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"D'un p i n t  de vue économique e t  plitique, les 

conséquences d'une maîtrise Far l 1 h ~  de ia fimticr: biologique ùe 

l'azote seraient considérables, aussi bién en France que pur les  pays 

en voie de d é v e l o p e n t .  

Pour ne prendre que deux exemples, on peut faize re- 

mrqwr que l 'u t i l isat ion intensive des engrais azotés p u r  l a  produc- 

tion agricole oblige la France à importer un surplus ck pétrole e t  que 

les  besoins en protéines d'origine végétale p u r  l'élevage l'cbligent à 

irnprter d'énormes quantités de soja. 

La fixation biologique de l'azote es t  réalisée seule- 

ment par quelques esfices bactériennes pssédant un complexe enzymatipe 

désigné sous l e  nom de nitrcgénase qui catalyse l a  réduction de l'azote 

p u r  donner de 1 'amroniac selon l a  réaction N2 + 6 H+ + 6 e- 2 NH3. 

Palmi ces bactéries, certaines vivent en syrrbiose avec 

les plantes. Le systàne symbiotique l e  plus étudié es t  celui qui sté+&lit 

entre la bactérie "Rhizobium" e t  les I;égumineuses. Ces bactéries q u i  vivent 

dans l e  m l ,  gnètrent  dans les racines des Legufnineuçes e t  y induisent la 

formation de nodosités dans lesquelles e l les  prolifèrent. Daw ces conditior-s , 

les Rhizobium fixent efficacement 1' azote atmsphérique, e t  1' m n i a c  for1115 

est ensuite u t i l i sé  pax la plante p u r  sa propre croissance. ûn estime que 

cette symbiose p n w t  selon les types de plantes e t  de sols une fixation de 

40 à 400 kg d'azote par hectae e t  par an. 



Pour conférer à des p1antr.s non légumineuses les  

propriétés symbiotiques des Légunineuses, un des myens enviszgés par 

les chercheurs consisterait à intégrer dans l e  gémm des premières, les 

gènes bactériens de la fixation de l'azote appelés gèms "ni£". Ces 

plantes ainsi  mdifiées purraient alors se développer sur des sols ne 

antenant aucune source d'azote. 

La génétique de la fixation de l'azote e s t  maintenant 

suffisamnent d é v e l o e e  p u r  que l 'on sache transférer les gènes "ni£" 

de bactéries fixatrices dans des bactéries mn  fixatrices et qui, de ce 

fa i t ,  le deviennent. Toutefois le prcblème du m f e r t  des gènes "nif" 

dans des cellules végétales e t  celui de leur expression dans ces cellules 

es t  d'une autre dimension e t  tout-à-fait à la limite des techniques 

actuelles. 

On peut imaginer que d m  ce damine les  progrès se 

feront conne suit : grâce à des vecteurs, ame des virus végétaux ou 

des plasmides, on purra introduire des gènes bactériens dans des cellu- 

les végétales dépumues de mi (.protoplastes) e t  étudier l'expression 

de ces gènes dans ces cellules, puis dans des plantes entières après 

régénération. 1 

Même s i  ces recherches 2e.eurert çpéda t ives ,  il 

n'en demeure p s  noiw qu'elles se réaliseront un jour ou l 'autre  e t  leur 

impact sera considérable" . 

- Sciences e t  Vie, CCcdre 19W 



Les perspectives très optimistes de cet a r t ic le  

résument assez bien la finali té des travaux du laboratoire. La campré- 

hension de cette syrrbiose n'est que p r t i e l l e  e t  à lfkeure actuelle 

il est impossible d'envisager l e  transfert e t  l'expression des gènes 

"nif" dans une cellule végétale. 

Notre travail se résme donc en des essais d8iri.o3rpo- 

ration de DNA radioactif issu de Rhizobium, dans des cellules végétales, 

à l'état protoplaste . Ultérieurement, nous détermineronç s i  ce DNA 

exogène es t  capable de s'intégrer au g6- de la cellule végétale. 

Ce travail a été réalisé danç l e  laboratoire de 

Microbiologie de l'université des Sciences e t  Techniques de Lille,  sous 

la direction de Messieurs les Professeurs J.B. -UME e t  R. TAILLIEZ. 
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ïe tem "Protoplaste" a éte défini carmie étant "la 

partie d'une cellule végétale susceptible d 'être plamalysée e t  s e  trou- 

vant délimitée par la paroi cellulaire, on peut isoler un protoplaste 

par destruction enzymatip ou mécanique de l a  paroi cellulaire. Le 

protoplaste est  donc une cellule nue délimitée par sa m r a n e  cytoplas- 

mique, il es t  potentiellement capable de régénérer sa  paroi, de se déve- 

lapper e t  se d l t i p l i e r "  (VASZ - 1980 (1) ) . 
LI absence de paroi rigide (enveloppe paraplasmique) 

inplique un contact direct de la cellule avec le milieu extérieur, lu i  

conférant une indépendance vis-à-vis des lois  régissat les rappr t s  

entre les cellules de la plante entière. Ces cellules végétales ainsi 

mdifiées sont capables lors de leur fonnation, d'inclure des p a r t i d e s  

par "endoqrtose". Ce phénanène de gnétration peut être réalisé avec du 

DNA, des virus, Zes bactéries, des chloroplastes, etc... Pour les rn2n-e~ 

raisons, ces protoplastes sont capables, à faible fréquence, de fusiomer 

entre eux lorsqu'ils sont en suspension dans un milieu adéquat ; ces 

fusions permettent d'aboutir à des hybridations samatiq-es lors d ' i n m  

patibil i tés sexuelles ; ainsi  l'obtention d'hybrides interspécifiques 

devient pss ib le ,  puisque une cellule isolée e s t  tot ipten* donc p t e n -  

tiellement capable de régénérer une plante entière. 



1 - HISTORIQUE 

Dès 1913, GYlJA (2) obtint des protoplastes vé@tam 

par dégradation des parois cellulaires de levures au myen de suc digestif 

d'escargot ; les protoplastes obtenus possédaient encore un dcanisne 

respiratoire et fermentaient les sucres. 

KUSITER en 1928 (3) isole des cellules d'oignon par 

p lamlyse  e t  séparation Itbécanique ; mis ce n'estqu'en 1960, avec des 

méthdes plus sophistiquées que l'on recueille en grande quantité des 

cellules isolées dont l a  transformation aboutit à des protoplastes. La 

multiplication de ceux-ci e s t  obtenue par passages sur des milieux de 

cultures de tissus végétaux. 

En 1969, TAKEBE (4)  obtint, p u r  la première fois en 

grande quantité e t  de façon aseptique des protoplastes de Mac  par 

voie enzymtique, il réussit à les maintenir en culture, après élimina- 

tion des produits toxiques ut i l isés  lors de l a  dégradation des parois. 

U s  premiers travaux sur les  protoplastes rprtent 

bien évidament sur l a  régénération d'une plante entière à partir d'une 

cellule isolée. Pour s u m n t e r  cette difficulté des méthodes dtisolm.ent 

e t  de culture ont été élaborées par de nmbreuses équipes. 

1.1 - ISOLEDENT E!T CULTURE DES PRYIDPUSTES 

Les protoplastes étant des cellules isolées e t  dzpurc 

vues de paroir ils ne peuvent être obtenus que par voie e x p é r m t a l e .  A ce 

jour, nous ne connaissons que deux fithodes dtisol-t : dcanique ou 

enzymatique. 



1 . 1 . 1  - l~olcrnen-t mécanique : ---------------- -- 

Cette technique n'est uti i isée r p  sur &s t i s s u s  

compsés de cellules allonçées e t  f o ~ n t v a c u ~ l i s ~ e s .  Cn induit la 

. plasanlyse cellulaire, ce qui sé- l e  plasmalenarie de l a  paroi cellu- 

laire ; pour dégager les protoplastes ainsi  folmés, on c o q  les  tissus 

en peti ts  fragmnts, la section des parois libérant les protoplastes dans 

l e  milieu. Cette r&thoàe donne des renderîents très faibles, e l l e  est 

principalenent uti l isée lpur des études,en microscopie électronique, de 

régénération de paroi (PRAT - 1972 (5) ) .  

En règle générale, l e s  protoplastes sont obtenus par 

macération d'un t issu végétal dans un &lange enzymatique czarprenant des 

cellulases e t  des. pectinases (COCKING - 1960 (6) ; GNBûRI; - 1975 (7) ) . 
Ces enzyms pe-rmettent une destruction'rapide e t  simulLmée de l a  laelle 

myenne e t  de l a  cellulose qui com~psent la paroi végétale (PGhzR - 1970 

(8) ) (FIGURE 1). Très souvent les protoplastes sont obtenus à part i r  des 

feuilles, la t-rature aptimle de macération enva t ique  varie de 25 2 

30° C sauf pour certaines espèces de céréales (POTRmS - 1977 (9) ) qui 

demandent un passage à terrq?érature faible. k milieu de macération es t  

toujours hypertonique afin d'éviter l 'éclatment des cellules dont les 

mis sont en voie d'élimination. 



(tissu végétal) 

1 : pectinase 

2 : cellulase 

3 : driselase 

(cellules isolées) 

FIGURE R0 1 : Isolement enzymatique de protoplastes végétaux 

(représentation schématique) 

Une culture de protoplastes e s t  d i t e  viable si l 'on 

p e u t m t t r e  en évidence la régé~ération des parois puis la division cellu- 

la i re  ; pur  distinguer l es  cellules mrtes des vivantes, nous pouvons nous 

servir des tests de fluorescence de la paroi e t  du contenu cytoplasmique 



(KANAI - 1973 (10) ; LAKUN - 1976 (11) ) . Les mganes les plus employés 

pour l'obtention &s protoplastes sont les  feuilles e t  les racines, mis 

il e s t  aussi possible de prtir de tissus cultivés "in vitro". Pratique- 

ment tous les  t issus végétaux sont à - de donner des protoplastes 

(TABLEAU Q , 

§ 
Racine 

§ 
5 Feuille 
5 

9 Nodule 

5 Tube p l i in igue  ! CONDEELIS, 1974 (18) 
§ 1 

5 Tissu "in vitro" ! SC- et HILCEBRANM', 1969 (19) 
§ 1 

g 
5 Suspension cellulaire! T ~ I ,  1975 (20) 

§ 

§ I 

§ 

§ 1 

5 
§ 

TABLEAU I*: TISSUS LES PLUS ~ Y E S  POUR L'OBTENTION DE P ~ P L A S E S .  

( L i s t e  non limitative des auteurs) 

Les milieux ut i l isés  pour les protoplastes sont très 

voisins de ceux quz l 'on emploie lors de l a  culture des t issus e t  des cel- 

.lules multipliées "in vitro". L'absence & paroi cellulaire hrplique m e  

intégration plus rapide m,- ces cellules des divers é1êrrent.s du milieu e t  



l 'on observe de'fréquents phémènes de toxicité. La rise au point d'un 

milieu e s t  souvent laborieuse, mis presque tous ont pour base l e  milieu 

de W H I G E  e t  SKCOG (21) e t  l e  milieu " B ~ "  de GAMEûM; (12) . 
b s  cultures de protoplastes peuvent s'effectuer de 

diverses manières : 

- En suspnsion cellulaire dans une boîte de Petri ; c'est  

le cas l e  plus général ; 

- Les cultures en gouttes, ou sous faible volume. Elles 

pexmetent de suivre les cultures au microscope (GRAMEOW, 1972 (23) - 
GIMEOW;, 1973 (24) ) ; 

- IRÇ cultures en milieux s d - s e l i d e s  : les protoplastes 

en suspension sontmSlangés avec un volme* égal de milieu gelosé à 1 ou 2 % 

(NAGATA, 1971 (25) ) ; 

- I;es Microcultures : dans une micro-cupule, on su i t  

le développement d'une cellule ; dans ce cas, il s 'ag i t  d'un véritable 

clonage (VASIL, 1973 (26) - WRAND, 1973 (13) ) .  

1.1.4 - RégénZhdtion __  _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  d u  pcuzoh6 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  ct divh6ion den ptotoptahta _ _ _ _  ____-_  . 

Avant 1970 (POJNAR, 1967 (27) O MISHRA, 1969 (28) ) , 
peu dtexem@es de &géneration ont été observés (N7GATF-, 1970 (29) ) . La 

régénération d'une paroi mmwnce après 10 à 20 minutes de culture, les  

premières mi-crofibrilles de celle-ci sont visibles entre 8 e t  24 heures 

(EURGESS , 1977 (30) ) .  opération ccmnence par la synthèse intra-cytoplas- 

mique de précurseurs à partir des saccules cjolgiemes e t  du plasmalme ; . 

ces précurseurs sont ensuite excrétés vers l e  périplasm où ils sont progres- 

sivemnt assmbl6s en superstructures à t rois  dhmsions ( les  microfihrilles), 



puis en un vaste réseau résistant et continu autour 6e la cellule ; enfin 

ce réseau est rercanié dans sa structure et sa cmps i t ion  p u r  forxier ur~s 

&ion mins paroi prinaire se disAtinquant d'une &i m m l e  par son arçaris- 

ccmplexe (FüWKE, 1974 (31) - ~ Y X E ,  1978 (32) ) .  Cette régéngraticn qui àïre 

de 2 à 7 jours précède toujours la division cellulaire ; il e s t a  Wssi-  

ble d'obtenir une mitose sans cette régénération 1976 (33) ) . 
Après 1 à 3 semaines, on abtient des colonies cellulaires 

qui peuvent "in vitro" êt re  dtivées sous fo- de cals (milieu solide) OU 

de suspension cellulaire (milieu liquide) . 

En 1971, deux équipes ont obtenu sirmltanhnt la 

régénération 2e plantes entières à part i r  de protoplastes issus de nÉso- 

&yles de tabac (NITSCH e t  OHYWA, 1971 (34) - T m ,  LABIB e t  m, 
1971 (35)) ; depuis la liste s'est sensiblerrent allongée, seais les *né- 

rations demurent toujuurs difficiles,  m i r e  inpssibles  , pur les &fiales-" 

e t  les légumineuses. 

1.2 - IXERET DES P F O I D m  EN FECHEXEE SSFLIQLEE 

On p u r r a i t  se  ikmnder c p 1  e s t  l'intérêt C!e préparer 

&s protoplastes, puisque rapiderret ils reconstituent &s cellules entières... 

En fait, cette propriété ~ e n r e t  d' aborcbr d'une manière no~melle diva-ç pro5Lè- 

mes de qmlog ie  e t  de p h y ~ i ~ l ~ i e  végétale. les recherches dans Ce dOrPahe 

sont e s s e n t i e l l m t  les  suivantes : 



- L'étude àe la synthèse des parois cel lulaires chez 

les végétaux ; 

- La sélection génétique à partkir d'une cel lule  isolée ; 

- L'étude des fusions entre deux ou plusieurs pro~piastes 

intra ou interspécifiques ; 

- Id transformation génétique d'une cellule végétale par 

incorporation de particules tels que : virus, levure, 

bactérie, DNA ou FNA exogène, etc. . . 
1.2.1 - Synthèse  d e  la pmoi ceeeLleahe  : - ------------- --------------s 
Les protoplastes p e m t t e n t  l'obsemation ik l a  synthèse 

des parois celluiaires. Les nadalités de la  néosynthèse des parois ont été 

es,c.entiellement é t a é e s  en xricroscopie électronique dès 1967 par RXNAR et 

ses mllaborateurs (27 e t  36) ; puis par d'autres : KCSHRA et  COLW, 1969 

(28) ; N A W A  e t  TAKEBE, 1970 (29) ; P W  e t  RûLLUD. 1971 (37). 

1.2.2 - La .béLec;tion d o n d e  : .................... 

E h  1973, CARLSON (38), sélectionne une souche de tabac 

résistante à une toxine bactérienne. Pour cela, il f a i t  subir à des clones 

cellulaires issus de protoplastes haploïdes de grains de p l l e n ,  un traite- 

m t  mutagène. En présence de la toxine bactérienne, quelques clones résis- 

tent. Grâce à la colchicine, il double le stock cluamsomiqile de ces clones 

mutants e t  régénèxe des plantes diploïdes résistantes à l a  toxine. 

US protoplaçtes, de par leur absence de paroi, ont l a  

~ o s s i b i l i t é  de fusionner. BINDING en 1966 (39) observe les  premières fusions chez 



&,s protoplastes de musse. Il était dès !.ors prévisible que l e  cmtrôle 

de ce phénomène p n r e t t r a i t  l'obtention d'hybrides smatiqies in tersgc i f i -  

quzs en cas d'ir.conrpatibilité sexuelle. k s  premières fusions intra e t  inter 

spécifiques ont é t é  réalisées en 1970 Far POWER (40) e t  KELI1;ER ( 4 ) ,  puis en 

1971 par POTRYKUS (42) . 
ïes fusions spontzmées sont visibles lors de la dégrada- 

tion enzymatique des parois cellulaires ; de te l les  fusions peuvent é g a l a n t  

se pnxluire par simple accolaent de 2 cellules en pré-division (VASIL, 

1976 (33) ) .  Les fréquences de ces fusions spontanées varient suivant l e s  

espèces de I à 5 % (WWER, 1972 (43) ). 

Depis longtemps, on cherche à augrrenter la fréquence 

de ces fusions. En 1973, KELLER e t  MELCHEFS (44) décrivent une technique 

basée sur l'addition d'ions ca2+. En 1974, XPD (45) et  W4iLXI-J (46) préco- 

nisent l'emploi d'ions ca2+ conjointement au plyéthylène- glyool (PEG) 

qui promque l'agglutination cks protoplastes. Des observations similaires 

sont décrites en 1978 par NAGATA (47) avec du plyvinyl-alcool. Le PEG 

reste l e  produit le plus cour-t uti l isé,  il induit des fusions à des 

fréquences très élevées. 

IR mode d'action des aqents fusionnan* s 'explique de 

l a  b i è r e  suivante : l a  charge de surface des protoplastes varie de - 25 

à - 35 mV, el le  tmbe à O mV lors d'addition de ca2+ ( N P W A ,  1978 (48) ) .  

Cette brusque variation provoque l'agglutination des protoplastes : cette 

dernière e s t  plus W r t a n t e  en présence de PEG. 



F I m  No 2 : Quelques situations cellulaires rssultant du 

développement dlun hGtémoaryon in vitro IV @ / 

- noir-- noyau 
- blanc = organite cytoplasmiq.ue 

(d' après CHUPEAU, 197 e(49) ) 



mus l es  produits de 2usion (FI- II) ne sont pas 

Serrslables, on obtient des cellules pârentales, cybrides 

ou hybrides (CHUPEAU, 1978 (50) ) . Sans plus attendre, certaines é w p s  

ont mis à profi t  ces techniques pour étendre l e s  hybridations soniatips 

à des couples trSs él~igr%s sur le plan taxondque. Deux résultats  specta- 

culaires ont é té  a ins i  o b t e m  ; le premier e s t  un bybri.de entre e u x  solana- 

cees, la tcmate e t  l a  p m ~  de terre (MXCHERS, 1978 (51) ) ; le d e u x i u x i ~  

entre deux crucifères Arabido~sis thaliana e t  Brassica c-stris (GLEBA, 

1978 (52) ) . Dans le premier cas, les exarruï.ns cytologiques ont mtré que 

le nombre chmms&que ne &mespond pas à la s t r i c t e  addition des géncms 

parentaux, il y a donc certainemnt s t é r i l i t é  p u r  cette nouvelle plante. 

Dans le deuxième exerple, l'analyse des cals révèle leur  nature hybride, 

mais la régénération donne des plantules anomales capables de f leur i r ,  mais, 

s tér i les .  

La fusion de &ux cellules végétales p e m t  l e  &lance 

de deux cytophsr t~s  ; c 'es t  ainsi qu'une équipe française (XLLIF-RD e t  

PELLETIER, 1978 (53) ) m e t  en évidence l 'hérédité cytoplasmLque. Elle u t i l i se  

deux variétés de tabac dont la f o m  des feuil les,  caractère à hérédité 

rendelienne sous contrôle d'un gène nucléaire, varie. C e s  variétés se  dif-  

férencient aussi grâce à un caractère transmis par l e  cytoplasrre de la  plante 

u t i l i sée  ccar;rrie fertelle. Ce caxactère, s ' i l  s t e x p r ~ ,  pmvcque une s t é r i l i t é  

file s 'acccanpacir_&t d'une mrphologie florale mormale. Ces deux maqu~urs 

génétiques ont permis de distinguer diverses catégories Ze plantes réqénérées 

à piir t ir  de protoplastes fusionnés issus des deux variétés. De 70 à 93 8 ces 

plantes étaient de .l'un ou l t â u t r e  t y p  parental, 6 % de la ~ppulat ion pré- 



senta i t  une mrphologie fol ia i re  Fntem5diaire avec un rsmbre double :k 

C~KHTQSOIES caractéristique de l'hybride sexuel : ce  SOI^^ les hybrides 

somatiques. h f i n ,  8 à 24 % des plantes possédaient des feuil les de l 'un 

ou l 'aut re  parental, mais l e u  fleurs étaient  s o i t  caractEristique 

de l 'aut re  parent, s o i t  d'un type intermédiaire. Ce ces résultats ,  nous 

ne retiendrons que les observations suivantes : 

- La fusion de protoplastes p e m t  l'obtention de 

nouuelles plantes possédant l es  caractéristiques nucléaires de 1 'un des 

dew parents avec les caractéristiques cyteplasmigues de l 'aut re  ; 

- Dans le cas des plantes possédant des fleurs d'un 

type intem&diaile, h nouveau phénotyp f lo ra l  est stable et se tranmt 

par voie matexnelle. Ces plantes possèdent un cltoplame hybride, œ sont 

iaes *rides. 

La transformation génétique d'une cellule végétale 

par inmrporation de prticuies ou d'oryanisms étrangers (tels q~ : 

virus  , lewre, bactérie, IINA ou INA exogène) se rapporte très exactment 

Zi notre travail, nous l'étudierons en déta i l  dans l a  par t ie  suivante. 

1.3 - TRANSFOWATION VEGFTALE PFR INCOFPORATION 

La transformation du g é n m  d'une plante par du matériel 

génétique étranger a é té  tentéepar en 1965 (54) sur des cellules 

isolées. Depuis, nous dispsons des protoplastes qui présentent dès leur iso- 

leirent une grande activi té m5tabolique pur synthétiser "de nova" une nouvel- 

le parni. Cela se  traduit  par une augmntation des relations entre le milieu 



intra e t  extra-cellulaire, l a  mwibrane cytoplasmiqche est donc le siège de 

nombreux échanges (perméabilité e t  endocmse) (CKK lXG,  1976 (55) ) . 
L'absence dz paroi, l a  fragil i té de la  rmbrane cytoplasmique e t  1' intense 

activité rn5tabolique permettent d'envisager sans trap de difficultés l a  

pénétration de particules étrangères dans ces cellules. 

WïLLïSON, en 1971 (56), mntre que des protoplastes de 

taMte sont capables d'inclure pi\r endo-se des bi l les  de latex de 0,l 

de diamètre (FIGW 3) . Cette enàoqmse, qui peut être suivie en r r i c rosq ie  

électronique, aboutit à la formation d'une vésicule m r a n a i r e  contenant la 

- bi l le  de latex 

1 : phase d' ad5orption 
distorsion de l a  rrilrrbrane 

u- tension de surface 

2 : Déformation ini t ia le  de l a  &me 
augmntation de l a  surface de contact 
énexgie d'origine cellulaire : l a  sphère e s t  p r e s p  
englabée 3u 3 : Phase rapide de vésiculisation 
l a  particule es t  englobée par l a  mbrane  

4 : Fin de vésiculisation 

cl 5 : Vésicule à l ' é t a t  l ibre  dans l e  cytoplasnie 

FIGURE 3 : Endcxytose d'une sphère de latex par un protoplaste de tmate 
d ' q r è s  WiUISCN, 1971 (56) 



En 1969, COCKING e t  PûJNAR (57) décrivent un syçtèrre 

analogue lors de l ' infection & protoplastes végétaux par @s virus : les 

capsides protéiques de ces virus serrblent être entourées d'une vésicule 

d'endocytose. RI 1975, TAKEBE (58) étudiant l'inoculation des protoplastes 

de tabac par l e  virus TMV n'observe pas de vésicule d'endocytose, par contre 

ces virus s'intègrent et se répliquent en ut i l isant  l e  protoplaste corne 

cellule hôte ; il existe donc plusieurs systèmes de @nétration, seule l'en- 

docytose es t  véritablement cmmne. 

S i  les inclusions de particules de mins de 0.5 p 
-lent faibkmnt réalisables, il n'en va pas de rrême p u r  les  plus in- 

portantes. DAVEY et  CCCKING, en 1972 (59), réalisent la capture, p r  des 

protoplastes de pois, de bactéries du genre Rhizobium, le mScanism est  

très proche de l'endocytose, mis il est nécessaire de pratiquer une légère 

p lamlyse  du pmtoplaste par un traiternent au PEG (Polyéthiylène G'lYcol). 

Le PEG favorise l'adhésion entre les  microorganismes e t  les  protoplclstes, 

il. induit une légère p lamlyse  provoquant des dépressions sur l a  m b r w e  

cytoplasmique dans lesquelles sont piégés l e s  microorganims (DAVEY, 

1975 (60) ) .  En fin de compte, les  bactéries sont incluses dans des vési- 

cules de p lamlyse  for t  semhiable aux vésicules d ' endocytose. 

De  bonnes photographies, en rricroscopie optique, c3e 

captures de chloroplastes e t  de noyaux Far des protoplastes de Petunia, 

de Nicotiana e t  de Zea mays sont obtenues en 1973 par POTRYRJ.5 e t  HO??F?.'Aq (61) 

Yalheureuser~ent, leur technique de pénétration e s t  trop drastiqce e t  la  

survie des cellules ne dépasse pas 18 heures. 



KUNG en 1975 (62) i sole  des chloroplastes de Nicotiana 

suav-lens e t  les incube avec &es protoplastes isolés à par t i r  de feuil les 

albinos p chloroplastes sans chlmo?hylle) de Nicotiana t&acm,, il travaille 

. en présence de Poly-GGrnit"rine (PM : action similaire au PEG). Après régé- 

nération 6e plantes entières, il analyse par électrophorèse le Dm, e t  il 

retrowe dans l e s  ~ l a n t e s  hybri6es l a  trace des ENA chloroy?lastiqcss des 

deux espècès , ce t te  expérience n' a jamais pu être répétée. 

En 1975, DAVEY (60) mn t r e  que des protoplastes véqétaux 

sont capables, après t r a i t w t  au PEG, d'inclure des cellules c q l è t e s  cl@ 

levure, d'algce bleue ou verte. En 1976 (63) , il c a p l è t e  son étude par &as 

inmrporations de chloroplastes, il suit son travail en r n i c r o s c ~ i e  électro- 

. nique et r e m q u e  que seuls les chloroplastes endararagés sont inclus 2ans des 

vésicuies de p l a m l y s e  ; par contre, les chloroplastes entiers  fusionnent 

avec les protoplastes. D a n s  ce dernier cas, le stroma du chloroplaste se 

trouve à l ' é t a t  diffus dans l e  cytoplasme de la c e l l d e  hôte. 

Toutes ces expériences C!énr>ntrent qu ' i l  e s t  possible de 

w é n é r e r  une plante hybride après penétration (ou capture) d'organites 

ou de micm-organisnes étrangers dans des protoplastes. C ' e s t  le grmd avan- 

tage du systère végétal qui p u t ,  à pa r t i r  d'une cellule isolée, régé~érer 

w-e plante entière. Il e s t  donc mintenant envisageable de transfomer l e  

g é m  d'une plante. Ws ce genre de manipulations, il reste à étudier l e  

devenir e t  surtout l'expression génétique Ge ces organites capturés F r  l a  

cellule lors de ses divisions pour régénérer une plante entière e t  lors de 

la reproduction sexcelle de cet te  plante. 



Les e@rimen+ations actuelles s'orientent essentiellemnt 

sur 15s relations existantes entre des algues bleues ou &s bactéries £ira- 

tr ices d'azote avec leurs cellules hôtes après pénétration. Ces travaux 

étudient les  relations "~dosyrrhiotiques" existantes entre deux cellules 

interdépendantes (COCKING, 1973 (64) ) 

A ce jour, les  recherches les  plus intémssantes sont 

celles de GILES qui, en 1978, (65), essaie d ' incorprer dans des protoplas- 

tes de Zea mays des Azotobacter vinelandii (bactéries fixatrices libres 

d'azote) : malheureusemnt au bout de quelques heures de culture, les pro- 

toplastes meurent. Pour continuer ces e@riences, il abandonne les pmto- 

plastes e t  u t i l i se  l'endospeme du KAS qui après fécondation ressemble à 

un sFqJtim pssédant @s noyaux libres ; il injecte  des bactéries 

l e  sync~ th im q'il retrouve incluses dans les  cellules lors  du dévelcp 

penrnt ultérieur de l'wdospenne. Il cultive "in vitro'' ce t issu e t  cbtient 

des cals qu ' i l  transplante sur des milieux dépourvus de source azotge. Il 

soumt ces cals au t e s t  de la réduction d'acétylène Cle test de réduction de 

l'acétylène es t  courament ut i l isé  !'in vitro" pour met t re  en évidence l'ac- 

t iv i t é  nitrogénasique ; BüRRïS, 1965 (66) ) ils produisent de l'éthylène 

mais l a  quantité décroit pour devenir proche de zéro au b u t  de 21 jo- 

si les  cals sont obtenus à part i r  de l ' e n d o s ~  seul. S i  les  cals sont 

i s su s  de l'endospenne e t  de l'embryon, les  tests restent p s i t i f s  pendant 

. plus de six semaines e t  l'embryon peut développer une plantule de 15-20 en - 

à partir d'un milieu dépourvu de b u t e  source d'azote. C'est l a  p m i è r e  

expérience "En&spbiotique" réussie. 



Pour introduire un gène étranger dans une cellule 

végétale, on peut se servir d'un vecteur. Les virus vGgétaux, de pir leur 

pwoir infectieux, semblent p u t i c ~ l i è r ~ t  appropriés. 

' 

équipe anglaise (fiomit e t  m, 1977 (67) t 1978 (68) ) 

u t i l i se  l e  vinrs de la msâïclue du chou-fleur (virus à double brir de Dm) 

pnu introduire le DWA étranger dans des cellules vegétales isolées de navet. 

Dm de ce virus peut être isolé et fractionnie en plasmides avant d'Étre 

inséré dans l a  bactérie Escherichia coli. La mléculede D a e s t  alors anpli- 

fiée, c'est-à-dire reproduite un grand d r e  de fois, tout en c o n s m - t  

son pmir infectieux vis-à-vis du chou-fleur et d'un grand ncmbre de p h - ~ t e s  

voisines. On cherche actuellemnt l e s  ps i t ions  les  plus intéressantes p u r  ,. 

introduire sur ce. DIA v i ra l  des gènes étrangers qui, après amplification, 

sorit capables d'infecter des protoplastes de navet. Ce DNA nodifié gnè t re  

sansdifficult6dans l a  cellule hôte, mis l'intégraticn et l'expression n'orit 

pas encore été réalisées. 

D'autres essais avec des virus végétaux à simple brin 

de EG(SAMER e t  a l l  . , 1977 (6 9) ) ou avec des bactériophages (ICLEIXEFS et 

BMKI, 1977 (70) ) sont p u r  l ' instant à considerer avec septicime, i l s  

pe~nettent seulment de nieux mrprerxke l e s  mécanismes d'infection e t  de 

pénétration de DNA exogène dans une cellule végétale isolée. 

1 . 3 . 3  - Modiiicaüon _ _ _ _  _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  du gZnonie _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ - - - b - - - - - -  d'une cdXu&e v E a é X d k  p ~ t  _ _  
du DNA bactéGen : ---------------- 

les p r d e r s  essais de pénétration de DNA bactérien dans 

des cellules végétales renontent a 1972 (LnXUX (71) ) Il faut attendre 



1974 (LECOüX (72) ) pour envisager des manipulations génétiques par ce 

procédé. LüFQUIN e t  ii(YlYA en 1975 (73) font une étude critiqus de ces 

premiers essais e t  soulèvent les  principales difficultés inhérentes à 

. ce genre de nanipulations. Les travaux de KI;EIM.IOE'S en 1975 (74) sont 

plus précis : p u r  ce t  auteur, las contaminations bactÉria,vir_es, dues à 

l a  non s t é r i l i t é  des essais sont respnsables de ce qui p u r r a i t  Etre 

considéré qmxe une intégration. Aprss les  controverses de ces premières 

@riences, tous les  essais d'intégrationde i ~ ~ m g è n e  ont été pratiqués 

stérilement sur des protoplastes végétaux. On suppse que l'absence de 

paroi des protoplastes fac i l i te  la pénétration du DNA bactérien ; grzce à 

cette capture plus rapide, on peut espérer que ce DNA d'un haut poids 

moléculaire à mins de chan& d'être dégradé. . 

OEIYZ$1F. en 1972 (75) étudie la pénétration de DNA 

d' Escherichia m l i  m q u é  radioactive,~.ent au 14c  dann des prctcplastes 

d'&mi visnaga; il mntre que 2 % de ce DNA pénètre dars l a  cellule. Il 

met égalernent en évidence l e  rôle favorable du DEAE-dextran, de la p l y - G  

lysine e t  de la ply-L-cornime dans 1 ' accrochage e t  la pénétration du 

DNA bactérien. JXs travaux identiques (EDFEMAN e t  HESS, 1973 (76) - K>FF?IAN, 

1973 (77) ) effectués sur des protoplastes àe Petunia mntrentque seul 20 % 

de ce DNA pénétré se retrouve dans l a  fraction acido-précipitable des pro- 

toplastes : l a  dégradation intra cellulaire est dcnc très uriIprtante e t  il 

n'est pas évident que ces mlécules fortment dégradées puissent être aLdli- 

sées lors d'une intégration ultérieure dans l e  g é m  de la cellule hôte. 

Néanmins ces études ne permettent pas de distinguer l e  DNA pénétré du DNA 

incorporé. 



En 1973, XOLL (78) w- l'ac t iv i t é  deoxyribo~ucléasique 

des tissils et 2es protoplastes : e l l e  e s t  fâible chsz l es  pmtopliistss 

e t  augmente à partir du mmt OC ces cellules entrent en division, à 

ce stade l ' ac t iv i té  enzpatique des t issus végétaux est identique. 

Apparment, il est &nc impssible d 'u t i l i se r  des prctoplastes p u i s p  

l e  DNA exogène e s t  dégradé par les nucléases cellulaires. GRESSEOET 

(1974, (79) ) pense m e  que cet te  restr ict ion cel lu la i re  ag i t  corn un. 

"imnunosystème" à l'encontre de tout  iratériel génétique étranger. C e t t e  

hypthèse confime l'expérience de CAiWDN (1973 (80) ) qui réussi t  la 

première transformation chez un végétal smrieur ; en partant de proto- 

plaste de tabac qu ' i l  infecte avec du DNA i ssu  d'une autre espèce de tabac, 

il obtient des cellules vivantes qui, après plusieurs d i ~ s i o L s ,  gardent 

' leur spécificité, " l ' ~ s y s t è m e "  décri t  par GRESSHOFF ne fonctionnant 

pas ici  puisque le DNA exogène n 'es t  pas à proprement parlé étranger. 

S i  le DNA l i ~ é a i r e  du chrarioscnne bactérie! e s t  en grmde 

part ie dét rui t  par les nucléases végétales, on p u t  envisager q u ' i l  n'en 

sera paç de m5.m p u r  les plamides bactériens dont l e  DNA se présente 

souvent sous foniae circulaire. S i  1 'on arrive a localiser  e t  à f ixer le 

gène "nif" (oranplexe génétique respnsable de la fixation de l 'azote) sur  

un plasmize de Rhizcbium ou d'une autre bactérie, on p u t  envisager son 

passage direct ,  ou après hybridation avec un vecteur, dans des cellules 

végétales isolées (SHNQEGAN e t  VALENI'ïlE, 1975 (81) ) . Bien évidament, 

il restera à déteminer si ce plasmide s ' intègre e f f e c t i v m t  clans l e  

géncms de ces cellules e t  s ' il est capable de s 'exprirrer ultérie-t 

dans une plante régénérée. 



Came rouç venons de l e  voir, 1 ' intrcduction de g è w s  

étrangers dans une cellule véqétale constitue un objectif rlrrhitieux. M s  

chercheurs ( MERRICK et col l .  (82) ) ont  construit un plasmide bactérien 

mntenant les 17 gènes "nif" connus de la bactérie f ixatr ice d'azote 

Ylebsiella ?nermioniae e t  ils 1' ont transféré dans Escherichia co l i  qui 

devient dès lors  capable de fixer l 'azote amsphérique. D'autres équipes 

( t r a ~ u x  r app r t é s  en 1981 par B N U  (83) ) ont fusionné les  plasmides d'un 

Escherichia ao l i  avec celui d'une levure pour f o m r  un plasmide hybride 

unique (FI- 4 ) .  Celui-ci est reconnu par l e s  cellules 6e levures puis 

integré au sein du DNA chrarrosdgue. 

FIGURE TT0 4 : Trans?ormation d'une levure par  incorpora t ion  

du gène %iftt (d1apres W~ERIJL (83)) 



D m  une seconde étapP, l es  gères que l 'on désire intrc- 

duire dans la levure sont isolés du chrmscane de IUelssiella (17 gènes "ni£") 

et introduits dans un plasmide dtEscherichia co l i  ouvert de manière à f o m r  

un second plasmi&e hy5ride. Puisqu'un des cziram-s de la levure renfenne 

déjà l e  ~1.a bactérien, elle reconnait le deuxièrne plasmide hfiri6e @ 

peut ê t r e  intégré sans damnage dans la cellule hote. ~faiheureuseme?t, les 

levures pssédant ces gènes "ni£" sont incapables de l e s  expmr : e l l e s  

ne fixent pas l 'azote atmsphérique. Cette incapacité i l l u s t r e  l a  carrq?le- 

xi té  des m5thod.e~ de génie qénétiçrue quand il s ' ag i t  d'introduire des 

fonctions biologiques associées à plusieurs gènes. Le DNA transféré d o i t  

d'abord être transcrit correctement en messager par la levure e t  les 

17 protéines contrôlées par les gènes "ni£" doivent ensuite fonctionner 

toutes ensembles dans le cytoplasre étranger quc constitue la levure. 

De &reuses inhibitions s ' oppsent à de tels foncticnne.mts simultanés 

L'introduction de DNAétranger dans des cellules w6- 

tales isolées purrait aussi s 'effectuer en u t i l i san t  l es  capacités natu- 

rel les d'infection d'une bactérie carme Agrobacterim tumefaciens. Cette 

bactérie possède un plasmide qui provoque, chez l a  plupart des dicotylédones, 

des turr~eurs connues sous le n m  de " m m - g a l l "  . Cette infection induit 

chez les plantes infectées la synthèse de corrpsés azotés (opines). Ce 

m5can.m d'infection a été appelé "colonisation génétique" : une section 

de plasmide ( le  DNAde t ransfert)  s'associe au DiQ c h m s o m i p  le 

noyau & l a  cellule véqétale. Ce plasmide peut servir  Cie vecteur pur i ~ t r o -  

dui-k du DNA étranger dans une cellule végétale (FI- 5, d'après 

BRn;L (83) ) . 
Le plasmide doit  être cou@ au niveau d'un site (lu 

DNA de transfert  pour qu'on puisse y introduire le cène étranqer . Le Ci.~i 

de transfert  se rmiltiplie au fur e t  à mesure que l e s  cellules turrcrales 

"crown-gall" se divisent ; les cellules tmrales qui croissent au sein E!e 

l a  culture pssèdent donc toujoursle DM& transfert. ï k ~ s  les p l p c q  

cas où on a pu régénérer une plante 3 partir des a?-lctles t~mrales alti- 

vées, le Dm de t ransfer t  est toujours existant  dans les chromsc?ms dc lc. 
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FIGURE No 5 : Introduction hypothétique de DNA étranger p a r  

1 ' intermédiaire du plasmide dm Agrobac teriun tumef a c i s  

( d'après w . B R I L L ( ' ~ ~ ) )  

plante. De plus, le gène prté parle @JA de transfert qui code pur l1er=- 

zyme opine-synthétase est transmis aux plantes filles. Il est donc pssible 

d'envisager que des gènes étrangers, présents dansle DW6e transfert, puis- 

sent aussi être transmis aux descendants de la plante. Par ce proézé, nous 

pouvons envisaqer l'obtention d'une plante supérieure possédant les g h e s  



1 1 - BUT DE NOTRE TRAVAIL 

Notre travail  consiste en des essais d'incorpration 

de DNA de Phizobium nel i lot i  dans des protoplastes végétaux ; nous étudierons 

l e  devenir de ce Dm, dans le cytoplasme, puis dans les  noyaux de ces cellules 

isolées. 

Préalablement, nous avons tenté de rrettre au point une 

technique de préparation de protoplastes de l é m e u s e  à partir de feuilles 

de haricot, il nous a été  mlheureusmmt irrq-ssible de miintenir ces proto- 

plastes en vie Dassés les premières divisions, n i  à fortiori ,  de réaliser 

une régénération. LRS difficultés remontrées nous ont fait choisir c0rm.e 

nrxlèle ex~érimmtal l e s  protoplastes de tabac obtenus par m e  technique 

parfaitenent connue, nous permettant &ne de régénérer une plante entière. 

C 

L'incorpration de EJA exogène dans une cellule véqétale 

ne peut être suivie que par des marquages radioactifs, cela nous a pelmis 

d'étudier e t  de surmonter les  difficultés suivantes : 

- Obtention en grande quantité de ENA purifié de - Rhizo- 

bium rwliloti  ; 

- Marquage radioactif satisfaisant de ce DNZl bactérien ; 

- Mise au pint d'une technique spécifique de pénétration 

de ce DNA dans &s protoplastes de tabac ; 

- S t e b t i o n  de l a  quantité e t  2e l ' é t a t  du DNA $netré 

dans l e  cytoplasm, puis dans le noyau de l a  cellule hôte ; 

- Détmmination d'une méthode fiable, r 5 ~ G t i . t i v e  e t  p-ê-  

sematrice, mus pennettant d'obtenir des noyaux isolés de protoplastes 2e 

tabac. 



PREMI  RE PARTIE : 

M A T E R I E L  E T  T E C . H N I Q U E S  



MATER 1 EL ET TECHN 1 QUES 

Nous uti l isons des souches de Rhizobium meliloti con- 

servées à l ' é t a t  congelé en milieu glycérolé. Après décongélation, e l l e s  

sont cultivées sur un milieu "Rhizobium amplet" (RC) glucosé (D- et 

DELEP-, 1971 (84) ) (TABLEAU IL) 

1.2 - MrnRIEL v E r n A L  

1 . 2 . 1  - Le &bac : -------- 
pour cl7dcune ze nos e r h e n t a t i o n s ,  l'obtention de 

protoplastes se f a i t  à partir de ~ l a n t e s  cultivées en serre ou en ole in  

dLanp . mus utilisons du tabac "Nico t im  tabacw, cv <t?ismnsin 38" dont 

nous prélevons les  feui l les  non mt!?l6&nnaires agées au minin-um d'un mis. 

Les phases essentielles de l'içolenent des protoplastes 

sont l es  suivantes (CHUPEAU e t  coll.  1970 (85) ) .  

- p l a m l y s e  e t  hydrolyse enzyrmtique des t i ssus  végétaux ; 

- élimination de l a  solution enzyrmtique ; 

- libération des protoplastes dans une solution de lavage ; 

- lavage des protoplastes ; 

- mise en culture des protoplastes. 



TABLEAU NO 1; : Souches de Rhizo5.;_im meliloti utilisées 

laboratoire 

labcrratoire 

laboratoire 

labaratoire . 

laboratorce 

labaratoire 

labarabire 

laboratoire 

M1l 

M6"3 

M9m5 

201% Str 

2011 i 12 

2011 i 15 

2011 i 16 

2011 i 17 

adénine ou guanine deperdante 

ad énine déperdante 

adénine déperdante 

adénine e t  lactose déperdante 

adénine e t  lactose déperdante 

adénine et  lactose dépendante 

adénine e t  lactose déperidante 



1.2.2.1 - Préparation dl1 matér ie l  : ....................... 
Les feuilles de tabac choisies subissent d'abord une 

stérilisation chimique par immersion dans une solution d'éthaiiol à 70' 

pendant 30 secondes, suivie d'un bain dans une solution d'hyychlorite 

de calcium à 50 g/l pndant 5 minutes. Pour teminer, nous effectuons 

3 lavages successifs à l'eau dis t i l lée  s té r i le  de 5 minutes chacun, néces- 

saires à l'élimination des réactifs. Après cet te  oerat ion,  on enlève asep- 

tiquement avec des pinces, l'épiderme inférieur des feuilles. 

1.2.2.2 - Hydrolyse des parois  pecto-cellulosiques: ....................................... 
On dispose dans une boîte de Petri  en verre de 90 mm 

de diamètre contenant 10 ml de solution enzymatique hypertonique, les  

feuilles pelées, la face inférieure contre l e  liquide. Le &large enzyxa- 

tique coqosé de rnacerozyme R 10 à 0,02 % (ONOZUKA a l1  japan Biochemicals 

Co. Ltd), de cellulase F. 10 à 0 , l  % ( M e  référence) e t  de driselase à 

0,05 % (FLUI(A CO. Ltd, ) ,  e s t  dilué dans une solution hprtonique 

de d t o l  à 8 % (0,45 M) additionnée des é l h t s  suivants : 



Calcium panthotenate ................ 1 w/1 
Bio tke  ............................. 0,01 mgil 

Nj-ac-. ............................ 1 mg/l 

Widoxine .......................... 1 mg/l 

e............................ 1 mg/l 

..... Acide naphtalène acétique (ANA) 3 -J/I 

.................... 6, Benzyladenine 1 ~ / l  

4 ............................ Mannitol 8.10 mg/l 

Ce milieu ( a p l é  pi l ieu  To) est ajusté à pH 5 , 5  

avant autoclavage (85). La stérilisatior! de la solution enzymatique est 

effectuée par passage sur f i l t r e s  ;lillipore de 0,22 La macération enzy- Y* 
matique dure de 14 à 16 heures à une température de 22O C et sous un éclai- 

rage fa ible  (environ 2 CC0 Lux) . 

1.2.2.3 - Récupération e t  c u l t u r e  des p ro top las tes  : ........................................ 
Après mcération, l es  bites de Pétri  sont agitées douce- 

nient à la  min pendant 5 minutes, ce qui favorise l a  séparation des proto- 

plastes. Le contenu est alors centrifuqg stéril-t trois fois cinq minutes 

à une accélération légèrement inférieure à lCO6g. Les culots contenant l es  - 
probplastes sont repr is  à chaque fois dans du milieu de culture "Ton 



-. e r è s  'h t ro is  iène centrifugaticn , 

le culot de protoplastes est revis en suçpension dans 10 m l  

milieu "Toc" ( m i  l i e u  'TO* additiomé de 20 g/l de saccharose) * La con - 
5 5 centration en protoplastes estaïcrs de 4.10 à 5.1'3 par  ml.Four une 

bonne mise en culture, ce t te  suspnsion est ensuite diluée dans du milieu 

"Toc" afin de réal iser  des cultures en boîte de Pétr i  de 90 m de diamètre 

4 contenant 6.10 protoplastes par m l .  Les cultures sont placées pendant 

48 heures à l 'obscurité à Une température de 25O C, et  ensuite laissées 

définitivement sous un éclairage a r t i f i c i e l  de 3 000 Lux, avec une photo- 

période de 16 heures de jour. 

IT' - TECHI\IIQUES 

2.1 - TECHNIQUES D ' OBSEoVATIO?JS ClTOIXX;IQUES 

Pour les protoplastes entiers, l es  observations sont 

effectuées sans coloration sur une goutte de suspension entre lame e t  

lamelle. 

k s  myaux sont observés en microscopie o p t i ~ e  anrès 

coloration au carmin acétique (4 % de carmin dans une solution à 45 % 

d'acide acétique) . 
2.7 .2 - E.Kctroncopie -------- ------------ Etec&olzique -- : 

Le culot de pro tq las tes  e s t  r é c e r é  par centrifugation 

lente (inférieure à 100gg) puis il subit  quatre opérations : fixation, - 
inclusion, confection e t  contraste des coupes. 



. Fixation : ks  protoplastes çont fixés à 4' C dans 

une solution de glutarald6hyde à 3 % dans un tampr. phosphate (tarrox>n de 

Soërensen) 0 , l  Y à pH 7,2. Après une heure de fixation, on effectue une 

centrifugation à 2 003xg pndant  cinq minutes. Le cuiot de protoplastes - 
obtenu est alors remis en suspension dans un liquide de lavage constitué 

du tampn phosphate additionné de sucrose 0,33 M. Cn pratique t ro i s  lava- 

ges successifs, de dix minutes chacun, avec des ~ e ~ t r i f u g a t i o n s  intenné- 

diaires de cinq minutes à 2 W x g .  Pour f ac i l i t e r  les manipulations des - 
pmtoplastes durant les opérations suivantes, le culot obtenu après le 

dernier lavage est mélangé à 1 ml de sérum albumine à 15 % dont l a  coagu- 

lation est provoquée par une goutte de glutaraldéhyde c m r c i a l  à 25 %. 

Ce cuiot est alors ps t - f ixé  à l a  texp?érature d i a n t e  par une solution 

detetroxyde d'osmium à 1 % dans le t impn de Çoërensen 0.1 M à pH 7,2. 

Inclusion : Après déshydratation ëans des bains d'acétone 

à 50, 70, 90 e t  100 %, le culot e s t  placé pendant 1 H 30 à température am- 

biante dans un mélange à volume éqal d'acétone pure e t  d'araldite. Cette 

opération est suivie d'un bain dans de L'araldite pure pendant t ro i s  heures 

à 37' C. Le cuiot  est alors découpé en petits fragrents qui sont de noweau 

inclus dans de 1' araldite. La plymérisation s 'effectue à 60' C pendant 

une nuit. 

Confection des coupes : Les coupes çont effectuées avec 

un ultramicrotame P O m R  BLUPn &pie de couteaux de verre, e t  récupérées 

sur des t r e i l l e s  en cuivre. 

Contraste des c o w s  : Les coups sont contrastées par 

l a  méthode de "double coloration" par flottage des grilles sur  l es  solutioils 

suivantes : 



. Pcétate d' uranyle a saturation dans l 'alcool absolu 

(Pbrdenseen) -t; deux minutes. 

. Puis dans du ci t ra te  de plomb (colorant) selon 

REYIJOLDS (1953 (86) ) pendant huit minutes. 

Les observations sont effectuEes à l 'aide d'un mi -  

croscoF Hitachi (Hull E.S .F. 75 K volts) sous une tension de 75 K Volts. 

Les comptages =nt effectués au myen de celluies à 

numération globulaire (Nageotte simple, Preciss). Pour chaque l o t  de proto- 

plastes, 4 à 10 captages sont effectués sur des échantillons de lm P. 

2.2 - MISE EN EXDENCE DE LA VITALTE3 DES PFOIDPIASES 

Après deux semaines de culture, les  protoplastes réggnè- 

rent des cellules amplètes pouvant entrer en division. On transfère alors 

ces cellules sur un milieu "TOC" gélosé à 6 O/,, p r é a l a b l a n t  répxti 

dans des boîtes de Petri. Dès que des cals apparaissent, ils sont transférés 

dans des tubes de 22 x 160 mm contenant du milieu gélosé à 7 O/,, de 

MüRASHIGE e t  SKCCG (21) mdif ié  de l a  façon suivante (RADOSEVICH, 1978 (87) ) : 

l e  glucose est remplacé par du saccharose, l 'extrai t  de caséine est supprimé, 

l a  kinétine e t  1' acide naph ta1 ~neacé  ti que@$ sont a joutés aux concentrations 

r e s ~ c t i v e s  de 5 . 1 0 ~ ~  Pl e t  1 f5  M. 

2.3 - 1%- DES FRACTIONS CETLULAIFES CHEZ LFS PKYT3PLT~92 

2.3 .7  - TboLernenX d a  noyaux : ---------------- --- 

LRS divers paramètres qui interviennent au cours de f'iço- 

lement ( c a p s i t i o n  du milieu, concentration en détergent e t  durée du traite- 



ment) sont issus des travaux de ZUILY-EüDIL (1979, (88) ) e t  ont f a i t  

l 'objet  dlEtudes détai l lées p u r  les zdapter à notre matériel ; ils seront 

précisés dans l a  deuxième part ie de ce @mire. Les principales étapes de 

l'isolerrent des noyaux peuvent ê t r e  resumées m m  s u i t  : 

Isolmt des pro to~las tes ,  

. Déplamlyse des protoplastes pendant une durée de 3 r3.11, 

. Lyse des protoplastes au myer. d'un traiterrent détergent 

( e i t o n  X r 

Sédimentation des noyaux par centrifugation à 700 x CJ 

pendant une durée de 4 m i n .  

. Suspension du culot contenant les myaux dans un "milieu 

d' isolesrient" e t  purification de ces noyaux par centrifu- 

gations successives. 

Les  noyaux isolés sont -tés au myen d'une cellule à 

n d r a t i o n  globulaire de Thcimas (Preciss) et  le  rendement est calculé en 

fonction du rmbre de protoplastes initiaux. 

2 . 3 . 2  - Ex&ac&on & puhij icdolz du DNA nuce&&c : ------_--_---- --- .......................... 

C e t t e  technique est ut i l i sée  pour déterminer la densité 

du DN9 nucléaire par r a p r t  au chlorure de cesium, mais aussi p u r  l'analyse 

du DNF! t o t a l  des noyaux, après nos essais de pénétration. Nous avons p u r  

cela adapté l a  méthode décrite par LIEI3I(E e t  HESS en 1977 (89) . 
Ies noyaux isolés sont repris  dans 2,5  ml de taqmn SSC 

(c i t ra te  trisodique 15 mM, N a C l  150 rrP?, pH 7 ) .  Ils sont lysés par 1 ml de 

SDS (sodium dodecyl sulfate) à 10 li W / V  pendant 30 minutes à 55' C. 



Le lysat  contenant le DNP, e s t  déprotéinisé au cours 

d'une agitation d'une durée de 30 minutes à température ambiante'dans deux 

volumes d' un mélange chlorofom/alcool isoamyliv,e (24/1, V/V) . 
ie mélange est centuigugé à 4' C e t  18COxg - pndant 

15 minutes e t  le surnageant est t r a i t é  avec 0,5 m l  d'une solution de 

ribonucléase A ( 2  q-/ml dans une solution de NaC1 0,15 11 pli' 8) pendant 

40 minutes à 37O C. 

Le mélange est à nouveau déwrotéhisé, centrifugé e t  

l'on récupère le surnageant came précédament. LR D N A e s t  précipité car 

addition & deux volumes d'alcool éthylique à - 20' Cl après une heure à 

4' C. le précipitéde D N A e s t  récupéré par centrifugation (10 minutes à 

16 3ûûq  - e t  à 4' C) . L'analyse en chlorure de césium se f a i t  après d i s p r -  

sion du précipité dans 2,5 m i  de SSC 0 , l  (SCC au 1/10e) . . 

2.4 - !KILIEUX DE CULTUI7E: BACTERIENS 

2 .4 .7  - W e u x  tL icha : -------------- 
Les précultures e t  l a  conservation des souches sont 

réalisées sur milieu coqlexe FC de q s i t i o n  suivante (84) : 

5 m4... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  015 g 

M g  S04, 7 H20 ....................... Of2 g 

........... &tra i t  de levure (Difco) 1 g  

q.s.p. 1 litre d'eau d i s t i l l é e  ; pH 7,2 à 7,s 

La source de carbone (glucose) e s t  ajoutée à concentration 

finale de 1 %, la streptomycine(Sigrria) p u r  les  souches résistantes e s t  ajou- 

tée à la dose f inale  de 4COpg/ml, p u r  l a  consenation des souches à - 20' C, 

les cultures sont additionnées de 20 % de glycérol. 



Les cultures en masse 'des bactéries sont effectuées 

sur milieu complexe TY de q s i t i o n  suivante ( BERINGR JE (90) 1. 

............. Bacto tryptone (Difco) 5 .g 

.......... Esrtrait de levure (Difco) 3 g 

q.s.p. 1 litre d'eau d i s t i l l ée  ; pH 7,2 à 7,5 

üne source de c h n e  (glucose) e t  de la streptoq=ine 

(Si-) peuvent ê t r e  ajoutées consrie précédemment. Les milieux sont s t é r i l i s é s  

à l'autoclave 20 .'minutes à 120° C. 

2 . 4 . 2  - WU mr~Cm : -------------- 
ie marquage du DNA -par un précurseur radioactif, ainsi 

que le lavage des cultures bactériennes sont effectués dans le milieu rnini- 

mum décr i t  par XEïN en 1980 (91) e t  nodifié par n o u s - e - .  Il coqorte 

les é l h t s  suivants : 

K2HF04.............................. 0,5 g 

...................... S04, 7 H20 0,2 g 

................ ~ l u t ~ ~ t e  de çodim 2 g 

Glucose............................. 10 g 

q.s.p. 1 litre d'eau d i s t i l l ée  ; pH 7,2 à 7,s 

Ies vitamines thiamine (300 pg/l) e t  biotine (1 q/l) 

sont s tér i l i sées  sur un f i l t r e  Mi l l i p re  de 0 , 2 2 p .  e t  ajoutées après 

autcclavaqe des milieux (30 minutes à lOS0 C) . 

2.5 - MARQJAGE DU Dm BPCI'ERIEN 

Les souches sont cultiv6es dans le milieu minin?um auquel 

on ajoute : 



2- dhx~adenasine ( M e ~ k )  ............ 250 mg/l 

3 Thymidine .6- H (CEP,, ac t iv i té  

.............. spécifique = 26 Ci/nP.3) 1 Ki/1 

Adénine à des doses variables déteminées dans le 

chapitre " Résultat5 " ' 

3 Adénine 6- H (&-ershan , act ivi té  

spécifique = 25 Ci/mM) .............. 1 &/l 

Tous les mquages sont réalisés dans des erlenmyers 

sur 1 l i t r e  de c u l t u e  ; dans tous les cas, l'inoculum de départ est de 

7 l 'ordre de 10 cellules/ml e t  le marqueur est incoqpré pendant 24 heures. 

Les produits radioactifs sont reçus s t é r i l e s  ; tous les  autres corqosés 

ajoutés dans les milieux sont s t é r i l i s é s  par f i l t r a t i on  sur disques s té r i l es  

Millipre de porosité 0,2 p. 

Wus avons enployé cet te  technique, niodifiée par 

FERTIAGUT (98) de la façon suivante : l e s  cellules, après culture sur milieu 

TY . ( D W  non marqué) ou sur milieu minjmum (DNA marqué) sont c e n t r i m é e s  

à 16 300x9 pendant 30 &.dans une centrifugeuse Sorvall JiC-2-réfrigéree à - 
4 O  C ; le culot, rwis en susp=.nsion dmdari. du tampon (NaCl 0,15 M, éth9lène 

acide-dimine-tetca acétique ( m ~ )  O, 1 M PH 8) est lavé par une nouvelle 

centrifugation -ik repris  dans vingt fois  son poids du m5me tampn. Le 



ajoutés pour obtenir des concentrations finales respctives de 0,5 % et 

50pg/ml. La solution e s t  incubée 15 heures à 3 7 O  C. Le lysatvisqueux 

obtenu après addition d'un quart de m l m  de Na O4 C I  5 Xpÿ is  d'un 

volme du dlange chloroforme-alcool isoamylique (24/1 - V/V) e s t  dépro- 

téinisé par agitation dans un erlenmyer, fermé par un bouchon rodé, pen- 

dant 30 min. Après une centrifugation de 5 &.à 1 800~2, trois phases 

sont observées : 

- phase suerieure aqueuse : acides nucléiwes + 
+ fivers 

- phase intermédiaire : protéines dénaturées 

- phase inférieure organique : compsés solubles dans 

le mélange chlorofonre - alcool. 

La Nase aqueuse es t  s o w s e  à une nouvelle déprotéhi- 

sation pendant 20 min, après adjonction d'un volume de chlorofom-alcml 

i s o q l i q u e  , le Dl?A e s t  précipité p-iar addition d'un volune d ' 6thanol (main- 

tenu à - 20' C) à l a  phase aqueuse obtenue ; les fibres de 9 3  réapérées 

autour d'une t ige de verre, sont dissoutes dans un demi volme de tampn 

S s  ( "standart saline citrate", 6é jà décrit précédemment) durant une nuit à 

42' C. Cette solution e s t  s u c c e s s i v ~ t  t ra i tée  à 37O C par l a  ribonucléase 

A (Sigma ; 50 pg/d ; dissoute dans du NaCl 0,15 M pH 5 e t  chauffée 15 min. 

à 100' C au préalable inactivant toute déoxyribonucléase contaminante) 

pendant 60 m i n ,  puis par de l a  porase (50 g / d )  $ u m t  90 min e t  ensuite Y 
par l e  SDS (0,5 %j pendant 15 heures. On déprotéklise d o r s  2 ou 5 fois  par Ie 

mélange chloro forme-alcool iso-amylip ; l e  Tu- es t  précipité par un volme 

d'éthanol (-20' C),  redissout dans du SSC dilué au 1/1@ auquel on ajoute 

1/9 de ml- d'acétate de sodim 3 !1, r n ~  1c3 :1 7 .  &-ès m e  nouve1I.e 



précipitation par O ,54 'volme d ' alcool i s o p r o p y l i p  à t ~ ~ r a c ; r e  amhiante, 

le  EQ est dissous dans le tampon choisi. La scl duon finale est jugée d'une 
1 

pureté satisfaisante si  les  r a p r t s  d ' absorbance A 260 rn /A 280 nn et  

A 260 nm / A  230 (94) sont égaux ou sugr ieurs  à 1,8. 

2 . 6 . 2  - .hié.thode de  K I N  1CHIRO MlURA(95) : ------------------------------- 

Cette méthode ~ m t  1' extraction de DMl sur des culots 

bactériens de 3 à 1Cû grarmes ; e l l e  a é té  légèrement mdi f iée  par noklréme. 

Toutes les valeurs sont données pur 6 grames de cellules. 

ïes cultures effectuées sur des milieux T Y ou minimum 

sont centrifugées à 16 300)ci pendant 10 minutes à 4' C,remises en suspsicm 

dans du tangon (NaCl 0,15 M,EDTA 0,l r.1 pH8) e t l a v é e s m œ  à une nouvelle 

centrifugation. Ie culot est repris dans 10 fo i s  son pi& du IGIE tamgon. 

Pour 6 g r a m ~ s  de cellules, on dissout 12 mg de lysozynie 

(Sigma) dans 6 m i . &  tampon, le mélange cellules-lyçosyne est hmgénéisé 

à 37' C pendant 30 m i n  dans une f io le  à col rodé (en prolonge l e  temps si  

l a  lyse est incomplète) . Cette lyse est complétée par des congélations- 

décongélations successives : le lysat,  placé dans un pot en acier  inoxy- 

dable, est congelé rapidement dans un bain d'azote liquide ; il e s t  décongelé 

jus-' à liquéfaction totale dans un bain m i e  à 60' C. C e t t e  opération 

est répétée t ro i s  fois. 

Après la dernière décongélation, l e  mélange e s t  coqléz-en- 

té par 50 m l  de tampon "Tris SDS" ( tris-hvdroxyméthyl aminométhane 0,l M ; 

SDS 1 & ; NaCl 0 , l  M ; pH 9) pour 6 g r m s  de cellules. Après bmgén6isa- 

tion (avec une baguette de verre) , le lysat  e s t  placé 30 min. à 50" C, si 

l a  lyse est incomplète une nouvelle congélation-décongélation e s t  pratiquée. 



ie mélange après addition d'un voluirie de tampoh nhéno3 

(4CO ml de "Tris SE" dans 1 l i t r e  de phénol liquéfié) e s t  déprotéinisé 

par agitation dans un e r l e m y e r ,  fenné par un bouchon rdé,pendant 20 min 

dam un bain de glace. Après une centrifugation de 15 min à 1800x9, trois 

phases sont observées : 

. phase supérieure aqueuse, 

. phase intermé6iaire, 

. phase inférieure organique. 

La phase aqueuse e s t  récupérée e t  débarrassée des débris 

restants par centrifugation à 16 300x2 de 20 minutes à 4 O  C, l e  DNA du sur- 

nageant es t  précipité par deux volums d'alcool éthylique pur (- 20' C) . Les 
fibresde DNArécupérées autour d'une tige de verre sont redissoutes dans du 

b m p n  SSC dilué au 1/10e (20 à 4 0  ml pur 6 g de cellules) durant une n u i t  

à 45' C. Cette solution est traitée à 37O C par l a  ribonucléase A (30 g/ml ; r 
dissoute dans du PJaC1 0,15 F I  pH 5) pendant 30 minutes. üne nouvelle déprotéini- 

sation dans volurre de W n  phénol e s t  effectuée e t  m m  précédemnent 

le surnageant es t  récupéré aprss œntrifugation.k Dmest précipité par 

deux v o l m s  d'alccol éthylique pur à - 20' C e t  redissout dans Chi SSC 

dilué au 1/1& (20 ml p u r  6 g de cellules) pendant 12 heures à 45 C. La 

solution finale es t  jugée d'une pureté satisfaisante grâce aux r a p r t ç  

d'absorbante, m m  dans l a  6thode de MAPMUR. L'échantillon p u t  être con- 

servé plusieurs mis à 4O C en présence de quelques gouttes de chloroforrr?e. 

2.7 - AN?&YSE DU DNA PAR ULTRACE2JTRIFUGATION 

kms m tube & 16/160 m rmi d'un bouchon à vis antenant 

5 ml de solutionde D m  dans l e  tampn choisi, on dissout du CsC1 par agitation 



répétée du tube, jusqu'à l'obtention d'une "densité" de 1,7 g/ml à 25O Cr 

correspondant à un indice de réfraction % 25' C =  1,398 selon l a  forirnile 

de PTT e t  coll.  (96) : d250 = (10,8601 x nD 250 ') - 13,4974. 

Ces tubes en nitrate de cellulose (Beckman) sont r e q l i s  

jusqu'à 2 à 3 mn du bord ; l a  centrifugation esteffecmée.2 33 000 tours 

par m i n  pendant 48 heures à 25' C, dans l e  rotor Sb7 50.1 (Ultracentrifugeuse 

2.7.2 - CaUecte et a n d p  e d a  gkaclieutts : ---------------- ------- -------- 
IRs gradients à l 'équilibre (sels de césium) sont frac- 

tionnés au nonbre de gouttes e t  à un temps constant grâce à un fractionneur 

de gradients ISCO ( d è l e  185) ; l e  DNA e s t  détecté grâce à 1 ' absorptiomètm 

à 254 ma de ce t  appareil. 

Les courbes d'absorption (en t randt tance)  sont directe- 

mt tracées par un enregisLtur IÇCO ( d è l e  UAS) couplé au fractionnt-ur 

de gradients. 

La radioactivité de chaque échantillon du gradient p u t  

ê t re  cmrptée en présence d'un liquide scinti l lant (5 m l  d' Aqua-Lm, L-) 

Les pénétrations de DNA exogène clans des cellules 

isolées se font par simple contact. On p u t  favoriser ce phénom.ène par addi- 

tion dans le milieu d ' adjuvants tels l a  ply-lilysine (PU) ou la Poly-L- 

or~l t5i l ie  (Pm) . k s  observations peuvent être faites au niveau cellulaire 

ou nucléaire. 

Nouç devrons p u r  ohtenir une méthode fiable déterminer : 



- la toxicité des adjuvants, 

- le  milieu de nénétration, 

- une technique de Ii'esure de la radioactivité, 

- le t q s  de contact idéal e t  le traitement f inal  par 

la déoxyribonucléase. 

2.8.1.1 - Toxici té  des adjuvants : ...................... 

D'après les travaux antérieurs, l a  PU; e t  l a  PLO sont 

employées à des doses cmprises entre 20 et 4 pg/rnl : nous déterminerons 

donc d pur le tabac les doses non toxiques de ces produits. 

ïes protoplastes sont ensewncés à des concentrations 

5 5 
de 10 ou 2.10 /ml en conditions normales de terrq.rature e t  de l d è r e .  k 

milieu de culture est s - r p l h t é  en PLL ou PLO à des doses vari&les, corn- 

prises entre 1 e t  20 pg/ml. 

L'évolution des cultures nous p e m t t a n t  d'étudier 

l'éventuelle toxici té des adjuvants, est suivie pnr'iant 10 jours grâce à 

des comptages effectués sur des cellules de NAGEDITE. Un 

t h i n  blanc, sans adjuvant, est réalisé. 

2.8.1.2 - Milieu de pénétra t ion : ..................... 

Les gnétra t ions  m peuvent pas être pratiquées dans l e  

milieu de culture.Qnutilise une solution de pénétration qui garde me con- 

centration suffisante en rrannitol p u r  mintenir  l 'équilibre o m t i q u e  e t  

s q p l k n t é e  en CaC12 e t  MgS04, élérrents favorisant l a  capture du DNA exog5r.z. 

Milieu de pénétration 

Mannitol............................. 80 g 

q.s .p. 1 litre, pH 5,5 (autoclavé à 105' C piCfmt 30 miri)  . 



Après l e  traitement par la deoxyr ibonlxléase, les  pro- 

toplastes sont rincés soi t  par le milieu de culture "TOC", mit par l a  

solution suivante : 

........................ mANa2 0 , l  !4 = 37,2 g 

q.s.p. 1 l i t r e ,  pH 5,s (autoclavé à 105' C pendant 30 min). 

2.8.1.3 - Mesure de l a  radioact ivi té  : .......................... 
Les échantillons, après pénétration, sont additionnés 

d'un volume d'ATCA à 10 % (acide trichloracétique) e t  laissés en contact 

m d a n t  une heure dans un bain de glace. Tous les protoplastes sont détruits 

e t l e  DNA précipité, Le mélange est f i l t r é  (filtres Whatman (;F/C) , puis rincés 

avec 10 ml d'ATCA 5 %, 10 m l  d'alcool éthylique pur e t  10 m l  d'éther (alcool 

e t  éther sont ut i l isés  p u r  éliminer toute trace de chlorophylle). 

Les filtres sont séchés, l a  radioactivité est  évalu& en 

présence de 9 ml de Lipoluma (liquide scintillant L m c )  . 

2.8.1.4 - Etude de l a  cinétique de contact : ................................ 
D e s  c i n é t i ~ e s  de pénétration cytoplasmique en présence 

de PLL, de mn> e t  sans adjuvant sont effèctuéescome suit : 

- Obtention des protoplastes, avec un dernier rinçage 

effectué dans l e  milieu de pénétration décrit précédaiment. 

- Pour chaque cinétique une dizaine d'échantillons de 
3 

2 ml de milieu de pénétration sont préparés : ils contiennent de 10 à 

6 
2.10 grotoplastes par m l  , de 10 à 20 fig de DNA radioactif de Rhizobium 

meliloti en présence ou non d'adjuvant de pénétration. 



- Ces échantillons sont placés &ns des tubes à v i s  et 

laissés en incubation de O Q 24 heures 2 tempéz-at=e d i a n t e .  

- Pour chaque prélèvement, on u t i l i s e  un échantillon que 

1 ' on t r a i t e  avec 0,l m l  d ' une solution de deo-&nucléase - de 4 000 g/ml P 
(Sigma) à 37' C pendant un temps qui reste à d é m e r .  

- L'échantillon est ensuite complété avec 15 ml de milieu 

de rinçage e t  centrifugé 5 minutes à lOOxg, le culot e s t  récupéré dans 2 ml - 
de milieu de rinçage. 

- La radioactivité de l 'échantillon est déteminée c m e  

p r r é c é d m t  précipitation e t  f i l t ra t ion  du ~XA to ta l .  

Tous les paramètres de ces cinétiques seront définis  d'une 

ranière plus précise dans la w i e  "F.ésultats" de ce m é t r o i r e .  Ainsi, nous 

pmonsdéterminer  les  conditions idéales p u r  la rrise en évidence des @né- 

t rat ions cytoplasmiques. 

2.8.1.5 - Incorporation par les protoplastes de.précurseurs ................................................. 
radioactifs : ----------- 

Nous avons vér i f ié  l a  v i t a l i t é  des protoplastes en étudiant 

3 
l 'u lcorprat ion d'adénine H au cours du temps. Les échantillons sont préparés 

de mnière  identique au paragraphe yécédent, mais  l e  DNA et  les adjuvants 

sont renplacés p r  de l'adénine radioactive. 

2 . 8 . 2  - Péné&aLLon n l l ~ l é c l h ~  : 

Les pénétrations nucléaires de T?NA exogène peuvent ê t r e  

mises en évidence sur des myaux isolés ou sur  des cellules entières. 



2.8.2.1 - Sur des noyaux i so l é s  : 

2.8.2.1.1 - bléthode d i r ec t e  : 
- - - - a - - -  

Après obtention des protoplastes, les noya& sont extraits 

e t  conservés à 4" C dans le milieu de récupération (décrit dans l e  chapitre 

Résultats) . 
B n s  des tubes à v i s  de 16/160 mi, on ?lace 2 ml de r i l ieu  

5 
de récupération avec 3.10 myaux/ml. en présence ou en absence de 2 pg/ml de 

PLL ou de P i0  e t  de 1g pg/ml de DNA radioactif de Rhizobium meliloti. 

Après une incubation d'une heure à -rature ambiante, 

les échantillons sont t ra i tés  ou m n  avec 0 , l  m i  d'une solution de d k ~ i b o -  

nucléase (Sigma) à 4 CE0 pg/ml Wt 4 min à 37' C. 

Us noyaux sont lavés grâce à deux centrifugations de 

10 minutes à 1 5 0 0 ~ 5  et à 4' C : l e  culot e s t  rqris dans 2 m l  de milieu de 

récupération, puis dans 2 ml de milieu de rinçage après la deuxième centrifu- 

gation. 

Le DNA e s t  précipité p r  1 volme d'une s o 1 u t i o n . d ' ~ ~ ~ ~  à 

10 % (WD) pndant 1 heure à 4" C ; ce précipité es t  f i l t r é  et la radioactivi- 

2.8.2.1.2 - Méthode ind i rec te  : - - - - - - - - -  
Les pénétrations nucléaires peuvent ê tre  étudiées après 

passage sur un gradient de C s C l  du DNA précipité après lyse complète des 

myaux : 

Dans un tube à vis de 16/160 mm, on place 10 ml de milieu 

5 
de pénétration avec 3.10 noyaux/mI. en présence ou en absence de 2 pg/ml de 

PLû ou de m;L e t  de 10 )ig/ml de DNP. radioactif de Phzobiun meliloti. 



L'incubation e t  le rinçage sont effectués carme p r é c é d e  

ment, mis en f i n  de deuxième centrifugation, le culot e s t  reoris dans 2,5 ml 

de SSC. k s  noyaux sont lysés, l e  DXA e s t  extrait suivant la technique décrite 

au magraphe "extraction e t  purification du ntu=léaizen. 

Les gradients neutres de CsC1, l a  collecte e t  l'analyse 

de ceux-ci ( e d t t a n c e  e t  radioactivité) sontcon.trôlés c m  nous l e  

décrivons dans l a  pr t ie  "Analyse du DNA par ultra centrifugation". 

. 2.8.2.2 - Sur des  c e l l u l e s  e n t i è r e s  : ......................... 

2.8.2.2.1 - ~é thode  - - - - - -  directe : 

Dans des tubes à vis de 16/160 mn, on pïace 14 m i  de 

5 milieu de pénétration avec 3.10 protoplastes/ml en présence ou en absence 

de 2 pg/ml de PLL ou de FLD e t  10 pg/ml de DNA radioactif de Rhizobium meliloti. 

Après une incubation de 24 heures à tepérature ambiante, 

les échantillons sont t ra i tés  ou non avec 200 pg/ml de deoxyribonucléase 

(Sigma) pendardart 4 min à 3 7 O  C. ïes protoplastes sont rincés qrâce à deux centri- 

fugations de 5 nin à 1 0 3 x 5  et à 4' C : le culot e s t  repris dans 1 4  m i  du 

milieu de rinçage, puis 2 ml de ce même milieu après l a  deuxième centrifuga- 

tion. 

Les noyaux sont extraits ,  t ra i tés ,  lavés, précipités e t  

l a  radioactivité comtée co- dans l a  m é t l e  directe employée sur les  noyaux 

isolés. 

2.8.2.2.2 - ~éthode - - - - - - - -  i n d i r e c t e  : 

Dans des tubes à vic; cie 16/160 m, on place 10 m l  de 

6 milieu de pénétration avec 1,5.10 ?rotoplastes/ml en présence ou en absence 



de 2 pg/ml de PLI. ou !?IL) e t  20 p / m l  de DDNA radioactif de Rhizobium meliloti. -- - 
L'incubation, le  traitement e t  l e  lavage des protoplastes sont effectués 

carre ~écédemnient (méthode directe sur des cellules entières) . 
Les noyaux sont lysés, l e  DNA précipité e t  analysé en 

gradient de CsCl (corn p u r  l a  méthode indirecte Ses noyaux isolés).  



DEUXIÈME PARTIE : 

,!?ESULTATS ET CDMDITF 1 RES 



T - ISOLEMENT ET ll?-ILISATION JJES PROTOPLASTES DE TABAC 

L'obtention de omtoplastes de tabac a été réalisée 

grâce à la technique expérimentale éW.1i.e par CHUPEAU e t  col1 . (1974 ( 97) ) . 
Nos résultats sont i l lustrés  par des photogra@ies représentant les  diffé- 

rentes étapss de notre travail .  

1.1 - EVOLWTION DES PrnPllwrES EN CULTURE 

Tout de sui te  après obtention, les  protoplastes sont 

dépurvus de paroi pectocellulosique (PHOTOGRAPHIES 1 et  2), ils peuvent 

au bout de quelques heures être accolés par leur plasanlemrie (PHOTOGRAPHIE 3) . 
Ce phénodne assez fréquent peut aboutir à une fusion cmplète e t  naturelle 

des cellules, il ne doit pas être  confondu avec une f in  de division. Au 

cinquième jour de culture, il e s t  fréquent de r e m r u e r  des protoplastes en 

début ou en f in  de division (PHOEGIWHIE 4) ; ils se distinguent par un 

plan de clivage très net. Entre l e  10e e t  l e  15e jour de culture, apprais- 

sent des ms cellulaires issus de la division des protoplastes, appelés 

"micro cals" (PHCEWRAPHIE 5) dont l a  t a i l l e  varie de 0,l à 0,5 m. A ce 

stade de d é v e l o ~ t ,  les "micro cals" sont placés sur milieu "TOC" gélosé 

(PHOSOGRAPHIE 6) . 
Au trentième jour, ces cals peuvent atteindre l a  t a i l l e  

de 1,5 à 2,5 rmn : à ce stade, ils sont re~iqués sur un milieu de P4üF?ASHïGE 

e t  SKOOG -fié (RADOSEVICH, 1978 ( 87) ) dont les concentrations er_ facteurs 

-5 
de croissance, Am e t  kinétine, sont re-ctivari-nt de 10 M e t  5.10-~14, 

ce qui d'obtenir des cals non organogènes, régénérer 

des plantules. Par contre, un repiquage pratiqué dans les  mêmes conditions au 

45e jour nous a permis d'obtenir au 75e jour une p lantde  complète avec bow 

geons e t  racines (PWEGWQHIE 7). 















Mus puvons r é s m r  l e  procédé expérimental qui nous 

a permis d'obtenir des cals e t  accessoirement une plantule, de l a  m i è r e  

suivante : 

- Du l e r  au 15e jour, les  protopla.;tes sont cultivés 

sur un milieu "TOC" liquide jusqu' à apparition des "micro-cals" ; 

- Du 1% au 30e jour, ces "micro-cals" sont placés. 

sur un milieu "TOC" gélosé à 6 O / ,  , ; 
- Au 30e jour, les repiquages se font sur m- milieu 

de MlRASHIGE et SXOOG &fié, conprenant les facteurs de croissance suivants : 

. A ~ . .  .................... IO-' M 

. Kinétire ................ 5.10-~ M 
- Ensuite, les  cals puvent être repiqués tous les  15 jours 

sur l e  mêm milieu. 

LRs travaux reportés i c i  e t  concernant-la régénération 

de cals de tabac ont f a i t  l 'objet  de mintes publications : @ce à elles,  

nous avons m i s  au point nos techniques concernant les  phénm.ènes de pénétration 

I I  - PRÉPARATION ET MARNAGE DU D M  DE RHIZOBIUM MELILOTI 

2.1 - RECHERCHE D'UNE ,?EXIODE DE PFEPARATION DE DNA DE 

RHIZOBIUM MELILMTI 

La méthode de hlABWR, que mus avons employée pour 

extraire l e  DNA de Rhizobium meliloti, ne nous pmt 5 s  d'obtenir des 

résultats r e p ~ u c . t i b l e s .  



Les essais effectués avec l a  souche Mll St r ,  et sur 

des cultures d'un litre (environ 3 g de cellules) nous donnent les résul- 

tats suivants : 

- 
5 Essais t 

I 
DNAen)Ig § 

§ § 

Ce DNA est d'une puret6 satisfaisante, corn le prouvent 

les ramrts d'absorbantes, mis les quantités obtenues sont très faibles. 

Avec des bactéries Eschericia col i ,  il e s t  possible d.'o5txnir de. quantité:? 

de 5 à 10 fois plus imprtantes (92) .  Les résa l ta t s  obtenus avec 

~hizobk~m meliloti  sont ~obablement dus à une lyse h w f a i t e  des cellules. 

Grâce à la méthode de K E J  ICHIm 1~IIURA,. nous obtenons 

des réçultats bien meilleurs. Pour 3 g r a m  de cellules de l a  même souche 

bactérienne, nous obtenons de 5 à 7 mg de DNA purifié suivant les  essais. La 

lyse cellulaire est plus oomplète, e t  les  déprotéir.isations au phénol plus 

efficaces. Nous verrons u l t é r i e m n t  que le DNA chrmsomique n 'es t  pas 

plus dénaturé par ce t te  technique que p r  l a  métbde de F5VWJE. 



2.2 - m A G E  -WIOACTIF DU DNA DE RH1ZOBIUP.I P';ELU;CTTI - 

Nos premiers essais de narquage radioactif ont été pra- 

tiqués sur l a  souche MllStr de Rhizobium m l i l o t i  avec de la thymidine 3~ 

corrime précurseur radioactif. Le DNA est' extrai t  e t  nurtfié soi t  par la  

méthode de MAFMJR, soit par l a  méthcde de XD! ICHIRO rlIuRA- Avec 1 m C i  par 

litre de culture, il nous a été  in-pssible d'obtenir plus de 100 cp/rlg de 

DNA ; &ne en multipliant par deux! la dose de précurseur radioactif, 

il eç t  toujours impssibbe dlobte& LUI marquage carrecst. 

S i  nous &mlons augenter forterilent le nombre de p, 

nous devons utiliser une souche de 8hizobium meliloti "thynine" ou "thymi- 

dine" dépendante qui incorporera préférentiellerrent le précurseur. Ce genre 

de mutant (que 1 'on obtient f a c i l m t  chez Eschrichia coli,  par m ~ e n è s e )  

est  à 1 'heure actuelle inconnu chez Rhizobium. 

Nous avons donc envisagé d 'ut i l iser  des souches "adénine" 

dependa~te de Rhizobium meliloti obtenues par mutagenèse au laboratoire : 

3 
l e  marquage de ces cellules es t  réalisé avec de 1' adénine H. L ' inconvénient 

e s t  c[ue l ' adérhe  radioactive e s t  incorporée aussi bien çurle que sur 

Le cellulaire, nous devrons donc obtenir en f in  d' extraction d.u D i G  

prfaitement purifié. 

2 . 2 . 2  - ChoLx d'une douche a d h i n e  dépendante : ----_-------------------------------- 

Nous disposons au laboratoire de huit souches adénine 

dépendante : 



Rhizobium meliloti  

i\m3 ............. adénine ou guanine dépendante 

M& ............. adénine dépendante 

2011 m8 Str....... ad6rine dépendante, streptomycine résis- 
tante 

2011 i 12.. ....... lactose e t  adénine dépndante 

........ 2011 i 15. lactose et adénine dépenclate 

2011 i 16......... lactose e t  aZénine dépndante 

2011 i 17......... lactose e t  adénine dépendante 

Sur ces huit souches, seule la 2011 % S t r  présente une 

bonne croissance sur milieu riche, e t  une absence totale de cet te  &-E cm4 r;- 

sance sur un milieu minimum liquide. sans adenine. - 

Pour obtenir des marquages radioactifs corrects, nous; 

détennir-ons la dose minimale d' adénine nécessaire pour obtenir une croiçsm- 

ce op tha l e  sur milieu minimum de la souche 2011 I E ~  St r .  Les résultats  

reportés dans le TABL;EAU No II analysent l a  croissance de ce t te  souche en 

fonction de doses croissantes d'adénine. 
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absence de croissance : O ; croissance : +, *, ii-t (observations visuelles) 

TABUAU II : Croissance de l a  souche 2011 m 8 Str en fonction de doses 

croissantes en adGdne. 

La souche de Rhizobium M 2011 m 8 S t r  e s t  cultivée dans 

le milieu minhum complété ?ar : 

......................... pdénine 6 - 3~ 1 rn C i / l  

pdénbe 'koide"......................... 30 Y q/mi - 

Tous les  rnarquage5 sont réalisés sur un l i t r e  de culture, 

7 avec un inodum de départ de 10 cellules/ml, le rrarqueur e s t  incorporé 

pendant 36 heures. Les résultats de nos divers essais après extraction e t  

purification du DNA, sont reportés sur le T B U A U  No III. 
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TABLEAU III : Marquage radioactif du TINA de Rhizobium m l i l o t i .  

Les e r e s  de cpn du DNA précipitable sont obtenus 

après précipitation dans 1'ATCA e t  f i l t ra t ion de l'échantillon tandis que 

ceux du DNA to ta l  l e  sont par coqtage direct en milieu liquide ; l a  diffé- 

rence qui e s t  en myenne de 8 % représente l e  DNA t rès  fragmenté (donc im- 

précipitable) e t  les traces de RNA restantes après surification. Avec des 

3 
d t u r e s  contenant 1 m C i / l  d'adénine H, la radioactivité obtenue es t  appro- 

ximativement du m&e ordre de grandeur ; l e  doublerrent de l a  quantité du 

précurseur radioactif (2  m C i / l )  n'augmente p a s ~ o p r t i o n n e l l ~ . e n t l e r i r a r W c J e  

des cellules. 

L'état et l a  pureté du DNA sont t rès  satisfaisants, m i s  

il e s t  W s s i b l e  p u r  1' instant d'obtenir un mrquage plus h p r t a n t  avec 

une souche adénine dépendante. 



I I  1 - MISE AU POINT D'UNE MÉMODE DE PÉNÉTRATION 

Les pénétrations de DNA exogène dans Zes cellules 

isolées pewent ê t r e  favorisées par l a  PLL e t  l a  P U  ; en premier lieu, 

mus déterminerons l a  toxicité de ces adjuvants p u r  les protoplastes. 

3.1 - DEZEFMINATICIN DES DOSES TûXIÇüES EN PL;L ET PL13 

TXanç des échantillons de 2 ml de milieu de culture, on 

5 
place 3.10 protoplastes/ml en présence de doses variables de P U  e t  PLû ; 

on suit par conptage la m r t a l i t é  des pmtoplastes au cours du temps. 

Seuls sont considérés corrune vivants les protoplas- 

intacts ayant une forme sphérique ; les résultats sont exprinés en KUP 

centage de cellules vivantes en fonction du temps (FIGURES No 6 e t  7).Un 

coqtage plus rigoureux avec coloration des cellules nous donnant effecti- 

vement l e  nombre de protoplastes vivants n'a pas été pratiqué puisque seul 

nous intéresse l a  détexmination des doses non toxiques en P U  e t  P l2  que 

nous aaprécions par visualisation au microscope des cellules en division. 

Ces doses doivent être inférieures ou éqales à 5 pq/ml p u r  l a  PLL e t  2,s 

)ig/mi p u r  l a  PL0 (FIGX?ES NO 6 e t  7)puisqufavec des concentrations su*rieu- 

res nous remarquons plus divisions cellulaires. 

Dans une deuxième série d'essais, mus adjoignons aux 

pmtoplastes en culture 15 pg/ml de DNA non marqué de Rhizobium meliloti 

(souche 2011 m 8 S t r )  en présence des doses non toxiques de P U  e t  de PL0 ; 

nous déterminons de l a  rriême manière l e  ~purcentage de protoplastes viables 

(FIGURES NO 9 e t  10). Cette étude nous permet d'observer un e f fe t  toxique 

accru cks adjuvants de pénétration en présence de ENA : ce phénomène p u r r a i t  

ê t re  da à un éclatement plus imprtant des protoplastes provoqué par l a  

fomt ion  mpide du complexe DNA - Adjuvants - Protoplastes (FI- NO 8) .  
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FIaJRE No 6 : Çunrie des protoplastes en présence de &ses =riables 

de Pi& 
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E'iGKW No 7 : Survie des protoplastes en présence de doses variables 

de P U  



- 
- 

- PLO- 

- t 

* 
9 

- + + -  + + - -+ + - 
- - 

- - 
- 

M E M B R A N E  

CYTOPLASMIQUE 

- La m b r a n e  cytoplasmique à une 

charge de surface d'environ - 30 mV 

.- La p l y  L-ornithine est chargée 

positiwmnt suivant la formule : 

NH3r - CH - CO - (hX - CH) - NH - CH - O H  
t 

- Le DNA est chargé négativement grâce 

aux groupements phosphate @O4-) 

FIGURE 8 : Représentation schématique du cc@exe DNA - PLO - Protoplaste. 



% de cellules viables 
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Division cellulaire 

FIGüFE Na 9 : Survie des protoplastes en pr6çence ou en absence de 15 fq/mi 

de DNA froid de Rhizobim rneliloti et de doses variabla de P U  

A : en absence de DNA 

A :  enprésencedeDNA 
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FICURE NO 10 : Survie des protoplastes en présence ou en ahsence de 15 

de DNA froid de Rhizobium nel i lot i  et de doses variables c?e PLD 

v : en absence de DNA 

V: en prés& de CH?i 
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FI(;iJRE No 11 : Survie des protoplastes en pr6sexe ou en abçeqce de 15 ~ g / d  

de DNA froid de IIhizoSiun meliloti et en abx?cs ce PLL ou Se PL3. 

a : en absence de CNA 

A : en pr&sence de bNA 



Dans notre h-thèse, la P U  g t  la PLO induisant 1 'accro- 

chaqe du DNA exogène sur l a  membrane cytoplasmique, ce qui, en princip, 

favoriserait une pénétration ultérieure. Nos essais réalisés en présence ou 

en absence de 15 )~g/ml de DNA exo~ène e t  sans adjuvant (FIGURE No 11) 

mntrent des résultats, en ~urcentage de survivants, très sen-blables. La 

toxicité est donc l e  fa i t  de la  Pi0 ou de l a  PLL e t  de leur association avec 

du DNA exogène. 

En conclusion, nous nous proposons d'utiliser des échm- 

5 
tillons de 2 ml carprenant au maximum 2.10 pmtoplastes/ml e t  15 pg/ml 

de DML exogène sans dépasser 2 pq/ml de PLT. ou de Pm. Ces concentrations 

(FICXEES NO 9 e t  10) nous donnerons une mrtalité voisine à celle du témh 

(FI- NO 11) ~ u r '  la PL;L e t  légèrement plus forte pour la  PLQ. Cette toxi- 

cité que nous venons d'étudier a un effet e s s e n t i e l l m t  mécanique : l a  PL;L 

e t  la P m  à forte dose, s'accrochent trop brusqumt  sur la d r a n e  cyto- 

plasmique e t  prowquent l'éclatement des cellules ; à 2 pg/ml ce p h é d n e  

reste limité puisque les cellules sont susceptibles de se diviser. 



3.2 - TECHNIQUE DE PENETRATION 

Les pénétrations ne peuvent pas ê t re  pratiquées dans l e  milieu 

de culture Toc. Les concentrations en CaC12 (220 mg/l) e t  Mg S04 (185 q/l) 

sont trop faibles p u r  favoriser une bonne capture du DNA exogène. Des con- 

centrations de l 'ordre de 10 mM en CaC12 e t  de 6 rnX en MgS04 sont c o u r m a t  

2+ 
enployées et  ainsi les ions Ca et  Mcj?' l ibérés dans le milieu favorisent 

l'accrochage des cellules et la formtion du complexe Dm-PTJ; ou PIX) - proto- 

piaste. D' plus, dans ce milieu l'Toc'l, nous trowons de 1 ' E D i l  Na2 qui est 

nuisible à l 'act ion de la deoxyribonucléase que mus ajoutons en f in  de péné- 

tration p u r  détruire le DNA exogène mn pénétré. Le milieu de pénétration 

sera donc : Mannitol 80 g/l, -Cl2 1,s g/letMgSû4 1,4 g/l. 

Pour laver l e s  protoplastes après la pénétrafion e t  l e  traite- 

ment à la deoxyribonucléase, nous utilisons un milieu de rinçage -dont l a  

ancentrat ion en EDïR Na2 est élevé, ce qui permet de bloquer instantanément 

l 'act ion de la deoxyribonucléase (mannitol 80 g/l, EDTA Na2 37,2 g / l ) .  

Après pénétration, il est indispensable de dénaturer l e  DNA 

exogène mn  pénétré. C e  DNA se trouve s o i t  en solution dans le milieu, so i t  

sous forme de cmplexe DNA - PLL ou PL0 - Protoplaste ; corne nous l e  verrons 

par la suite, ce ccmplexe est en grande par t ie  deoxyribonucléase résistant,  

c ' e s t  pourquoi nous utilisons des doses massives de ce t te  enzyne (2CO pg/ml) 

p u r  détruire l e  DNA exogène non u t i l i sé .  Pour éviter une contamination ps- 

sible des protoplastes par la d~xqribonucléase, mus l 'u t i l i sons  pendant un 

temps t rès  court. 



Pour déterminer ce temns d ' incubat ion  nous avons e f f e c t u é  

. une c inét ique  de  déna tu ra t ion  du DNA de  l a  manière su ivante  : 10 échan- 

t i l l o n s  de 2 m l  'de mi l i eu  de p e s é t r a t i o n  ,contenant  chacun 20 p / m l  de DNA 

r a d i o a c t i f  de Rhizobium m e l i l o t i  s o n t  t r a i t é s  de 1 à 10 minutes p a r  200 pg/ml 

Déoxyribonucléase à 37OC. Les f r a c t i o n s  ac ido  p r é c i p i t a b l e s  (1  heure à 4OC 

par  2 m l  d'ATCA 10 % )  s o n t  récupérées p a r  f i l t r a t i o n  pu i s  r i n c é e s ,  r e spee t i -  

vement, par  1 volume dlATCA 5 %, d 'a l coo l  e t  d'éther,  Les r é s u l t a t s  obtenus 

après  séchage des  é c h a n t i l l o n s  e t  dosage. de leur r a d i o a c t i v i t é  f i g u r e n t  dans 

l e  tableau I V .  

(on détermine l e  poqrcentage de DNA dénaturé en sachan t  que 
4 

4 0 p g  d e  DNA r a d i o a c t i f  donne 8,2.10 c.p.m.) 

La durée de t r a i t ement  i d é a l e  p a r  l a  deoxyribonucléase que nous 

avons cho i s i e  e s t  de  4 minutes à 37" C. 

9 

1209 

98,5 

-- 
1 O 

1 

1185 

98,6 

3203 

98,5 

8 

700 

99,1 

5 6  

1419 

98,2 

3 

2815 

96,5 

2 

9981 

87,8 

r 

Temps en 

minutes 

Fract ion ac ido  

p r é c i p i t a b l e  (cpm) 

% de DNA dénaturé  

L 

7 

1198 

98,5 

4 

1210 

98,5 

1 

17810 

78,3 



3 . 2 . 3 .  - RE~utné ---------- CIU pxuAocoRe ----------- expé.rtimeuLfal ------------- adop-- 

Une f o i s  obtenusles protoplas tes  Sont r épa r t i s  â une concentra- 

4 
t i o n  de 3,10 / m l  dans des échant i l lons  de 2 m l  de n i l i e u  de pénétration,en 

présence de 10 pg/inl de ENA rad ioac t i f  e t  de 2 @ m l  de PLL ou de FLO (sauf pour 

l e s  témoins ) . 

Après des temps var iables ,  l e s  échanti l lons son t  t r a i t é s  

par  200 g / m l  de déoxyribonucléase pendant 4 minutes à 37' C. Les protoplastes 
*i P 

sont  ensui te  lavésidans l e  milieu de rinçage grâce à deux centr i fugat ions  

len tes  (100rq) e t  l e  de rn i e r  cu lo t  e s t  r e p r i s  dans 2 m l  de ce même milieu. 

La f r ac t i on  acido p réc ip i t ab l e  des échanti l lons e s t  obtenue 

par  a jou t  d'un volume dlATCA 10 % pendant 1 heure à 4' C f  e l l e  e s t  récupérée 

par  f i l t r a t i o n  e t  r incée  par de 1'ATCA 5 %, de l ' a lcoo l  e t  de l ' é t h e r  jusqu'à 

élimination complète de tou te  t race  de pigment chlorophyllien.Après séchage 

on détermine par  comptage l a  rad ioac t iv i té  de chaque f i l t r e .  

IV - MISE EN EVIDENCE DES PENETRATIONS CMOPLASMIQUES DE DNA DE RHIZOBIUTI IIELILC 

4.1 - ETUDE DE LA RADIOACTIVITE INCORPOREE DANS LES FRACTIONS 

ACIDO-INSOLUBLES DES PROTOPLASTES 

D e s  échant i l lons  de 5 m l  de protoplas tes  en cu l tu re  à une 

4 -2 concentration de 10 / m l  s e n t  m i s  en présence de 10 m C i  d'adénine 3 ~ / m l .  

A des temps var iables  ( O  - 100 heures) on prélève un échant i l lon e t  on 

analyse l a  f rac t ion  acido insoluble (Figure 1 2 ) .  

La mesure de l 'évolut ion des taux de rad ioac t iv i té  met en 

évidence une augmentation de l 'absorpt ion des précurseurs à p a r t i r  de l a  

dixième heure, l 'augmentation maximale e s t  observée vers l a  v ing t  cinquième 



4 ~,p.rn/5.10 c e l l u l e s  

F1CU.U lia 12 r h l u t i o n  du marqua@ radiozctif  don ;>rotoplastes on fonction du tcnpo 

de contaot avec 2 p~iiinl d'aci&ins 'Il - Le dosage a et6 réa l i s6  sur l a  fraction aoido - 
insoluble .Ise conditions expérimentales ro lat ivas  

4 B l a  culture 'des protoplastas (5.10 ) e t  au dooc,-e 

de l a  radionctlvit& sont pr&cin& précadennent 



heure de cu l tu re  e t  r e s t e  s t ab l e  jusqu'à l a  centième heure. Ces r é s u l t a t s  

démontrent l a  v i a b i l i t é  des protoplas tes ,  puisque l'augmentation de radio- 

a c t i v i t é  t r a d u i t  une synthèse d 'acides nucléique< ( f rac t ion  acido-insoluble = 

acides nucléiques) q u i  a r r i ve  à son maximum aux environs du deuxième jour 

de culture.  Cela corrobore nos observations précédentes, puisqu'une syntllèse 

d'acides nucléiques précède toujours une phase de division c e l l u l a i r e  qu i  

en général débute en t r e  l e  deuxième e t  l e  huitième jour. 

4.2 - ETUDE CINETIQUE DES PENETRATIONS CYTOPLASMIQUES 

Pour é tud ie r  l e s  c inét iques  de pénétration,  nous avons préparé 

t r o i s  s é r i e s  d 'échant i l lons  : 

- Huit échant i l lons  de 2 m l  de milieu de pénétra t ion avec 

4 
3.10 protoplas tes  / m l ,  10 pg/ml de DNA rad ioac t i f  de Rhizobium me l i l o t i ,  

- Huit autres  échant i l lons  semblables supplémentés par 

2 pg/ml de P U ,  

- Huit échant i l lons  de même composition completés par  

2 p / m l  de PLû , 

A des temps var iables  ( O - 50 heures) on prélève un échant i l lon 

de chaque catégorie ,  i ls  sont  t r a i t é s  par l a  déox~ribonucléase pu is  lavés 

comme nous 1 ' avons dé terminé . Les f ract ions  acido-précipi table s 

son t  récupérées e t  l eur  taux de rad ioac t iv i té  déterminé. 

L'étude des r é s u l t a t s  obtenus ( f igure  13) nous montre une act ion 

favorable de l a  PLL e t  de l a  PLQ su r  le taux de rad ioac t iv i té  incorporé par les  

protoplastes.  Les t r o i s  courbes présentent un maximum d'absorption à l a  

deuxième heure de contact ,  e t  une s t a b i l i t é  en t r e  l a  vingt cinquième e t  l a  

cinquantième heure. 



FICURE lTO 13 : Etudo cicétique de l a  pgnstration cytoplasmique du DXA 

exodne dans des protoplastes de tabao 



La capture du DNA exogène e s t  donc nettement favorisée par  

l a  PLO e t  un peu moins par  l a  PLL. Mais nous ne pouvons pas, p a r  c e t t e  étude 

cinétique,  déterminer l e  temps i d é a l  de contact  DNA - protüplastes.  En e f f e t ,  

l e s  maximums d' incorporation que nous observons vers l a  deuxième heure son t  

peut-être dûs, en grande p a r t i e ,  à l a  formation du complexe DNA - PLL ou PL0 - 
protoplastes ,qui peut ê t r e  à cer ta ins  endro i t s  r é s i s t a n t  à l a  déoxyribonucléase 

(Figure no 14) 

P a r t i e  du DNA sens ib le  à l a  
déoxyribonucléase 

P a r t i e  du DNA r é s i s t an t e  à l a  
dêoxyribonucléase 

P a r t i e  du DNA sensible  à l a  
déoxyribonucléase - 

FIGURF: na 14 : COMPLEXE DNA - PLTl - PROTOPLASTE 
(Représentation hypothétique) 

Après formation du complexe, l e  DNA l i é  indirectement à l a  PLI3 

r e s t e  t r è s  sensible  à l a  d~oxyribonucléase,  a l o r s  que l e  DNA 

fortement accrochS r e s t e  t r è s  r é s i s t an t .  



La diminution du taux de rad ioac t iv i té  ( f i gu re  no 13) en t r e  

deux e t  v ing t  heures s 'explique s o i t  par une destruction cytoplasmique du . 
DNA 'exogène pénétré,  s o i t  par  un relâchement 13u complexe DNA - PLL ou PLO - 
protoplaste.  Pour répondre à c e t t e  question nous approfondirons notre  étude 

sur  l e s  pénétrations cytoplasmiques pour deux temps de contact  : deux heures 

e t  vingt quatre heures. 

4 . 3  - ETAT DU DNA EXOGENE APRES PENETRATION 

Après capture,  seu le  une p a r t i e  du DNA s e  trouve dans l a  c e l l u l e ,  

par  contre l e  DNA qui  n'a pas pénétré peut ,  s o i t  ê t r e  l i é  au complexe 

DNA - PLL ou PLO - protoplas te ,  s o i t  r e s t e r  en solut ion dans l e  milieu exté- 

r ieur .  

4.3.7 - ERa;t  du DNA Z;Drange/r non capaW2 ----------------- --------- ---- 

A l ' é t a t  l i b r e  dans l e  mil ieu, le  DNA non u t i l i s é  n l i n t e r f & r e  

pas dans l e s  comptages pu isqu ' i l  e s t  entièrement d é t r u i t  p a r  l e  trai tement à 

l a  déoxyribonucléase. 

Lz DNA l i é  au complexe ( f igure  n014) e s t  en p a r t i e  r é s i s t a n t  

à l a  déoxyribonucléase : il i n t e r f è r e  donc dans l e s  comptages de rad ioac t iv i té  

e t  nous avons beaucoup de d i f f i c u l t é s  à l e  d i f fé renc ie r  du DNA réellement 

pénétré dans l a  c e l l u l e  hôte. Nous pouvons t r è s  facilement mettre en évidence 

l a  rés is tance de ce DNA l i é  à l a  déoxyribonucléase. Nous dénaturons par 

centrifugation rapide une cu l tu re  de protoplas tes ,  puis en présence de PLL ou 

de PLO, on ad jo in t  du DNA rad ioac t i f  de Rhizobium mel i lo t i .  Après quelques 

heures de contact ,  on t r a i t e  l ' échant i l lon  p a r  une f o r t e  dose de déoxyribo- 

nuclease , deux rinçages sont  effectués  , puis  l a  rad ioac t iv i té  de l a  f rac t ion  

acido-insoluble (complexe DNA - PL0 ou PLL - débris  de pro top las te  = f rac t ion  

acido-insoluble) e s t  dosée. Nous retrouvons dans ce t t e  f r ac t i on  10 à 20 % du 



DNA i n i t i a l  qui résiste à l 'actior de l a  d é o ~ i b n u c l é a s e .  

Pour déstabiliser l e s  mplexes  mn uti l isés lors des 

pénétrations, mus provquom des chocs osnuitiques par des rinçages dans 

des milieux à m l a r i t é  variable en mannitol. 

4.3.2 - EAa;t du VNA é;Drangm capabté ----------------- ----- ---- 

Après pénétration dans l a  cellule l e  DNA exogène transite 

dans l e  cytoplasme. Il es t  dom probable qu'une partie de ce  DNA puisse 

être  dénaturée p r  des nucléases cellulaires. 

4.4 - NU CATION DES PElEXW3TIONS C Y T O ~ I ~ S  

Nous d é t a m i n ~ o n s  la quantité de DNA acido précipitable 

intra-cellulaire pénétrée ou accrochee aux manbranes des cellules hôtes. 

Par la suite, nous essaierons de nous débarrasser de l a  pxrtie l i ée  aux 

matbranes . 

4.4.7 - &an. t idLdon  du VNA exogène fié ou @nél t r~  ---- ------------------ ----------- ------ 

Nos échantillons sont séparés  c m e  précédaunent ( 2 m i  de 

5 milieu avec 3.10 protoplastes/ml, 10 pg/hii de D:.si radioactif en préserce . 

ou en absence de P U  ou de PïQ) , après des temp de contact de deux e t  de 

vingt quatre heures, nous *aitons le mélange avec de la déoxyribonucléase 

et mus dosons 13 radioactivité de la *action acido-insoluble. Nos résultnts 

sont DNA exogène par pro toplas t e  (Tableau 



TABLEAU no V : QJANTITE PAR PROTOPIASTE DE DNA EXCGE3E X E  OU PENEEE 

LRs résultats sont -imés en picogrmes par cellule. 

Les valeurs représentent l a  fraction acido-insoluble du 

DNA exogène après pénéeation. 

Temps 
(heures) 

2 

24 

Les résultats ci-dessus mntrent une action nettement favorable 

de la PLO, p r  r a p r t  2 la PLL et .  au t h i n .  mus remarquons une différence 

r .. 
Q a n t i t é  d0 DEA exo@ne par cellule 

( pico grammes ) 

notable entre les t q s  2 e t  24 heures qui pour 1' instant demure inexpliquée. 

en iresence de 
2 ?g/ml de 

P U  

4,740 

2,966 

ïa guantité m W e  de D m  exogène l i é  ou capturé (Pm, 2 heures) représente 

11,6 % du Dm- tc'ial mis en contact : e l l e  est à canparer avec la quantité 

minirrale ( &in, 24 heures) qui est de 0,75 %. 

en présence de 
2 pg/ml de 

PLL 

3,830 

2,016 

Pour exprimer plus camplétement nos réçultats, il aurait fal lu  

en absence &a 

PLL et de PL0 

(témoin) 

0,526 

0,306 

dé-= la fraction totale  de DNA exogène pénétré (DNA btal = D m  ~ é c i -  

pitable + DNA ion précipitable) en dosant l a  radimctivité des échantillons 

après lavage des cellules. Malheureusent les  picgnents chlarophylliens 

atténuent d'environ 90 % (d'après nos t h i n s )  les valeurs en c .p .m de ms 

cenptages. Par contre lors de ms dosages radioactifs après précipiLz+ionet f i  



tratior., nous noas débarrassons presque totalenen t des picriene cliloro~kJlliens 

(lavage à l 'alcool e t  à l 'éther) e t  l'atténuation reste comprise e n e e  5 e t  10 : 

De plus, les  phénunènes de chimiol\aninescence sont de l 'ordre de 3 % (calculé 

directeirent par le capteur  L 3 . B .  ) . Tout comptage présentant des purcentages 

supérieurs à ces valeurs sont exclus. 

4.4.2 - 2 u d h i d o f l  du DNA exogène capahté ------ ----------------..- ------ ---- 

- Ws essais de phétration sont effectués de l a  marne façon, 

mis tOUS les échantillons subissent trois lavages par c e n e i f q a t i o n  lente 

dans des milieux de  rinçage à concentration varLable en d . M l  ( 60 - 80 

et 50 g/l), Le dernier culot est repris dans 2 ml de milieu de pénétration. 

Tous nos essais sont f a i t  en double : une première série subit un t rai temnt  

a la déoxyribonucléase, l 'autre série ne subit  aucun traitenient. Nous compa- 

rons dans l e  tableau VI l a  radioactivité des fractians acido-insolubles. 

TARUAU no V I  : QUANTm DE ENA EX- PENFTRE PAR PROTOPLASTE 

(picogramne/cellule) 

A- après t ro is  rinçages 

i 

temps 

( heures ) 

2 

24 

B- après t ro is  rinçages e t  traiterrent à la déoxyribonuc16ase 

U s  résultats r e ~ é s e n t e n t  la fraction acido-insoluble du 

DNA exogène capturé. 

B 

Quantitg de DNd exogëne pa r  ce l lu le  
( pioo grammes ) 

en zbsence de 
PLL e t  de P U  -. --- - - - . . -- -- . . 

A : B 
a 

I 
1 

l 

1 

0,791 .O924O 
a 
# 

1 

1 

1 

0,458 a 0,085 
L 
L 

en présence de 
m l  de PID 2 ~d-. .- - . . . . . . 

A I B  
l 

I 
1 
I 

5,076 119950 
I 
I 

I 
1 

1 

3,025 , 1 5 1  
1 

l 

en presence de 
2 Iig! m l  de PLL . - -. - - .-. -... . -. - ' B A l 

I 

l 

4,430 :1,566 
1 

! 

1 
l 

2,238 ' ;O, 866 
L 
1 



L'analyse des résultats mntre  que les  lavages en présence 

de e t 0 1  en concentrations variables déstabillsent en g r a d e  partie les  

ccrrrq?lexes ïXW - P U  ou PïQ - protoplastes : il en r é s a t e  une mil leure action 

de la déoxyribonucléase sur le DNA exogène mn pénétré. La représentation 

rqer en sptiale s c h h t i q u e  des mlécules de P U  e t  de PID p o u r a i t  expl' 

partie ce p h é d n e  : le caplexe représenté sous f o m  plane (figure no 14) 

à en réal i té  une configuration tridimentionnelle provoquée par les chaines 

de PU ou de P m  ; ceci expliquerait le fragilisation du systèm e t  une 

dislocation i n c q l è t e  des complexes peut ê tre  envisagée lors  des passages 

des échantillons dans les milieux à hypertonicité variable. 

Ne sachant pas si parnos traitements - l e  complexe DNA - P U  ou 

PIXI - protoplaste e s t  miplètanent dénaturé, il nous es t  impossible de déter- 

miner la quantité réelle de DNA qui pénètre dans une cellule. 

De plus il est intéressant de constater que les résultats du 

tableau .m mntrent une s imi l i tde  de coqortement e n e e  les  échantillons 

th ins  et les autres. En effet ,  les  térrr>ins présentent une quantité non 

négligeable de DNA l i é  qui peut être, camre pour les autres échantillons 

déstabilisé par t rois  lavages puis détrui t  par la déoxyribonucléase. En 

absence de PLL ou de PLû, il y a probablerrutnt farrration d 'un complexe grâce 

aux ions ka2+ du nilieu. 

Pour expliquer l a  baisse observée entre 2 e t  24 heures, 

nous devons envisager une dénaturation partielle par les  cellules du DNA 

étranger capturé e t  seulement une légère déstabilisation du complexe au 

cours du temps. 



.Pour é t d i e r  la cinétique de  dénaturation par les nucléases 

cellulaires du DNA étranger, nous réalisons des échantillons de  2 m l  de 

5 milieu de culture (TOC) avec 3.10 protoplastes/ml, A des temps déterminés, 

corrq.is entre O e t  100 heures, un échantillon subit  une centrifugation à 

16 .CC0 T/nin durant 10 nin (Centrifugeuse SORVAL) , qui provoque 1 'éclatenrint 

de toutes les cellules. Après remise en suspension du culot dans le 

surnageant on -a joute 10 pg/ml de DNA radioactif de Rhizobium meli lot i  en 

présence de 10 ug/hi de m;L. Le mélange est incubé à 37 OC durant une heme, 

la fraction insoluble des acides nucléiques est précipitée à .ltATCA e t  sa 

radioactivité est dosée ccrrare précéd-t. Les résul ta ts  observgs (figure 1-1~15) 

moneent qu'en une centaine d'heures, plus de 50 % du DNA étranger e s t  dénaturé 

par le contenu cellulaire des potoplastes,  Ces résul ta ts  correspodent avec 

ceux du tableau no V I ,  qui mettent en évidence une chute d'environ 50 % de l a  

quantité de DNA exogène pénétré ou l i é  agrès 24 heures de contact. 

On peut donc b t t r e  qu'une grande part ie du DNA exogène 

linéaire qui périètre dans les cellules est dénaturée par l e s  nucléases. 11 

mus reste à savoir si une partie, -si fa ible  soit-elle, du DNA étranger rion 

dénaturé peut atteirdre le noyau des cellules végétales. 

V - MISE EN EVIDENCE DES PENETW.TIONS DE DNA DE FUiIZOBIUî4 MELI LOTI DANS 

DES NOYAUX DE PROTOPLASTES DE TABAC 

Pour ces expéYimentations, il f a l l a i t  d ' abord obtenir en 

g r a d  namhre des noyaux ayant conservé leurs p t en t i a l i t é s .  Les izavaux de 

ZUILY - FODIL (88) sur les protoplastes d '~vena  sativa, nous ont  servi de 

mè le  expérimental. 



tenps (heures) 

FIWAE ?:O 15 : Ddnaturetion du DXA exoGSne par l e  
contenu ce l lu la ire  des protoplastes 

de tabao - 1 ihhanti l lon = 6.10~ protoplastes en 

prssence de 2û pg do DXA radioactif 

- 1 pg de DNA radioactif 1489 0;p.m 



5.1 - RECHERCHE DES CONDITIONS OPT7MALES POUR L' 1SOLEP;IEhJT DE 

IXIWUX A PAI?!I'IR DES PFUKIP-LAZTES DE TABAC 

La déplasmolyse des ~ ~ o t o p l a s t e s  est réalisée m a n t  t ro i s  

minutes à 4 ' ~  dans un t a n p n  tris nialGate 0,05 M pH 6,6 contenant du CaC12, 

du (CI-$ C03) M g  e t  du mercaPtoe'thanol tous à la concentration de 0,005 M. 

L'ensemble constitue le " taqon  salé" a-1 on ajoute du sorbitol  0,s M. 

La lyse des protoplastes s'opère perdant 6 mn à 4OC, après 

addition de 4 volwes d e o m n  salé'mntenant 20 % (VD)  de glycérol e t  6 % 

(w/v) de PVP (Polyvinyl b o l i d o n )  . C e t t e  solution constitue le  "milieu 

d'isolemnt" a-1 on ajoute du Triton XlOO à la concentration finaïe de 

5 .io3 ( v . )  . 
La séparation des noyaux s'efzectue à 7CO x q pndant une durée 

r=i 

de 2 nin à 4OC ; ils sont remis en suspension dans 2 m l  de milieu d ' i s o l a n t  

( l e  surnageant mntenant les débris e t  les autres organites e s t  éliminé). 

La suspension de noyaux est ensuite dépsée  à la surface d'un "coussin" 

constitué de 12 ml de saccharose à 30 % (WD) e t  de glycérol à 30 % ( V D )  

dilués dans du "tampn salé" qui e s t  soumis à une cen.trifugation de 1300 X g - 
perdant 10 m-h à 4OC. Les noyaux purifiEs se trouvent à 1 'interface e t  le  

r e n d m t  est voj-sin de 70 %. 

Us protoplastes sont préparés camne précédenmnt e t  2.10 6 

celluies sontmises en suspension dans 2 m i  du milieu de déplamlyse,  m5.s 

p u r  ce t t e  déplamlyse,  nous ne pouvons u t i l i se r  le sorbitol puisque nos 



protoplastes sont obtenus dans du mannitol. hbus devons trouver l a  concentratior 

en ce dernier sucre mttant une bonne déplamlyse,  sans é c l a t e n t  précoce 

des cellules. En faisant varier de 0,40 à 0,lS M les concentrations en IMnnitol 

les meilleurs résu l ta t s  sont obtenus avec une concentration de 0,30 M. 

La lyse des protoplastes sans d i f i c a t i o n  technologique 

W permet pas d'&te& un rerdement supérrieur à 16 % (les rei-Kiaents étant  

calculés en f in  de  lyse) e t  les noyaux sont en gr arde partie entourés de 

débris cytoplasmiques dont de ncanbreux chloroplastes. La lyse e s t  donc 

i n q l è t e ,  m d l i o r a t i o n  est réalisée en augrrientant les concentrations 

en Triton XlOO : des redements intéressants sont obtenus en augrentant 

jusqu ' à 0,75 % la concentration finale en Tr i b n  XlOO ; au dessus de  1,s % 

les rerdements chutent au dessous de 15 % alors qu' i i s  res tent  de 1 'xdre 

de 60 à 80 % avec des mncen&tions canprises entre 0,75 % e t  1 %. La 

concentratibn de 1 % do- non seulement un bon rendemnt, mis nous permet 

d'éliminer une grande partie des chloroplastes à l ' é t a t  l îbre  dans le milieu : 

c ' e s t  e l l e  qui est retenue p u r  le milieu de lyse (que mus utilisons dans 

les proportions de 8 m i  pour 2 ml de milieu de déplamlyse)  . 

A ce stade, nous obtenons des noyaux plus ou m i n s  sphériques 

qui ne supportent ni la sédimentation n i  l a  remise en suspension du culot 

de centrifugation. En e f fe t ,  à la suite de ces deux traitements nous perdons 

par éclatenent plus de la m i t i é  de ceux-ci : pour pal l ier  à ce t  inconvénient 

mus ajustons notre milieu de lyse, puis ultérieurement le r i l i e u  d ' i solemnt  

à la concentration en mannitol (0,3 M) que celui de dép lamlyse  ; en 

opérant de cette façon les  noyaux restent  p a r f a i m n t  sphériques e t  se 

conservent bien après sédirrientation e t  suspension (Photoqaphies 8,9 e t  10) . 







La séparation f inale des noyaux par s é d h n t a t i o n  à 1500X g - 
sur un coussin de saccharose n ' es t  pas uti l isable avec notre matériel. Mêm 

quad mus augmêntons considSrablanent la concentration en saccharose (60 % 

au l ieu de 30 %) la majorité des noyaux ne reste pas à l ' in te r face  e t  re joint  

l e  culot de centrifugation. Four éliminer . les contaminants mus effectuons 

trois  centrifugations successives ( à 1000 x g perdant 4 min e t  à 4'~) des - 
noyaux en suspension dans 10 m l  de milieu d'isolement : a ins i  nous obtenons 

avec de bons rerdements (60 à 75 %) des .noyaux sphériques dans un milieu 

presque entièrement dépumu de chloroplastes (Photoqlraphie 10). 

Pour une bonne réalisat ion de ce t te  technique, toutes les 

opérations doivent être effectuées à 4 O C  ; il est mEm lpssible à cette 

impikature de conserverles noyaux p r d a n t  24 heures sans trop de -te. 

5.2 - ETüDE DE LA ÇAPACTIE D'INCORPORATION DE PREa'RsEURS 

--RADIOACTIFS PAR DES NOYAUX ISOIES 

3 La cinsticpe d ' i n c a p r a t i o n  :d 'adénine H par des noyaux isolés 

est représentée sur la figure no 16 . Chaque p i n t  e s t  obtenu à par t ix  d 'un 

5 échantillon de 2 ml de  milieu d ' isolement conpenant 3.10 noyaux/ml e t  

2,5 10-~  m ci/ml de précurseur. ïa radioactivité totale est dosée après deux 

rinçages, par centrifugation des noyaux. Lie dernier culot é tant  repris  dans 

OIS m l  de milieu de pénétration, ( p u r  éviter toute coagulation du PVP avec le  

scinti l lat ion) . 

On note que 1' incorprat ion des précurseurs radioactifs est 

rapide e t  se s tabi l ise  vers la troisième heure p u r  rester  constante jusqu'en 

f i n  d'expérience : les noyaux isolés sont donc capables au mins pendant huit 

heures d'un certain métabolisme en i n c o m a n t  des précurseurs, nous pouvons 

donc réal iser  l e  ndne genre d'expérimentation avec du DNA eXoc~Gne. 



temps (heures) 

PIGUXE K0 16 : Incorporat ion dpad6nine )H dans d e s  noyaux i s o l &  

l a  ternpg~ature d ' incorporat ion e s t  de 2û°C e t  

la de pr~curcour e s t  de 5.10-~rn~i p w  
5 6.10 noyaux 



5.3 - EI'UDE DE L' INCORPORATION DE DNA DE RHIZOBIUM 
MELZWlT PAR DES N3YAüX ISOLES 

Dans un premier km~';, nous é-ierons 1 ' incorparation de DNA exogène 

5 
. 6.10 myawr en présence de 20 g de D m  radioactif de l?hizobium meliloti. r 

Après des temps de contact de 30 ou 60 minutes, nous doserons l a  radioactivité 

des fractions acido-insolubles après précipitation S 1'A'ICA. C ~ ~ T E  p u r  les  

protoplastesp nos essais d'incorpration se feront en présence ou en absence 

de P U  e t  de PU). ïe DNA exogène u t i l i sé  par les noyaux sera éliminé par une 

série de trois lavages, carrrplétés ou mn par un t r a i t e n t  à la  déoxyribo- 

nucïéase (200 plini, 4 mi à 37 O CO). 

TABLERU no V I 1  : ÇüANTITE DE ENA EXûGEKE INCORPORE PAR IUOYAU ISOU 

' 

temps 

( min ) 

30 

60 

A' - Après 3 rinçages 

B - Après 3 rinçages suivis d'un traitanent à l a  

Quantitg de DCA exogène par noyau ( picogrammes ) 

déoxyr ibonuclhse 

Les résultats q h é s  en picocp.ames représentent l a  
&action acido-insoluble du DNA exocJene i a a r p é .  

en aDsence de 
de PLL e t  de PLO - - . - r  - - - - - -  

A I B 
I 

1 
l 

I 
0,683 ,09585 

1 

I i 

1 
1 

0,898 , 0,505 
1 

I 

1 
L d 

en presence 
de 2 pg/ml de PID 
r - - - - - - p - -  - - 

I B A 1 
1 

! 

I 
2,306' 11,331 

l 

I 
1 

l 
D 

3,943 : 1,921 
l 
1 
l 
I 

en prese'nce 
de 2 pg/ml de PLL .-..--..-- ------,--  

! 
A t 

b 

t 
1 

2,028 40,953 
l 

l 

1 

l 

2,726 0 
I 
I 
1 



Les résultats r e p r t e s  dans l e  tableau no V1: mntrent i c i  

aussi une action favorable de la PLL e t  de la P U .  : les noyaux comrrrt les 

protoplastes entiers doivent donc présenter un complexe DNA- adjuvant 

identique. Le temps de 60 m h  semble être  celui qui convient l e  mieux, mis 

nous remrguons une chute très imxprtante des quantités de DNA pénétrés après 

traitement à l a  déoxyribonucléase : mus analyserons plus particulièrement 

cette incidence dans l e  paragraphe suivant. mis d 'ores e t  déjà , mus sorrms 

certains que les noyaux sont susceptibles d'incorporer du DNA exogène. 

Avant d ' é t a i e r  1 ' U-.corpration de EN4 exoçène dans des noyaux 

isolés p r  des gradients de chlmure de cesiun, nous déterminerons ep&irrm- 

talepnent la "densité apprente" dans une solution de chlorure de ces im du DI91 

bactérien e t  du DXA chrmsamique des myaux de  protoplast, PS de tabac. 

5.3.2.1 - Détermination des  "dens i tés  apparentes" du DNA .............................................. 
de Rhizobium m e l i l o t i  ..................... 

Après extraction e t  purification du DNA de l a  souche de Rhizo- 

bium meliloti, nous l'analysons en gradient de C s C l  en présence des deux témins 

suivants ( ~ ~ c i a l i s é s  pr SI-) : 

- DNA de irlimococcus . . . . . . . . de Rensité apparente" 1,731 gJm1 

- Poly (dA - dT) . . . . . . . . . . . . de Bensité apparente" 1,678 g/fi 

La figure no 17 montre un exgnple de détanination de l a  densité 

. du D m  bactérien, nous trouvons après deux déterminations une "densité" de - 

1,721 g/ml p u r  l a  souche 2011 m8 str. 

Pour la détermiration de la densité du DNA de tabac, nous procé- 

dons de m i è r e  identique après extraction du DNA à partir de m p u x  isolés. 



transmit t ance 

FIGURE no 17 : DEZERMJXATION DE LA "DENSITE" CU DPR EfIRUT DE LA SOUCHE DE 

I 
O 

(chaque eac t ion  e s t  analysée autanatiquement en tr arismittarice ) 

5 
P 

1 O .15 20 No de f rac t ions  

La figure no 18 mntre  un exgnple de détermination, e t  m u s  ' 

~ ~ O U V O ~  après deux expérimentations une "densité apparente" de 1,694 g/'i..i 

pour l e  DNA de Tabac. 



densitè 

25OC 

transmittance 

f rac t ions  

FIGURE no 18 : DEXDKïNATION DE LA DENSïTE W DNA MTRAIT DE NOWUX DE . DE PROPLASTES DE TABAC 

(chaque eac t ion  est analysée automatiquansnt en t r anmi  ttançe) 

5.3.2.2 - Etude de l'incorporation de DNA exogène par ........................................... 
des noyaux isolés et analyse en gradients de ............................................ 
CsC1 ---- 

Dans un p x m i e r  tgnps, nous px&iions ccmw pour 1 ' étude di recte  

avec des échantillons de  4 mi au l i eu  de 2 mi, mis a p è s  rinçage avec ou sans 

traitement à la déoxyribonucléase, mus lysons les  noyaux pour récupérer le 

DNA total que l 'on  purifie. L'anaiyse en gradient de chlorure de  cesium de ce 

DNA mt de détmminer la transmittance e t  l a  radioactivité de chaque fractioi; 

Us dosages de radioactivité sont; pratiqués d i r  ectemmt sans précipitation à 

~'ATCA. Eh f i n  de préparation des gradients, mus a joutons 10 g de  Dm mn Y- 
radioactif de Rhizobium ce qui nous permettra après lecture de recomi~î t re  les 

différents pics. 



Trois séries de gradients sont réalisées : 

- En pésence de Pïû, avec ou sans traitement des noyaux à l a  

déoxyribonucléase (Figure no 19) , 

- En présence de Pa, avec ou sans traitment des noyaux à la  

d&xyribonucléase (Figure n020), 

- Ceux tenioins sans P U  ni Pm, avec e t  sans traitenrint à la 

déoxyribonucléase (Figure n021) . 

L'analyse des résultats mntre  CORTE toujours une action favo- 

rable de la PLO et de l a  PLI; par rapport aux témipis ; il sable. di£ f i c i l e  de 

faire un parallèle entre la formation des "complexes" sur les membranes 

cytoplasmiques e t  l 'action des adjuvants au niveau nucléaire : les  actions de 

la FLL e t  de l a  PI;O semblent ê t r e  mirs importantes sur les royaux libres. 

Ces pics de radioactivité sont bien visibles e t  strictement en 

regard de ceux observés en transmittance positionnant à 1,721 g/ml l e  DNA 

bacteien non radioactif. Ils ne sont remarquables qce sur les gradients issus 

des noyaux n'ayant pas subit  de trai-t à l a  déoxyribonucléase : en f a i t ,  

nous remrquons une destruction presque totale .&par l a  déoxyribonucléase du DNA 

endogène e t  étranger des myaux e t  celà se traduit par une disparition des pics 

observés p u r  une densité de 1,694 g/ml. Il e s t  impossible de quantifier exac- 

tement l e  DNA radioactif capturé par les noyaux étant donné les imprécisioils de 

manipuLation dues à 1' extraction e t  l a  purification du DNA ni.zcléaire total : 

, nos résultats ne peuvent ê t r e  interprétés que de façon qualitative . 

la capture de DNA exogène ,par des noyaux isolés, nous perr.st 

d'envisager maintenant des pénétrations nucléaires de DNA étranger par 

des protoplastes entier S. 



F1GUP.S ET0 l?: ~ e n t r i f u ~ d t i o n s  cn gradients  de chlorure de ce~.ur.i 
Q .  du DITA e x t r a i t  de f r a c t i o n s  nuclYzirvs ( i u o l ù e s  .a p2rti . r  

de c a l l u l c s  de Ts!izc),aprBs iccubat isn ovec du 11:A 3~ 

.de R h i z o b l u ~  i . u l i l o V i .  . 
C - Les ëchant i l lons  de 4 ml sont canplèt6s  p a  3 . 1 0 ~  

3 noyaux/nl,10 p / m l  de DliA E e t  2 pG/rnl (le PU2 , -  , - 

- ~:$c!la:il;illon w a n t  s u b i t  ur: t ra i tena i l t  2 l a  
:J 

LL' ) 
-2' 

d ~ o x y r i b o ~ u c l d a s e  ,3: Cchantillon sans tLcll t ~ ~ è r l t  



FIGURE ILTO 20 : Cent r i fuga t io rs  en g r a ù i e n t s  'de cb lûrure  cie cisium 

du 31!8 e x t r a i t  Ge f r a c t i o n s  i c l ~ a i r e s ( i s o 1 ~ e z  5 p a , i r  .:c 

c e l l u l e s  de ~ a ~ o a c ) , a ~ r è s  incuba t ion  avec du 2::A r a d i o a c ~ i f  

de Rhi zobiux rnelilo ti . - 
- Les ë c h û n t i l l o n s  de  4 m l  son t  cornplz'tés par 3 . 1 0 ~  

noyaux/nl,lO p / ~ l  de Ü1;A 'H et 2 pç/rnlde PLL ,,- 

- ~ : é c h a n t i l l p n .  ayant  s u b i t  un t r a i t e r t e n t  2 l a  [g déoxyr ibonuc l~asc  ,B :$chant i l lon s a n s  1;raiterncri-b 



ion 

FIGURE Il0 21 :Centr if t i~at ionr  en gradients  de chlorure de ces iun 
- 

du DEA e x t r a i t  d e  Î rac t ions  nucl8aires(isole 'es a partir 

de c e l l u l e s  de ~ a ù a c ) , a p r è s  incubation avec du BITA 3~ - 
de Rhizobium melil.oti . 

F - Les ëchanti l lons de 4 m l  sont conplètés oar 3 . 1 0 ~  

- A:ëchantillon ayant s u b i t  un traitement à l a  

déoxyribonucl~ase,B:ëchantillon sans t ru i t enen t  



5.4 - EI'UDE DE L ' ~ 0 R P O R A T I O N  N U C m m  DE DNA EXûGENE DE 

RHIZOBIUM MELILOTI PAR DES PIa310PIASTES DE TABAC 

6 
Nouç suivons l ' incorpration par 4,2.10 protoplastes, dans 

14  ml de d i e u  de pénétration en pésence ou en absence de 2 pg de PLL ou de 

Pm, e t  de 10 pg/ml de DNA radioactif de Rhizobium meliloti . 

Nous é td ions  l'inoorpçnation nucléaire en dosant la radioactsiVat< 

avec ou sans précipitation des acides nucléiques après 24 heures de  contact. 

5.4.1.1 - Détermination du DNA t o t a l  capturé .................................. 

lb dosant la radioactivité totale des noyaux sans  précipitation 

à l lATCA, nous prenons en compte l e  DNA total capturé dénaturé ou non. C m e  

précédment, après 24 heures de contact l e s  protoplastes sont t ra i tés  à la 

déoxyribonucléase après lavage dans des milieux à concentrations variables 

en mnnitol. Après extraction e t  purification des noyaux, nous calculons l e  

r d m n t  d'obtention (à partir du nombre initial de protoplastes) puis l a  

radioactivité est directement mesurée (Tableau no ViII) 

TAJ3IEAU no VïII : C;KTANTïTE DE DNA EXCQDE PAR NOYAU APRES ESSAIS D ' I N C O R P O ~ T I O N  
DANS DES FW-)TOPIASTES ENTIERS 

Quantitë de DITA exogène par noyau 
( picogrammes) 

(Les résultats sont exprimés en picogrmes p r  noyau e t  en 

tenant ccxnpte du rendement d 'obtention des noyaux) 

en absence de 

PLL e t  de PU) 

0,055 ' 

A 

en présence de 

2 de PLD 

0,073 

en presence de 

2 ps/ml de PLL 

0,067 



Ijls résultats rapportés dans l e  tableau V I I I ,  mntrent une 

action favarable de l a  Pi0 e t  de l a  P U  mins mquée  que précédemnent, mais 

de toute manière la quantité totale de DNA exogène pénétré par rnyau res te  

très faible e t  ne représente, dans l e  meilleur des cas, que 0,22 % du DNA 

mis en jeu. 

5.4.1.2 - Détermination du DNA é t r anger  non dénaturé .......................................... 
capturé  ' ------- 

~ ~ L I S  procédons exactement c m e  précédenment, rmis la  radio- 

activité est mesurée après précipitation à 1'ATCA du DNA totd mn dénaturé 

des noyaux. (Tableau no M) 

TABLEAU no IX : ml33 DE DNA EXOG;ENE PRECiPDAEILE APRES ESSAI DE CAPTURE SUI? 
PrnTOPIaSTES ENTIERS 

Quantitg de DITA exogehe par noyau 
( picogrammes) 

(Les résultats sont q i m é s  en picocprames par noyau e t  en 

en prësence de 

2 pg/ml de PI0 

O,C64 

tenant ccanpte du rendement d'obtention des noyaux) 

Nous remarquons en comparant l e s  tableaux V ï I  e t  I X ,  que l e  DNA 

en prësence de 

2 rg/ml  de PLL 

0,059 

dénaturé représente environ 20 % du DNA to ta l  capturé. Il faut néanmoins précise 

en absence de 

PLL e t  de PID 

0,042 

que ces résultats sont obtenus avec des valeurs de radioactivité très faibles, 

(225 à 399 c.p.m. p u r  les deux derniers tableaux) ,qui rie mus penrettent pas 

de quantifier avec sureté l e  DNA capturé par l e s  noya-ux ; c ' e s t  ~ > u r c p i  nom 

intaprétons avec une grade  réserve ces dernières valeurs. 



lbus p o c a o n s  camne pur  la mét.iwde directe, mais le nomhre 

total 6es protoplastes est de 15. 106, les autres élémnts c a m ~  l a  PLI. e t  la 

mX> ainsi que l e  DNA bactérien radioactif sont augnentés dans les mêmes 

praportions. Après  isolement e t  lyse des noyaux, le DNA e s t  extrait e t  purifié 

puis analysé grâce à des gradients de CsC1. 

Malheureusement, que ce so i t  en absence ou en présence de PLL 

ou de Pm, les résultats sont décevants : la figure no 22 mus en donne un 

exemple. 

FIGURE no 22 : (XNTRJTJGATION EN GRADIENT DE C s C l  W DNA EXTRAIT DES FXACTIOXS 
NUCLEP.IXLS. ISSUES DE PIIO?DPWTES DE TABAC APRES INCUBATION 
A m  Du DTR RADIOAcrIE' Dl3 RHIZOBIUM MELILMTI 

i 

- Le3 échantillons de 10 m i  de milieu sont complétés par 1,5 10" 

protoplastes/ml en présence de 20 pg/inl de DNA e t  2 pg/ml de PU. 

B. cepern / f~ac t ion  
--o-.o- 

.- 150 

. 100 

- 50 

- U gradient e s t  complété par 15 pg de DNA bactérien non 

marqué. 

O IO 20 30 No de f r a c t i o n s  



Le mxquage du DNA bactérien est trop faible, e t  la quantité 

incorporée par noyau trop petite pour. que l 'on p&sse les  m t t r e  en évidence : 

en effet ,  au niveau des pics caractéristiques, la radiozctivité mesurée ne 

dépasse pas de beaucoup l e  "bruit de ford" . 

L1étuie irdirecte ne pourrait donc être réalisée avec effica- 

cité qu'en uti l isant un DNA bactérien fortement radioactif. 





La capture de M\IA exogène par des pzotoplastes végétaux déperd 

essentiellemnt des conditions expérimentales utilisées, c ' es t  purq~ipi  dans 

un premier temps, nous ccarq.rerons nos méthcdes avec celles de KiGGS et 

col1 (1977 (98) ) qui étudient 1' incapra t ion  par des protoplastes de tabac 

de DNA de Bacillus subtil is  radioactif. 

Nous utilisons lors de nos essais des concentrations en 

plycations (PU e t  PLI;)) de 2 f~g/r~?I alors que l a  plupart des auteurs dont 

HUGHES I (98) uti l isent des doses de 5 pg e t  constatent des m r t a l i t é s  cellu- 

laires de 50 à 60 % après 4 heures de culture. Nos observations sont concor- 

dantes ; mis avec 2 pg/ml les m r t a l i t é s  restent, dans nos essais, ccqr ises  

entre 5 e t  15 8. 

La quantité de DNA exogène miseen contact avec les potoplastes 

varie suivant les é t d e s  de 2 à 20 pg/ml (OHYAMA, 1975 (75)) - BW(I, 1979(99) , 

etc  . . .) ; l e s  phéndnes de. toxicité en présence de plycation n' apparaissent 

gue pur des doses de DNA s@rieures à 100 )~g/nil.. Dans nos travaux nous ut i l i -  

sons des concentrations en acide nucléique de 1 'mdre de 10 p / m l  a p è s  avoir 

S r i f i é  l a  non toxicité de cette concentration (en présence des p l y c a t i ~ n ç ) .  

Cette quantité relati-t élevée est due au faible mq-mge de notre DNA 

bactérien . 

5 
Dans nos échantillons nous utilisons 3.10 potoplastes, ce 

6 qui e s t  léq&.-̂ nt inférieur aux n o w e s  préconisés (0,5 à 1,s 10/-d)  dans 

diverses études. Pour des raisons techniques, (fi l tration des précipités 

d 'acides nucléiques) il nous e s t  inpss ib le  d 'aucpnenter l e  nombre de cellules p x  

échantillon. Nous eqrirmns nos résultats en picoqames p r  cellule ou par 

rûyau, pour établir facilement des ccanparaiçons. 



La cinétique cl'  incorporation du WA exogène par des  poto op las tes 

de tabac mus w n k e  un optimum au terrp?s 2 heures : il y a donc contradiction 

avec les  valeurs obtenues par HüQmç (98) lacs de l'incorporation de DNA de 

Bacillus par des protoplastes de tabac ; pour lui, cette incorparation est une 

fonction linGaire de O à 6 heures en absence de plycat ion e t  en leur 

présence l'optimum est a t t e in t  à l a  quatrièm heure. Il est probable que 

cet te  différence ne s o i t  due qu'à une dénaturation in t ra -cybplasmip  plus 

rapide du DNA -de Rhizobium m l i l o t i .  A ce su je t  nous ranarqmns, carne l 'auteur 

c i té ,  une dénaturation très exogène en présence 

d 'un lysat  cellulaire. 

S i  nous ccmparons nos résul ta ts  avec ceux d 'OHYAMA en 1972 (75) 

concernant l'incarporation par des protoplastes d ' A m i  visnaga de DNA 

dtEcherichia coli ,  nous remarquons quelques s imi l i tdes .  Il m e t  en évidence 

une incarpration de 0,2 % du Dm exogène insoluble dans descellules végétales, 

ce t te  valeur passe respectivement à 2,s puis 4 % en présence de  P U  ou -PLO. 

Par contre, lors  de nos essais nous obtenons dans l e s  mes corditions 0,7 ; 

Malgré nos pourcentages plus c e r t a i n e n t  dus à 

l ' u t i l i sa t ion  de DNA d e  Rhizobium, .nous obtemns des valeurs p ropr t iomel les  

à celles d '0- (75) en présence ou en absence de polycations . 

mus constatons une destruction de 50 à 75 % du DNA exogène 

capturé pr hydrolyse cytoplasmique ce qui corresprd aux 80 % constatés j>ar 

I-IUGF-TS (98) ; ses travaux mettent en évidence une incorporation de 0,2 à 2,2 

picoqanunes par cellule de  DNA exogène, alors que chez nous ces valeurs sont 

de l 'ardre d e  0,24 à 1,95 : ceperdant nous n'effectuons aucune correction en 

fonction de  la martalité des pro-bplastes, ce qui n'est pas le  cas p u r  ce 

dernier auteur qui est obligé d'en tenir q t e  puisque 60 % de ceux-ci 

éclatent en présence de  P i 0  ou de  PLL. Par une é t d e  rapide HUQ-IES (3E) 



mntre  que par myau,il  e s t  i n c m p r é  0 , l  picogramme du ïXXA exogène capturé 

par cellule en absence de p lyca t ion  ; dans nos essais mus n'en trowons 

que 0,055 picogramne. 

LIEBKE e t  HESS en 1977 (89) é t d i e n t  d'une façon plus rigoureuse 

les incorparations de  DNA exogène dans des noyaux issus de protoplastes de  

. Pétunia dans nos p o p e s  essais e t  pour éviter toutes contaminations, 

les potoplastes sont lavés plusieurs fo i s  e t  t ra i t és  avec de  l a  déoxyribo- 

nucléase. Les auteurs détectent le  DNA exogène après lyse des noyaux isolés e t  

analyse du DNA total insoluble en gradient de  CsC1. Eux-aussi dénontrent qu'un 

t r a i tmen t  à la déo>sribonucléase des noyaux isolés, dénature la to t a l i t é  du . 

DNA ( LIEBKE e t  COU. 1977 (99) ),ce qui va à l'encontre des travaux de 
\ . . 

HOFFMAN (1973 (77) ) qui détecte du DNA exogène dans des noyaux de pétunia 

après un traitenent enzymatique intensif.  Agrès leurs essais de pénétration 

sur des protopLastes LiEBKE e t  HEÇS (89) retrouvent 0,010 picogramw de DNA par 

myau ; en présence de PLL) ce t te  quantité passe à 0,10 p i c o g r m .  Maiheureu- 

serrient, il mus a é té  h p s s i b l e  de  men= à bien nos analyses en gradient de  

CsC1, mis si  mus comparons nos résul ta ts  obtenus par une étilde directe,  avec 

ceux de LIEBKE e t  HESS (89) , nous rerriarqmns une certaine discordance. En e f f e t  , 

en absence de  plycat ion mus retrouvons 0,042 picograrrùre de DNA par noyau e t  

en leur présence, nous ne dépassons pas 0,064 picolprame : l 'act ion des p l y -  

cations est donc mins évidente dans notre é t d e  mais celà peut ê t r e  dû à 

11inp5cision de nos mesures de radioactivité (norixe de c.p.m faible) .  

ïes polycations dont l 'act ion favarable a déjà é té  d h n t r é e  

Las de 1' inccarpration de protéines (KEÇS 1973 (100) ) , et de ~ t i c u l e  virale 

(.FDTOYOSHI e t  col1 1973 (101)) ; s' a&e positive dans nos essais p u i s q ' i l s  

a u p n t e n t  la quantité de DNA exogène extractable des wyaux. Ces résul ta ts  

confirment qu'une pénétration cytoplasmique est possible, mais nous ne PubQrs  

pas ê t r e  aussi  catégorique au niveau nucléaire, dme si les études de EGPI~~ 



et. STERN (1971 (102) ) mntrent que des noyaux isolés peuvent absorbe du DNA 

exogène. En effet ,  nous ne savons pas si le DNA exogène peut ê t re  séparé du 

noyau par lavages répétés ; ccurarir pour les protoplastes entiers il peut y avoir 

adsorption sut l'enveloppe nucléaire de ce DNA exogène e t  nous ne pourrons pas 

différencier l e  DNA adsorbé du DNA capturé. L ' h p t h è s e  forn iée  avec les 

protoplastes entiers peut ê t r e  appliquée aux noyaux, le DNA peut se c q l e x e r  

avec la mnbrane nucléaire e t  m e  nous 1 'avons déjà mntré dans ce travail ,  

il e s t  impssible de déstabiliser cette évenhielle adsorption. Pour l e  m m m t ,  

nous ne pouvons donc pas confimner qcie l e  DNA bactkien trouvé dans l e  cyto- 

p l a m  e s t  réellanent capturé par l a  kact ion nucléaire ; la  seule preuve 

pourrait ê t re  donnée par une é t d e  autaradiographique qu ' i l  nous a é té  

irrrpossible de réaliser,  malgré plusieurs essais avec notze DNA bactérien qui 

mlheureusextmt est .trop faiblenent rrarqué. 

Toutes ces incertitrdes font qu ' i l  n 'est  pas p s s i b l e  de cornpi- 

- rer ces travaux de pénétration avec les résultats de SUZUKI et  TAKEBE (1976 (1( - 
1 ' 

qui d k n t r a i e n t  que le RNA du virus de la l b s a ï q e  du tabac pénétrait facilemen 

dans les  noyaux e t  s ' q i m a i t  ensuite ; il e s t  d i f f ic i le  sans 

preuve de suppser qu'il existe une similituie de compartemnt entre ces deux 

acides nucléiques, l 'un possédant un pouvoir naturellemnt infectieux, l 'autre 

non. 

En dernier lieu, nous préciserons qw s ' i l  nous e s t  p s s i b l e  

de mettre en évidence me incorporation cybplasmique, nous ne pouvons toujours 

pas déterminer l a  quantité exacte de DNA exogène incarpré,  puisque l e  canplexe 

DNA - plycation ;- protmplastes n'est pas complètunent déstabilisable : mus 

comptabilisons donc le DNA absorbé e t  adsarbé c m  le mntraient en 1978 les  

travaux de NAGATA e t  MELCHERS (48). 



La poursuite de ce travail  inpliquerait une d i f i c a t i o n  de 

no*e d è l e  expériiliental. Il serai t  interessant d'obtenir l e s  s pro top las tes à 

partir de tissus ou de cals non chlorophyliiens. En effet ,  l e s  incarporations 

de DNA exogène seraient certainement plus imprtantes en-l'absence de 

chloroplastes, mais surtaut mus aurions mins de difficultés pour les msures 

de radioactivité e t  l a  purification des noyaux p s e r a i t  mins de problèmes. 

Pour le matériel bactérien, nous avons remarqué une far te  

dénaturation cytoplasmique. Il es t  p s s i b l e  de l i m i t e r  cet  inconvénient de 

plusieurs manières : 

= On peut envisager l 'u t i l isat ion de DNA plasmidique qui par 

sa configuration mléculaire (Lvw;2üIN e t  KNX> 1977 (104) , FEïWGi!JDEZ e t  coll.  

1978 (105) ) sera i t  certainement mins dénaturé par les  nucléases cellulaires. 

Nous avons pratiqué guelques essais pcélirrinaires avec du DNA p l a d i q u e  de 

Rhizobium meliloti, mis les traces de chlorophylle rendent pour l ' instant  

impssible sa mise en évidence par électrophorèse. 

- On peut envisager l 'u t i l isat ion de DNA protégé dans des 

vésicules l i p i d i p s  : LURl;rUïN en 1981 ( 106. ) déniontre une incorporation 

pss ib le  de ces vésicules dans l a  chrcnnatine nucléaire des protoplastes de 

tabac. 

- Une autre possibilité consiste en l 'u t i l isat ion de vecteur 

tel l e  plasmide T i  dlAgrobacterium tumefaciens qui peut être transféré, 

s'intégrer e t  s'-ber en tantque D S  étranger dans une cellule végétale 

s e r i e u r e .  Il est donc envisageable par des techniques de clonage de cons&uirt 

un plasmide hybride (DAVEY e t  aiil 1980 ( 107) ) . e t  de 1' iratégrer dans l e  cjéncane 

cellulaire d 'une plante hate, mais l a  démonstration qui consiste en l a  mise en 

évidence de l'expression des cellules a insi  transformées n 'es t  pas ena-e  Eaite 
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