques de protoplastes de Zygnema et Spirogyra.
En effet, lors de fusions polyprotoplastiques du type n + 1, les
chloroplastes du geame minoritaire perdent leur brillance en lumiére
polarisée (dfie aux structures lamellaires), et accumulent

En fait, les noyaux des deux algues ne coexistent pas non plus
et le type nucléaire minoritaire dégénére aussi.

Dans les fusions de type 1 + 1 , ces phénoménes sont limités.
Mais en cas de dégénération du noyau de Spirogyra, les chloroplastes
de Spirogyra dégénérent aussi. Pour l'auteur, la dégénération chloro-
plastique suit la dégénérescence nucléaire et est dépendante de 1l'en-
vironnement cytoplasmique mais aussi, et surtout, d'une influence
défavorable du noyau étranger (2VY).
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Les phénoménes précis de la dégénérescence ont été étudiés en
1980 par RENNIE et al. lors de fusion intra et interspécifiques

chez Vicia. (2;?)

Aprés deux ou trois jours de culture, les chloroplastes. sont
au voisinage du noyau ou pressés contre la membrane cytoplasmique.
Il y a une certaine redistribution des membranes internes mais peu
de changement.

Au bout de 7 jours, il y a réduction de la taille des gran§,
désorganisation des lamelles. V
Il n'y aura jamais cependant de bouleversements aussi dramatiques
que pour les fusions intergénétiques de OHIWA, qui peuvent corres-
pondre, selon les auteurs, & des phénomeénes d'incompatibilité cyto-
plasmique réelle.

Les chloroplastes sont connus pour étre des organites dyna-
miques ; leur différenciation a été observée dans de nombreux tissus
cultivés. /

Il s'agirait ici ded%ifférenciation dle & la nature différente de
deux cytoplasmes, dont les systémes mitotiques peuvent se contrarier
par exemple.

(I1 a été montré gue des produits de fusion pouvaient présenter un
rythme mitotique intermédiaire par rapport & ceux des protoplastes
parentaux) . :

Sur le plan génétique, il apparait, quoi qu'il en soit, qu'il
n'y ait pas mélange de l'information génétique extra nucléaire lors
de la fusion protoplastique (13 ). Et ceci méme si celle-ci est
réussie et conduit a l'obtention d'une plante hybride.

SMITH, KAO et COMBATTI, en effet, furent & l'origine de la
création de 16 hybrides somatiques dans le systéme Nicotiana (/7).
L'étude des polypéplides constitutifs de la protéine de la fraction I
montre que la petite sous-unité (codée par 1'ADN nucléaire) est
hybride. Donc, il n'y a pas de probléme pour l'expression synergique
des deux 3¢h6hws nucléaires parentaux.

Or, la grande sous-unité n'est jamais hybride gquant a elle.

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

En 1980, MATAGNE, chez Clamydomonas,en provoquant la fusion
intraspécifique de protoplastes porteurs de chloroplastes marqués
(résistance a des antibiotiques) obtient les résultats suivants :

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

- Deux tiers sont transmetteurs exclusifs de l'un des
marqueurs.
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I1 doit exister un processus d'élimination des alléles chloroplastiques
gui semble indépendant du mating type (241).

I1 faut citer, enfin, au sujet de la fusion protoplastique, que
l'on a remarqué de fréquents phénoménes d'élimination chromosomique
comme on en constate en Biologie Animale aprés certaines fusions
cellulaires (/4). .

La perspective de l'exploitation de ce phénoméne par inductions
directionnelles, comme cela est réalisé chez les produits de fusion
cellulaires animaux, ouvre de nouveaux horizons.
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a) Les premiéres réalisations : problémes 1liés au choix
des systémes de transfert.

C'est au célébre travail de P.S. CARLSON en 1973 (4 )

que remonte l'origine des manipulations par lesquelles on
a cherché a introduire des organites préalablement isolés -
dans des protoplastes.

Le matériel utilisé provenait intégralement de tissus de
N. tabacum, (fusion intraspécifique), et CARLSON semble
avolr procédé sans l'aide d'un quelconque agent de fusion.
Ce point est l'un de ceux sur lesquels ses résultats ont
par la suite été fortement remis en question.

En effet, CARLSON rapporte avoir obtenu 1l'incorporation de
chloroplastes capables de réplication et de physiologie
normales dans leur nouvel environnement cytoplasmique.

(la souche protoplastique parentale choisie est mutante
albinos, dépourvue de chloroplastes fonctionnels).

Ainsi, les chloroplastes auraient échappé & toute pinocytose
et seraient restés parfaitement. intégres.

Mieux encore, il décrit la régénération et le développement
de plantes entiérement vertes & partir des produits de fusion.

Jusqu'a aujourd'hui, cet exemple est unique.,

Tout ceci supposerait alors gque le noyau des mutants albinos

soit capable de supporter le fonctionnement des chloroplastes
étrangers, et que ceux-ci, étant donné leur survie, puissent

utiliser l1l'information nucléaire de facon normale.

En fait, de sérieux doutes ont été émis par la suite sur la
réalité de ce transfert, et ceci, comme nous le verrons plus
tard, a cause du mutant utilisé par CARLSON.

POTRYKUS, un an plus tard, utilise également un mutant albinos
de Petunia chez lequel il essaye de transférer des chloro-
plastes normaux de la méme espéce ( 2 ).

POTRYKUS, en revenant sur les travaux de son prédécesseur
CARLSON, suggére que ce dernier aurait logiquement 4l

obtenir, non des plantes totalement vertes, mais les trois
types de ségrégants possibles dans ce cas d'hérédité cyto-
plasmique.

D'autre part, les feuilles et les racines du mutant albinos
"variegated" de N. Tabacum sont souvent des chiméres vert/
blanc/ blanc, et un protoplaste, phénotypiguement blanc, de
ce type, peut trés bien redonner, par développement, une
plante verte.
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Pour provoguer la fusion, il utilise NA NO3 0,21 M, qui est
encore l'agent le plus efficace connu pour induire {a“fusion
4 1'épogue, en paralléle avec une technique un peu particu-
liére de centrifugation en présence de lyzozyme & 0,03 &%.

L'examen des hétéroplastes montre l'intégration d'un a vingt
chloroplastes verts pour 50 & 100 plastes blancs avec une
fréquence comprise entre 0,1 et O,5%:

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

Cependant, bien que les chloroplastes aient semblé stables
au cours de celle-ci, la culture des produits n'a pu étre
menée plus de 6 jours, et aucune plante n'a pu étre régénérée.

Pour beaucoup d'autres auteurs dont les travaux succé-
deront a ceux de CARLSON, 1*Yorigine des plantes obtenues est
suspecte. En effet, cet auteur n'a obtenu aucune preuve
suffisante de l'incorporation réelle de chloroplastes dans
les protoplastes de N. Tabacum. (8,3)(9)

D'ailleurs, en 1l'absence d'agent inducteur, méme apres
centrifugation, aucun transfert n'a jamais été constaté

(3,8 ).

D'autre part et surtout, chez le mutant albinos
"variegated" de N. Tabacum, des cellules comportent un
mélange de chloroplastes défectueux (dépourvus de chloro-
phylle) et de chloroplastes normaux. Il est donc parfaitement
concevable qu'un protoplaste provenant des tissus de ce
mutant puisse permettre la régénération d'une plante verte,
s'il contient au moins un chloroplaste normal (8,1%F).

C'est ainsi que, par la suite, les transferts seront
menés de préférence de facon interspécifique ou intergéné-
rigque de maniére & pouvoir correctement distinguer les
chloroplastes transférés de ceux du receveur, par exemple
grdce a 1'étude de la protéine de la fraction I chez Nico-

tiana (#}lB,T?’ZES ).

Le systeéme de Nicotiana a été repris par KUNG en 1974.
Grice & la centrifugation en présence de L. polyornithine,
PM 120 000, il réalise la fusion interspécifique de proto-
plastes de N. Tabacum (mutant albinos "variegated") et
N. Suavolens. (4)

Le choix de deux espéces différentes de Nicotiana
vise principalement & permettre de reconnaitre de fagon
fiable les hétéroplastes des protoplastes parentaux.
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En effet, la ribulose diphosphate carboxylase, ou
protéine de la fraction I, posseéde deux sous unités dont
l'une est codée par 1'ADN chloroplastique (large sous
unité) et l'autre par 1'ADN nucléaire (petite sous unité).
Or, les polypeptides constitutifs de ces unités sont diffé-
rents chez les deux espéces et reconnaissables en électro-
phorése sur gel de polyacrylamigde.

aprés la fusion (fréquence 0,02%) des tissus verts se
sont développés, mais aucun, sauf un, n'a survécu.

Il a concuit au développement d'un mutant albinos "variega-
-ted" stérile,et de morphologie anormzle. -

L'analyse ;des polypeptides constitutifs de la ribulose -
diphosphate carboxylase montre gue les grandes sous unités
des deux origines parentales sont présentes:donc 1'A.D.N
chloroplastique des deux espéces est présent et s'est exprimé.

Cependant les petites sous unités de N.Tabacum et d?
N.Suavolens sont également révélées par l'electrophorese.

Ceci permet de conclure & une réelle incorporation des
chloroplastes dans le cytoplasme protoplastique, et a leur
fonctionnalité dans la physiologie de la plante obtenue. -

Cependant, ceci signifie également qu'il y a eu intro- —
duction d'un noyau isolé de N. Suavolens dans ce méme proto-
plaste. Ce noyau aurait été présent'dans la fraction S
"chloroplaste” lors de la préparation de ceux-ci.

Pour KUNG, comme pour beaucoup d'autres par la suite,
se pose le probléme de la reproductibilité 4'opérations
spécifiques et surtout celle de la régénération de plantes
viables a partir des produits de fusion.

——
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b) L'intervention du P.E.G

Dans les études suivantes consacrées a ce probléme de transfert
d'organites isolés,les méthodes préconisées comportent toujours
l'utilisation du P.E.G pour induire le phénoméne.

Le poids moléculaire du P.E.G est toujours pris parmi trois
valeurs significatives correspondant au P.E.G 1500 (3, ),4000(‘9)
au P.E.G 1540 (43,13,18,22,/6 ),ou au P.E.G 6000 (5,8,13,20,24 ).

La concentration pondérale des solutions est optimale entre
20% et 30% pour la majorité des rapports.

Au départ,et dés adjonction,le P.E.G provoque une forte et
rapide adhérence des chloroplastes et des protoplastes entre
eux.

Cette agglutination est si forte gque souvent elle concerne
de nombreux éléments de telle sorte gqu'ils forment ensemble
de gros aggrégats.

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

L'intégration des chloroplastes pourrait alors se produire
a l'intérieur des aggrégats cellulaires,sous l'effet de forces
de compression douce.

En fait,beaucoup de points de vue différent de celui-ci:
l'adhérence chloroplastique ne serait qu'une premiére étape.
L'incorporation véritable n'aurait lieu,dans un second temps,
gu'a 1'élution du P.E.G,de facon analogue a ce qui se passe
pour la fusion protoplastique au sens strict,(E%]QVJ? ).

Il est,de toutes fagons,a noter que le phénomeéne est exalté
par un accroissement de la densité protoplastique,a l'origine
d'un taux d'aggrégation plus fort ( © ).

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

A un exception prés,( ¥ ) 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 intégrés ensemble que de facon indé-
pendante (ils sont souvent groupés a l'intérieur du cytoplasme
périphérique,aprés leur transfert ( 5;5“2)),77ux§ FH&4VBA} i

f‘c77q(+c'r' 2n conche sous plas ba benne ( 2, 5)
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Au cours de leurs travaux,VASIL et GILES ( 5 ) arrivent

a intégrer jusqu'a 40 protoplastes d'épinard dans des protoplas-
~tes de Neurospora Crassa,avec une fréquence spectaculaire de
50%.Dans ce cas,les organites se répartissent en une couche uni-
-que,dense, juste sous le plasmalemme.

.

Avant l'utilisation de méthodes de détection par immunoefluo-
~rescence, (15 7 ) ,la situation intracellulaire des
organites étalt vérifiée par l'observation avec roulement des
protoplastes entre lame et lamelle (2,% ).

En tous cas il semble & peu prés sir gue l'action fusogéne
du P.E.G ne s'accompagne pas de dommages notables pour les
protoplastes et les chloroplastes (‘5 S, ). Gen:

e a2 Jm\.‘f*c ((q ZO)

»

c) Etude des conditions de 1l'intégration;les phenoménes de
membrane. .

Jusqu'au rapport de DAVEY et al. en 1976,il avait été peu
discuté de 1l'éventualité de modifications srtucturales profondes
infligées aux organites lors de leur intégration.

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

Les travaux de DAVEY et COKING en 1972 avaient établi que des
protoplastes,aprés plasmolyse,se révélaient capables d'intégrer
d?stgicroorganismes piégés dans des invaginations du plasmalemme.

Or,le P.E.G,ajouté en solution adéquate a une culture de
protoplastes,comme lors de 1l'induction,provoque une rapide
baisse du volume cellulaire,et se comporte donc en agent plasmo-
-lytique (3,8,9 ).

Parmi d'autres hypothéses,on peut supposer gue les organites
du type chloroplaste sont intégrés de la méme facgon.
Dans ce cas,ils seraient toujours enclos dans des vésicules
membranaires au sein du cytoplasme héte.Une telle situation
cependant ne peut sous entendre une physiologie normale,en raison
de la barriere représentée par une cytomembrane supplémentaire.

Le degré de liberté des organites dans le cytoplasme héte
est,de ce fait,un paramétre trés important.

Ainsi,DAVEY et son équipe en 1976 essaient de fournir une
étude ultrasttucturale du transfert,et discernent trois types
de situations electronographiques. (9)
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Dans le premier cas,l'isolement des chloroplastes les a brisés
et ils sont dépourvus d'enveloppe propre et de stroma ( type C).

Leur intégration se fait a l'intérieur de profondes invagina-
-tions du plasmalemme.

Ceci conduit a des electronographies dans lesquelles de larges
vésicules ont entrainé 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),saccollent fortement au plasmalemme
invaginé sous l'effet du P.E.G.

I1 se produit alors des fusions membranaires locales de l'enve-
loppe chloroplastique sur elle méme puis avec le plasmalemme,de
sorte que le stroma chloroplastique se retrouve en continuité
avec le cytoplasme.

Pour les chloroplastes de type B,ne possédant plus gu'une
membrane aprés leur isolemént,il y a transfert dans des vésicules
membranaires de la méme fagon gque pour le type C.Cependant,par
la suite,ils perdeat leur unique enveloppe par morceaux gqui se
replient,et certaines fusions avec la membrane vésiculaire fi-
-nissent également par réaliser la continuité stroma-cytoplasme.

D'autre part,le P.E.G induit beaucoup de fusions interproto-
-plastiques.DAVEY et al. suggérent que 1l'intégration de chloro-
-lastes puisse se faire par emprisonnement entre les membranes,
de telle d'ou l'apparition de larges vésicules contenant des
organismes détériorés et parfois des morceaax d'enveloppes (type
C ou types A et B dégradés.)

Dans tous les cas,structure et physiologie des organites sont
fortement endommagés.Pour les auteurs,les processus ultérieurs
seront plus dégénératifs que régénératifs et le fonctionne-
-ment normal des chloroplastes est peu probable & l'issue de ce
genre de manipulation.

En fait,hormis 1l'intéret génétique que peut représenter 1l'ap-
-port d'un géndme chloroplastique isolé,ils accordent peu de
crédit a la méthode.

Les résultats de VASIL et GILES sur Neurospora (5 ) sont
‘ici jugés comme attribuables a la nature des cellules du cham-
-pignon dont le comportement peut se rapprocher de celui de

cellules animales (engluement amoeboide de particules).

Les conclusions pessimistes de cette équipe sont a peu preés
uniques en leur genre,et ont été souvent citées.
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Pour BONNETT,lorsqu'il examine en microscopie electronique

le résultat du transfert de chloroplastes de carotte dans des
protoplastes de Vaucheria ,il semble évident que les organites
ne sont entourés d'aucune membrane supplémentaire puisque dans
certains cas ils sont méme dépourvus de toute structure membra-
-naire.La pincytose est donc exclue;plusieurs images d'ailleurs
montrent des chloroplastes libres et complets ( 9 ). .

Enfin,l'entrée des chloroplastes dans le cytoplasme étranger

n'est pas 1ié a l'occurrence de fusions protoplastiques:en effet,
les corps de fusion multinucléés n'ont pas plus de chance que les

autre de contenir des chloroplastes.

On peut méme établir certaines conditions dans lesquelles
1'adhérence chloroplastique est favorisée par rapport a la
fusion interprotoplastique ( AF ).

Les observations de BANKS et al. ( A2 ),plus tard,confirment
les observations de BONNETT,soit 1l'absence de cytomembrane vé-
-siculaire,gréce a la technique des coupes fines.

d)Recherche de systémes efficaces et fonctionnels

Armés des conclusions de leurs prédecesseurs,de nombreux
groupes de checheurs ont essayé d'améliorer les performances
des systémes.

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

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

En faisant varier de nombreux paramétres, (ratio,temps d'incu-
-bation,stabilité et valeur du pH,température,présence ou absen-
-ce de certains ions),il est possible de mettre au point des
conditions dans lesquelles sont obtenues des frégquences allant
jusqu'a 40%.(18,17).

En particulier,la présence de l'ion Ca++ est indispensable
dans la solution de P.E.G.

Les objectifs fondamentaux a atteindre apparaissent rapidement
comme étant la survie des organites dans le cytoplasme héte,leur
fonctionnement,et surtout la possibilité de régénération de
plantes entiéres ou d'organismes viables a partir des produits
de transfert.
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Grice a l1l'étude des polypeptides de la protéine de la fraction
I,UCHIYAMA et al. montrent que malgré 1l'établissement des con-
-ditions expérimentales les meilleures,il n'y a pas d'expression
de l'information génétique des chloroplastes transférés.[}%%)
Dans le systéme de N.Tabacum, (mutant "variegated" et

N.Excelsior, (chloroplastes normaux) , LANDGREEN et BONNETT (19 )
étudient les problémes de survie organellaire et cellulaire
liés & la concentration du P.E.G,aux méthodes de rincage,et

LY

a la densité des protoplastes dans le milieu.

Ils mettent en évidence qu'un certain nombre d'améliorations
doivent é&tre opérées dans le but de résoudre ces problémes.

En effet,dans les expériences pour lesquelles le protoplaste
receveur est possesseur de ckhloroplastes mutés,si on opere un
contrdle sévere (1%,19,13 ),jamais de plantule autotrophe n'a
été régénérée,méme si la culture a pu parfois étre prolongée
longtemps.

I1 semble dons que toute l'attention doive étre concentrée
sur la recherche de conditions permettant la survie :harmo-
-nieuse de tous les éléments concernés,au cours de l'incorpo-
-ration comme aprés.Et ceci,en passant par 1l'observation des
événements subis par ces éléments dans les premiers jours de
leur coexistence artificielle.('lql 23,1013 .
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Un subprotoplaste est une partie de protoplaste dans la mesure
ou il lui manque des éléments du contenu cellulaire normal,outre
la paroi.

Pour H.BINDING et R.KOLLMAN, les problémes dus a une incorpora-
-tion incompléte ‘des organites dans le cytoplasme recepteur,ou
a la perte de vitalité provoquée par 1l'isolement,peuvent étre’
détournés par l'utilisation de subprotoplastes.

Dans un article de synthése ( 44 ),ils font une revue des dif-
~férents aspects de la méthode sur la base d'exemples ponctuels.

Pour réaliser son expérimentation dans l'espéce des Solanacées,
H.BINDING -1976- ( % ) utilise des subprotoplastes compre- ‘
~-nant une partie stratégique de l'information cellulaire (nuclé-
-aire ou cytoplasmique). ~

I1 réalise la fusion de subprotoplastes de tomate avec des pro-
-toplastes de Pétunia,en paralléle avec la fusion protoplasti=-
-gue au sens strict.

Cette méthode lui permet de tester 1'influence séparée des
génbmes nucléaires et extranucléaires sur les evénements de
l'hybridation protoplastique ( % ).
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L'utilisation de vésicules lipidiques artificielles pour
introduire,avec le minimum de dommages,des organites dans
le cytoplasme protoplastique a été l'objet du travail original
de K?GILES,V.VAUGHAN,J.P.RANCH et J.EMERY en 1979.( 20 ). -

Des liposomes,positivement chargés,contenant des chloroplastes
d'épinard (Spinacea Oleracea) sont mélangés a des protoplastes
de Neurospora Crassa ,puls de Datura Innoxia.

La fusion -qui peut parfaitement se passer d'inducteur dans
ce cas- a lieu immédiatement entre le liposome chargé et la_-
membrane protoplastique.

Les chloroplastes,qui restent groupés 4 ou 5 heures,se déta-
-chent ensuite et adoptent ure position périphérique.

La vitalité des chloroplastes ne parait pas du tout atteinte;
la souche a bien pu étre cultivée mais sans activité mitotique.

L'étude s'enrichit ici d'une mesure de l'activité des
lipochloroplastes inclus dans le cytoplasme étranger.Or,celle ci
se maintient et se stabilise trés bien.Par contre,celle de
chloroplastes témoins;incorporés sous l'effet du P.E.G chute
considérablement dans le méme temps et s'annule vite.

De plus,la rétention du pigment est améliorée dans le premier
cas par rapport au second. '

Avec les chloroplastes de Datura,jusqu'a 85% des protoplastes
intégrent 6 & 20 chloroplastes,qui restent groupés. ,

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

En fait,en permettant d'obtenir une trés forte fréquence
d'intégrations,et sans effet néfaste d'aucun ordre sur la survie
et le fonctionnement des chloroplastes,la méthode de transfert
par inclusion dans des liposomes = semble promise a un avenir
brillant.
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C.TRANSFERT DE MITOCHONDRIES

1.Introduction_

Les quelgues travaux effectués depuis 1977 sur le transfert °
de mitochondries dans des protoplastes ont profité tout de
suite de la sophistication des méthodes de fusion,en raison
de leur récence. .

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

D'autre part le systéme utilisé sera presque toujours la
levure de boulanger Saccharomyces Cerevisiae,génétiquement
bien connue.En effet de nombreux marqueurs mitochondriaux,
comme la résistance a certains antibiotiques,permettent de
suivre trés rigoureusement le destin des organites qui les

portent.

Enfin, il faut noter gue cet organisme est unicellulaire,
d'ol certaines différences entre ce systéme et ceux utilisés
pour le chloroplaste:en particulier,le probléme de la régéné-
-ration de plantules aprés le transfert ne se pose pas. -

Parmi les premiers,FERENCZY et MARAZ réalisent la fusion de
souches de Saccharomyces Cerevisiae de méme type sexuel en
suivant le destin des mitochondries marquées.( 26 )

Le receveur posséde des mitochondries mutées "petite",
infonctionnelles, et est hétérotrophe pour le tryptophane.
Le donneur,hétérotrophe pour 1'adénine,apportera des mito-

~

-chondries marquées par la résistance a l'erythromycine.

Les auteurs rapportent une frégquence de transfert de 0,6%
par la caractérisation de produits de fusion diplolides proto-
~-trophes résistants a 1l'érythromycine.

Aprés hapldidisation,40% des ségrégants montreront qu'ils
possédent les mitochondries du donneur. ( 2.(,2 g).

3.Transfert de mitochondries isolées

En 1979, K.YOSHIDA procéde a l'essai de la transformation de
protoplastes de plusieurs espéces hétérothalliques de levure
avec des mitochondries marquées.

Les mitochondries et les protoplastes forment de gros aggrégats
et YOSHIDA note que les mitochondries paraissent s'agglutiner
également entre elles sous l'effet du P.E.G.

De facon intraspécifique comme interspécifique,les protoplas-
-tes receveurs acquiérent les caractéristiques respiratoires
des mitochondries transférées avec une fréquence comprise entre

10°% et 10-% . (23 ).
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Avec le méme type de margqueurs (mutation "petite" pour les
mitochondries du receveur et résistance a un antibiotique pour
les mitochondries transférées) ,N.GUNGE obtient une frégquence
de protoplastes capables de respiration normale de 10-8 ( 29 ).

Chaque fois,apres 1l'exposé de leurs manipulations,les auteurs
avancent plusieurs hypothéses en ce qui concerne le mécanisme
de 1l'incorporation. '

Cependant,les seules certitudes sont d'ordre génétique,de telle
sorte que la transformation peut étre le fait de 1'A.D.N mito-
-chondrial isoclé,et 1'intégrité des organites n'est donc pas
une condition necessaire a la cohérence des résultats.

Il est certain que des observations en microscopie electroni-
-que,ou bien gque l'application de techniques de marquage radio-
~actif seraient necessaires pour avancer en ce domaine,la mito-
-chondrie étant un organite trés petit (<23123 ).

La tres faible fréquence obtenue dans les plans précédents
a conduit & la recherche d'autres méthodes de transfert n'inc-
-luant pas le matériel nucléaire. '

Ainsi,la propension de SxCerevisiae a bourgeonner a été exploi-
tée 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 fotre proportion de protoplastes anucléés.

Toujours avec les mémes systémes de marquage,H.FUKUDA et
A.KIMURA, aprés avoir induit la fusion entre protoplastes d'une
souche et miniprotoplastes d'une autre,rapportent une fréquence
de transfert mitochondrial de 10-7( 30).

Un peu plus tard,la méme équipe provogue une fusion intergé-
-nérique entre protoplastes de S.Cerevisiae et miniprotoplastes
de Hansenula Wingei.La selection des transformants est faite
grédce a des marqueurs nutritionnels,et les auteurs atteignent
une fréquence de 10"'6( 34 ).

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 10‘4,gréce 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 évolution dans les résultats est trés encourageante,
et de nombreux travaux sont menés dans ce domaine poup en appro-
-fondir les possibilités et la mécanigue des événements (5»1' 572 ).
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D3 CONCLUSION,

" Si 1l'on essaie de cerner l'ensemble de la littérature rela-
-tive a ce sujet de pointe,on peut étre surpris par la récence
et la rapidité de succession des manipulations qui la composent,

Depuis les résultats trop remarquables de CARLSON, (1) ,les
premiers travaux prirent un départ fulgurant,mais leur chemin
devait étre semé d'écueils.

I1 a donc fallu attendre la mise au point de techniques
plus rigoureuses (comme par exemple celles utilisant l'electro-
-phorése des polypeptides constitutifs de la protéine de la
fraction I,ou le test de marqueurs organellaires ) pour établir
de facon fiable les bases de 1l'expérimentation.

Ceci condense alors les piéces de cet édifice sur une demi
douzaine d'années. Mais il se constitue ,dans cet intervalle
tres court,d'éléments ponctuels sans que vraiment encore on ne
puisse constater de réelle coordination entre eux.

Cette réalité,qui existe certainement dans la plupart des
domaines aussi nouveaux,explique un certain mangue de cohérence
dans le déroulement des opérations,et la multitude des directions
encore inexploitées dans lesquelles auraint pu étre recherchées
des solutions,comme celle des points qui auraient pu étre plus
approfondis.

En fait,on peut définir plusieurs tableaux selon les grandes
idées de cet ensemble,qui ne sont pas tous jointifs.

Bn particulier,la lignée des transferts a été lancée depuis
la lignée des expériences de fusion,et il y a pourtant un fossé
entre les deux.lLes mémes méthodes ont ainsi servi des buts
proches mais trés distincts,au détriment de certaines qualités
importantes.

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

Lorsqu'on procéde au transfert par fusion sst,on ne peut
se pencher réellement sur 1'étude de l'organite lui méme,qui
est connu pour interferer étroitement avec le reste du matériel
cellulaire.D'ailleurs,cette nature est a l'origine,dans de
nombreux cas,de sa fragilité aux interventions d'un matériel
étranger,et ll peut étre attelnt de dégénerescence pour des
causes mal connues.

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

D'autre part,du point de vue génétique,cette méthode n'a pas
répondu a toutes les attentes.




b4

De l'autre cdté, lorgqu'on isole des organites, on compromet
fortement leur intégrité et leur physiologie.

Dans ce cas, cependant, certaines transformations:.ont été
obtenues ; mais un ADN isolé peut également le faire et cette
évaluation du transfert est unigquement génétique. C'est la raison
pour lagquelle d'ailleurs on observe des fréquences si faibles au
cours de 1'étude des mitochondries par rapport a celles décrites
pour le protoplaste.

-

I1 faut noter d'ailleurs que les calculs de fréguences relatifs
au transfert de chloroplastes sont entachés d'une certaine subjecti-
vité. Il est fortement souhaitable, a cet égard, gue de nouvelles
techniques, de type de celle exploitant l'autofluorescence ou,
par exemple, le marquage radiocactif soient développées.

Ces fréquences ne sont, en fdit, pas du tout homogénes, ni
entre elles, ni avec celles relevées pour les mitochondries, et
1'on ne peut en dresser de tableau cohérent.

Notons, enfin, que rares sont les équipes scientifiques qui
se sont réellement livrées & l'établissement de revues concernant
tous ces problémes (AQ, /4,23 ). Dans les derniéres phases de
l'expérimentation, beaucoup cependant ont reconnu qu'il fallait
mettre en lumiére ce qui était subi par les organites pendant et
aprés leur intégration du cytoplasme étranger. Il est en effet
indispensable que l'activité fonctionnelle et réplicative de
ceux-ci soient intactes pour que toute étude rigoureuse au niveau
génétique comme & tous les autres niveaux puisse &tre menée.

Les perspectives ouvertes par d'éventuels succés dans ce type
de manipulation-sont, il faut le reconnalitre, particuliérement atti-
rantes :
- approche fine de la biologie et de la génétique organellaires,
- amélioration des races et des semences de végétaux supérieurs,
- approfondissement des études sur 1l'induction de tumeurs,
- nouvelle vision possible de la théorie symbiotique,

- et surtout, transfert de la capacité de fixer 1l'azote
atmospherique -présentée par certaines bactéries et les
algues bleues- a des végétaux supérieurs.

(10, 14,23 ).
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