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ANA : acide naphtaléne-acétique
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BAP : benzyl amino purine
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dCTP : désoxyribocytidine tri-phosphate
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PVP : polyvinylpyrrolidone

REV : vésicule obtenue par évaporation de phase inverse
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T-DNA: DNA transféré
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TCA : acide trichloracétique
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I1 y a environ 10000 ans, en Inde et en Afrique, les premiers pas
dans l'agriculiure s'accompagnaient aussitdot d'une amélioration des
espéces de plantes utilisées alors pour l'alimentation, c'est & dire
les céréales, principalement le riz. En effet, les grains ne pouvaient
étre récoltés pour les semis que s'ils se maintenaient sur les épis aprés
maturation, caractére peu fréquent chez les gramindes sauvages. Le main-
tien des graines sur 1l'épi fut donc le premier critére de sélection
appliqué inconsciemment par les femmes du néolithique (223 . Pendant des
sidcles, le choix des graines pour perpétuer les cultures ne cesse d'ac-
croltre la distance génétique entre les plantes cultivées et les espéces
sauvages dont elles sont issues. C'est probablement & partir de 4000 avJC
que l'on commenga 2 pratiquer la sélection individuelle, par des croise-
ments empiriques dans le seul but d'améliorer les espéces cultivées. Le
critére de sélection était l'abondance de la récolte. Les découvertes de
Gregor MENDEL, dans les années 1860, posent les fondements de la trans-
mission des caractéres au fil des générations. Ce n'est qu'au début du
xx°® sidcle que l'exploitation de ces résultats marque le point de départ
du développement de la génétique des populations dont HARDY et WEINBERG
établissent les lois. La généralisation des techniques de croisement et
l'application des concepts de la génétique des populations entrainent un
Adveloppement considérable des productions végétales au cours du siécle.
Un examen attentif de cette progression montre qu'elle est en relation
étroite avec 1l'évolution des pratiques culturales et de l'incursion de

la chimie dans l'agriculture.

L'augmentation de la productivité a malheureusement trop souvent con-
duit & une dépréciation de la valeur nutritive et de la qualité gustative
des produits agricoles qui s'ajoutait & une sensibilité accrue des plantes
aux parasites. Ces critéres, négligés d'abord devant la nécessité d'adap-
ter les cultures aux techniques agricoles, se sont révélés d'une impor-
tance capitale & long terme. Il s'ensuivit, dans les années 70 seulement,
une prise de conscience générale des dangers possibles d'une "amélioration"
aux objectifs incertains. On se mit alors & rechercher des caractéres
dans les espéces rustiques de productivité faible, en vue de restaurer
. dans les variétés cultivées, une diversité génétique qu'une sélection
exhaustive avait fait disparaitre. Simultanément, la mise en évidence du
support biochimique de 1'hérédité, le développement rapide des techniques
Ae manipulations génétiques apportaient de nouvelles perspectives qu'en-

couragdrent bientdt les premiers succés dans l'amélicration des micro-



organismes et leurs applications. En 1983, on parvenait & intégrer des
génes bactériens dans le génome d'une plante. Il s'agit 1, non plus d'un
brassage génétique intra-spécifique comme dans les croisements classiques,
mais d'un apport a la plante de caractéres dont certains, comme la fixation

de l'azote atmosphérique, pourraient présenter un grand intéret.

L'importance du choix des objectifs avant l'application des méthodes
de sélection varidtale vient d'étre évoquée. Les conséquences néfastes des
impératifs assignés par la société industrielle aux sélectionneurs ont ame-
né ceux-ci & reconsidérer leurs priorités. Les travaux réalisés i ce jour
pour l'amélioration génétique des plantes cultivées dans les pays en voie
‘de développement sont peu nombreux. On peut donc envisager autrement la
stratégie. Des améliorations pourraient &tre réalisées dans ces pays ol
il s'agit non pas de produire des excédentsmais d'accéder i l'auto-suffi-
sance alimentaire. L'adaptation des plantes & la sécheresse, & des milieux
salins, leur valeur nutritive sont des caractéres la-bas plus importants
que la couleur ou la forme des fruits. Ils mettent en jeu de nombreux ge-
nes; la sélection varidtale par les moyens habituels est pour cela la
seule utilisable. Par contre, l'enrichissement d'une espéce de plante en
certains acides aminés indispensables, par le transfert d'un géne codant
pour une protéine riche en ces acides aminés, ne peut étre obtenu que par
la mise en cuvre des techniques récentes de manipulations génétiques; de
méme 1'obtention de variétés résistantes & des parasites. Une poursuite
de l'amélioration des plantes par les moyens éprouvés peut maintenant
étre menéde de pair avec le développement, au niveau fondamental, de mé-
thodes que nous qualifierons de "non conventionnelles". La revue de ces
méthodes fera l'objet de notre étude bibliographique, ainsi que quelques
aspects de la biologie moléculaire des plantes. Nous exposérons ensuite
nos travaux concernant le transfert d'un géne dans des protoplastes et

la régénération de plantes entiéres.



BUT DU TRAVAIL

Au moment ol commence cette étude, aucune méthode ne permet la
transformation de protoplastes par des petits plasmides vecteurs. Des

génes hybrides constituds du promoteur du géne nos d'Agrobacterium

tumefaciens et des génes nptlIl et cat viennent d'étre comstruits (113).

Une étude réalisée au laboratoire par L. CASSIER ( 38 ) a montré qu'une
dégradation importante du DNA s'opére au contact de protoplastes. Par
ailleurs, les travaux de LURQUIN réalisés depuis 1979 démontrent l'effet
protecteur’des liposomes sur le DNA lors de l'incubation avec les proto-
plastes. Notre travail va consister & définir les conditions d'utilisa-
tion des liposomes pour le transfert de génes dans des protoplastes de

mésophylle de tabac.



~etude bibliographique




Une méthode de transformation génétique des plantes a été mise au

point par l'utilisation d'une bactérie phytopathogéne, Agrobacterium

tumefaciens. Une autre voie pourrait faire intervenir le virus de la

mosaique du choux-~fleur (CaMV).

Ces deux approches seront d'abord présentées, puis suivra une re-
vue des réalisations et perspectives offertes par les fusions de proto-
plastes de cellules végétales, daﬁs l'optique de l'amélioration et de
la génétique des plantes. Aprés une revue des méthodes de transformation
génétique des protoplastes, quelques aspects de la biologie moléculaire

des plantes seront évoqués.

I. - LES MICRO-CRGANISMES VECTEURS DE GENES DANS LES PLANTES

A. - Agrobacterium tumefaciens

1. - Mise en évidence d'un plasmide de virulence

Agrobacterium tumefaciens est une bactérie phytopathogene

provoquant l'apparition sur les tiges de dicotylédones d'excroissances
tumorales appelées "crown galls" (254). En 1974, SCHELL et al. mettent

en relation ltactivité tumorigéne de la bactérie et la présence d'un
plasmide de grande taille qu'ils appellent "Ti-plasmid" (tumor inducing)
(300). L'implication de cet élément génétique est confirmée peu apreés
(280,289). MOREL et al. avaient remarqué que le développement des crown-
galls sur la plante était concomitante avec l'apparition dans les tumeurs
de composés particuliers, voisins des acides aminés, les opines. Ils
mirent en évidence deux principaux types d'opines : octopine et nopaline.

Les bactéries du genre Agrobacterium sont capables d'utiliser 1l'un ou

l'autre de ces composés comme seule source de carbone et se classent
ainsi en deux groupes taxonomiques (224). Une relation était donc déja
démontrée entre des manifestations biochimiques dans les tumeurs et les
capacités cataboliques des bactéries. Une poursuite de 1l'étude des plas-
mides Ti prouve leur implication dans le catabolisme et la synthése des
opines ( 23 ). D&s lors, un modéle se dessine, celul du transfert et de
1l'expression dans la plante du plasmide de virulence (Ti) ou de certains

de ses génes. Des études génétiques intensives de ce plasmide réalisées
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grace & l'évolution rapide des méthodes d'investigation, aboutirent 2 la
démonstration de l'intégration dans le génome nucléaire végétal d'un
fragment du plasmide Ti, le T-DNA (transferred DNA) (40 ,239,271). On
pergoit alors la possibilité d'utiliser la bactérie comme vecteur de

génes dans la plante (111).

2. - Organisation génétique du plasmide Ti et transfert du T-DNA

Les différents types de plasmides Ti, d'une taille de 160 2
240 kb (kilo-paires de bases) possédent tous deux régions essentielles
a 1'infectivité des bactéries. Une région responsable de la virulence
appelée "vir" et le T-DNA qui s'intégre et s'exprime dans les cellules
végétales. Des études ont été conduites pour localiser et identifier
les génes de ces deux zones. D'autres régions des plasmides Ti codent

pour les enzymes nécessaires au catabolisme des opines (238).

. La région vir, d'une taille de 30 kb est essentielle au dé-
clenchement de la tumorigénisation.Des mutations par insertion de trans-
posons dans cette zone entrainent le plus souvent la perte de l'infec-
tivité (208). Toutefois, certaines d'entre elles ne font que la res-
treindre & quelques espices de plantes (168). La méme technique a per-
mis d'abord de distinguer dans le pTi A6, cing loci désignés par vir-aA
4 vir-E (147), puis un sixiéme, vir-0 (116). D'autres ont été ensuite
localisés (122). Des mutations dans les régions vir-A et vir-C entrai-
nent une modification du spectre d'hdote des bactéries (298). Le géne
vir-E, qui n'est pas nécessaire au transfert du T-DNA (87 ), serait im-
pliqué dans le processus d'intégration du T-DNA dans le génome de la
plante. A 1'exceptiond’'un gdne impliqué dans la synthése de 1'acide
indol—}-acétique (166), aucun rdole biologique précis n'a été attribué
aux génes de la région vir bien que quatre protéines aient été mises
en évidence (103). Une région de 5 kb provenant d'une souche synthé-
tisant l'octopine est capable d'induire dans des tissus de Kalanchoe,
la synthésede nopaline par une souche en produisant habituellement trds
peu (220), Cette région serait l'homologue de la région vir-F décrite
par d'autres auteurs (122). Une mutation dans un locus chromosomigue,
appelde ros a été démontréeitre responsable de l'activation de deux
génes de la région vir du plasmide Ti (44 ). Ce géne chromosomique

agirait en levant une répression exercée sur les génes vir.
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On ne sait si certains génes de la région vir s'expriment
dans la plante. OKKER et al. (214) ont mis en évidence l'effet inducteur
d'une substance végétale, probablement une protéine, sur le géne vir-C.
Lteffet se manifeste au niveau du promoteur du géne. Récemment, des mo-
lécules produites par des plantes au niveau de blessures ant été iden-
tifides comme activant l'expression de génes de la région vir (258,22 ).
I1 s'agit de composés phénoliques comme 1'acétosyringone ou l'd~hydroxy-
syringone intervenant dans la reconstruction des parois des cellules
végétales endommagées. Ces molécules présentes dans les exsudats raci-
naires seraient les signaux reconnus par les bactéries tumorigénes
capables de déclencher le proecessus de virulence. Le fait que l'acéto-
syringone active l'ensemble des génes de la région vir et que l'acti-
vation n'a pas lieu sur les bactéries possédant des mutations dans la
région vir-G suggére que ce composé active la protéine codée par le
géne vir-G qui inhiberait ensuite la transcription de l'ensemble des
génes de virulence (258). Ce modéle est confirmé par 1'homologie de la
protéine codée par le géne vir-G avec plusieurs protéines de régulation

d'Escherichia coli. La poursuite de ces études devrait apporter des

précisions sur les mécanismes del'infection, la spécificité d'hdte.

La structure du T-DNA est mieux connue. Cette région, que l'on
retrouve intégralement dans les tissus végétaux infectés est impliquée
dans les manifestations et le maintien de 1l'état tumoral. Sa taille
est d'environ 23 kb. On la subdivise en trois zones : le TL-DNA (gau-
che), TC-DNA (centrale) et TR-DNA (droite).

Les génes situds au niveau du TL-DNA des plasmides a octopine
peuvent &tre classés en deux groupes principaux (88 ,162). Les premiers
sont impliqués dans la suppression de la formation de bourgeons ou de
racines dans les tissus tumoraux (tms ou shi; tmr ou roi) et les seconds
sont responsables de la synthése de l'octopine (ocs). L'étude des plas-
mides & nopaline montre que la majorité des transcripts sont communs
aux deux types de plasmides (291,136). Le géne nopaline synthase y
remplace le géne ocs dans la partie droite du TIL-DNA; il est respon-
gsable de la synthése de la nopaline & partir de l'arginine. Un géne
nommé ons situé a proximité des génes nos ou ocs, serait responsable
de la sécrétion des opines (193). Certaines régions du T-DNA intervien-

draient aussi dans la spécificité d'hdte (299).
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Des mutations au niveau des loci tms et tmr entrainent respec-
tivement 1'émission de bourgeons et de racines par les tumeurs induites
par les bactéries mutantes. L'apparition de ce phénotype est en corréla-
tion avec des modifications de la balance hormonale cytokinine/auxine
dans les tissus tumoraux ( 1 ) et neut 8tre supprimée par l'addition
au milieu de culture, d'hormones (216). Le caractdre tumoral des tissus
transformés provient donc d'une modification du métabolisme des hormones
de croissance. Ceci est confirmé par l'analyse de la structure primaire
des protéines codées par les transcripts 1 et 2 du lecus tms, aprés dé-
termination des séquences nucléotidiques des deux régions. L'analogie
de la premi2re protéine avec la p-hydroxybenzoate hydroxylase de Pseudo-

monas fluorescens suggére qu'elle serait capable d'augmenter l'effet de

1'AIA en bloquant sa décarboxylation (148). Une z2utre hypothdse est son
rdle dans la synthése de l'indole-3-acétamine (132 ,273) alors que la
deuxidme protéine transformerait ce produit en ATA (242), Cette deuxi-
dme hypothése est confirmée par l'observation de l'accumulation d'in-
dole-3-acétamine dans des plants de tabac transformés par le géne 1 (283)
et par l'identité fonctionnelle du géne 1 avec le géne codent pour la

tryptophane. 2-mono-oxygénase de Pseudomonas savastanol ( 71) ainsi que

par l'identité du géne 2 avec le géne codant pour l'indole-3-acétamine

oxydase de Pseudomonas savastanol (242,272). D'autres génes imnliqués

dans la synthése de 1'ATA sont présentsdans la région vir (166),

La détermination de la séquence nucléotidique du TL-DNA a
montré que les gdnes présents dans cette région possédaient tous les si-
gnaux nécessaires 2 leur transcription par la RNA polymérase II des eu-
caryotes (149, 91 ). Les signaux sont, en position 5', une séquence
"TATA box" ou "Goldness-Hogness box" localisée entre 25 et 30 bp en
amont du codon de départ de la traduction, d'une séquence "CCAAT" pré-
cédant la premiére de 40 & 50 bp. En 3', on trouve des séquences poly-
adénylées parfois précédées, comme dans les génes nos et ocs, de l'hexa-
nucléotide MAATAAA™ que l'on retrouve en terminaison de la plupart des
génes eucaryotes ( 30), C'est la structure particulidre de ces génes
bactériens qui rend possible leur expression dans la cellule végétale.
Ceci pose la question de leur origine. L'homologie constatée entre cer-
taines régions du T-DNA et le DNA d'espéces végétales (290,84 ) 1tim-
plication de certains génes dans les voies métaboliques des plantes té-
moignent en faveur de leur origine eucaryote, & 1l'image de celle des

virus oncogénes.
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La séquence complédte des 22874 bp du T-DNA d'un plasmide a
octopine a été réalisée ( 8 ). Elle fait apparalire deux zones de nature
eucaryote, le TL-DNA et le TR-DNA et une, le TC-DNA de nature procaryote.
Chacune de ces zones est limitée par des séquences particuliéres de 24
bp orientées différemment. Les bordures gauche at droite = du T-DNA de
différents plasmides Ti possédent des séquences homologues de 10 a 12
bp (295). La bordure droite paralt indispensable au transfert du T-DNA
dans la cellule végétale (217)., Le mécanisme de ce transfert est encore-
inconnu. Une analyse des structures du T-DNA observées dans des clones
transformés laisse & penser qu'une étape de réplication du T-DNA précé-
derait son intégration dans le génome de la plante (281). Des séquences
situées 3 1l'extérieur du T-DNA pouvant &tre introduites dans la plante
(135), la question du passage du seul T-DNA ou de la totalité du plas-

mide Ti reste posée.

3. = Transfert d'un géne par le T-DEA

Une premiére étape pour le transfert d'un géne dans la plante
consiste & l'intégrer entre les bordures du T-DNA du plasmide Ti, dans

la bactérie Agrobacterium tumefaciens. Le protocole doit contourner

les difficultés suivantes : la grande taille du plasmide Ti qui empé-

che une manipulation directe et l'absence de sa replication dans E. coli.
ILa méthode suivante peut 8tre utilisée ( 10) : un fragment du T-DNA pos-
sédant un site unique de restriction pour une certaine enzyme est clo-
né dans un plasmide vecteur courant d'E.coli. Le g®ne a transférer est
1ié 3 un marqueur sélectionnable dans la plante. L'association gine-
marqueur est ensuite intégréedans un plasmide vecteur & large spectre

d'hdote, tel le pRK290, capable de transformer A. tumefaciens. La recom-

binaison entre le T-DNA du plasmide Ti de 1'hdote et le fragment homologue
du plasmide introduit par transformation s'opére & une basse fréquence.
La transformation par un plasmide incompatible avec le pRK290 permet

de sélectionner les recombinants, dont le T-DNA posséde le géne a in-
tégrer. Une autre méthode 4vite la nécessité de la recombinaison et

joue sur la complémentation "in trans" de la région vir d'un plasmide

Ti dé1été de son T-DNA et du T-DNA véhiculé sur un vecteur par conju-

gaison d'E.coli & Agrobacterium (117). Uneautre méthode est d'utiliser

le plasmide Ti pGV3850 qui est d§1été de ces fonctions oncogénes et qui
posséde une région homologue au pBR322 entire les bordures du T-DNA (301).
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L'étape suivante est le passage a la plante. Il peut s'effec-
tuer sur des organes tissulaires comme des fragments de tige ou dans des
cellules isolées. Nans le premier cas, l1'infection de petits disques de
tige entralne l'apparition d'une tumeur que l'on peut cultiver. Les
manifestations tumorales empéchent la régénération de plantes entidres,
4 moins d'utiliser des bactéries rendues non tumorigénes par des’ muta-
tions dans le T-DNA. L'insertion du géne & transférer dans le locus tmr
a permis ainsi de régénérer des plantes normales 2 partir de tissus

transformés (9 ,35 ).

La transformation Ade cellules vézétales isolédes est aussi pos-

sible par "co-culture" avec les bactéries Agrobacterium tumefaciens (182,

75 ). Les cellules transformées proliférent, forment des cals qui sont
sélectionnés pour leur capacité & se développer sur milieu dépourvu
d'hormones de croissance, conséquence de l'expression des génes bacté~
riens (152). La régénération de plantes & partir de ces tumeurs est cor=-
rélative de l'utilisation d'un T-DNA dé1été de ses fonctions oncogénes
(301). Toutefois, la greffe des bourgeons d'une tumeur sur une plante
normale permet d'obtenir des graines transmettant le T-DNA & la géné-
ration suivante (189,292), Celui-ci est transmis comme un caractdre
mendelien dominant (219). Toutes ces études, établissant la stabilité

du T-DNA dans la plante et méme son maintien au cours de la reproduc-
tion sexuée, ont été réalisées avec des génes constitutifs du T-DNA.
Parall2lement, des expériences de transfert d'autres génes intégrés

dans le T-DNA n'aboutissaient pas & leur expression dans la plante (33 ,
9 ).

HERRERA-ESTRELLA et al. pmrvinrent, en 1983, a faire s'expri-

mer dans des tissus de Nicotiana tabacum, les génes ocs et cat (chlo-

ramphénicol acetyl transférase du pBR325), placés sous le contrdle du
promoteur du géne nos du T-DNA (113). L'activité des enzymes codées

par ces génes est détectée dans les tissus en culture. L'expression des
génes apportés par le T-DNA n'est donc possible que s'ils sont plagés

a proximité de signaux transcriptionnels efficients dans la cellule
végétale. Toujours plagés sous le contrdole du pnos, le géne aph(3')IL
(adénosyl phosphoryl transférase) du transposon 5 conférant la résis-
tance a4 la kanamycine, le geéne dhfr (dihydroxyfolate réductase) du Tn7
conférant la résistance au méthotrexate, s'expriment dans les cellules

végétales (112,19 ,74 ). L'utilisation, dans ces expériences, d'un T-DNA
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non tumorigdne a permis de régénérer des plantes a partir des tissus

ou des cellules transformés ( 54 ,124). Dans tous les cas cités, le géne
introduit est transmis & la descendance comme un caractére dominant.
L'intégration du gine de la phaséoline du haricot placé sous le contrdle
du promoteur du gdne ocs aboutit & son expression dans des tissus tumo-
raux de tournesol (202); par contre, les gines de l'ovalbumine et de
l'a-actine ne s'expriment pas, bien que le premier soit transcrit (150).
On voit donc l'importance des signaux de transcription pour 1l'expression
des génes apportés & la plante et l'intérét de l'utilisétion de la bac-

térie Agrobacterium tumefaciens pour étudier ce phénoméne. Des promo-

teurs de génes du T-DNA ont été aussi utilisés pour la construction de
petits plasmides vecteurs destinds au transfert de génes dans les plan-
tes par des méthodes directes ne faisant pas intervenir Agrobacterium
(89,53 ,285).

Les premiéres tentatives d'application pratique sont signa-
lées par VAN MONTAGU (282) et consistent en l'enrichissement du flageo-
let du Brésil en acides aminés soufrés par l'intégration a son génome,
du gdne codant pour une protéine de la noix du Brésil. D'autres travaux
auraient abouti & l'obtention de plantes résistantes & des herbicides
tels que le glyphosate ou l'atrazine (183) mais aucun résultat n'a &té
publié a ce jour. )

Des méthodes simples de transfert de génes hybrides dans les

plantes par Agrobacterium tumefaciens ont été mises au point. Elles

stappliquent & des cellules en culture (2,3) ou & des disques de feuil-
les (125) & partir desquels la régénération de plantes entieres est pos-
sible. L'extension des applications de ces méthodes est limitée par les
possibilités de régénérer des plantes & partir des cellules ou des tis-
sus enAculture et par le spectre d'hdte des bactéries du genre Agrobac-
terium qui ne s'étend pas au delad des dicotylédones. On signale toute-

fois les premiéres réussites de l'expression de génes du T-DNA dans des
monocotylédones (123) . La transformation de protoplastes de riz a

méme &été obtenue par co-culture avec Agrobacterium tumefaciens ( 6 ).

La figure 1 illustre la possibilité dtutiliser Agrobacterium pour le

transfert de genes dans des cellules ou des tissus végétaux.
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Fig. 1 - Méthodes pour le transfert d'un géne x a une plante
par Agrobacterium tumefaciens. D'aprés ZAMBRYSKI et al. (301),
FRALEY et al. (75), HORSCH et al. (125).
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B. - Le virus de la mosaique du chou - fleur

Le virus de lamosaique du chou - fleur (CalMV) est 1'un des rares
virus des plantes & DNA, c'est pourquoi il a été préssenti comme pos-
sible vecteur de génes. Le génome circulaire, & double brin, a une
taille de 8 kb et poss&de trois discontinuités de quelques bases (286,

231). I1 a été cloné dans Escherichia coli (266) et sa séquence nucldo-

tidique déterminéde (77 ,86 ). Celle-ci fait apparaitre la présence de
six régions codantes principales et de deux plus petites. Le génome

peut s'organiser sous la forme de "mini-chromosomes" dans la cellule
végétale (215,191). Sa structure est alors proche de celle de la chro-
matine. L'analyse des RNAs révéle l'existence de deux types principaux :
1'un de la taille du géneme entier, l'autre de 1,9 kb (47 ). On trouve
également plusieurs autres types, plus petits, polyadénylés (45 ). L'in-
fection des plantes en culture se fait par incision des feuilles. Les
virus se propagent ensuite dans toute la plante. L'infection de proto-
plastes a été aussi réalisée (126,297,186). Le DNA isolé est infectieux
ainsi que le DNA cloné, & condition qu'il soit coupé du vecteur (160),
Les virus dans la cellule végétale sont inclus dans une matrice, cons-
tituée principalement de la protéine P66 codée par le géne VI du virus
(293). Celle-ci interviendrait aussi dans les premiers stades de la mul-
tiplication du.virus (80 ). Le géne I code pour une protéine nécessaire
4 la transmission du virus par les aphides (167). La principale protéine
de l'enveloppe est codée par une partie du géne IV (;"7-). Des mutations
dans toutes les régions codantes, i41l'exception de la région I, entralnent
la perte de 1l'infectivité des virus (127). La mise en évidence d'une
transcriptase réverse codée par le gine V (287,155,268) dans les feuilles
infectdes, a conduit & envisager le modéle de cycle suivant (225,131) :
aprés pénétration du virus dans la cellule végétale, le DNA viral par-
vient au noyau. I1 y est transcrit en un grand RNA par la polymérase IL
Le RNA passe dans le cytoplasme ol la transcriptase réverse catalyse la
synthése d'un brin de DNA. La comnstruction du deuxiéme brin est suivie

de 1l'encapsidation ou du retour du DNA dans le noyau (figure 2).

L'ensemble des caractéristiques énoncées font que l'on a envisagé
d'utiliser le CalMV comme vecteur de génes dans la plante (128,119)., Un

inconvénient par rapport au systéme utilisant Agrobacterium tumefaciens

est la taille limite du fragment inséré qui doit tenir compte de la ca-

pacité d'encapsidation du virus. Les premiers essais fixérent cette -
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Fig. 2 - Le virus de la mosaique du chou-fleur. D'aprés HULL et
COVEY (131). A. - Organisation génétique. Les régions codantes sont
numérotées de I & VII. B. - Cycle de multiplication dans la cellule.

A : assemblage; mc : mini-chromosome; T : traduction; t : transcription;

tr : transcriptase réverse.
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limite & environ 250 bp (99 ). D'autre part, le DNA viral ne s'intégre
pas dans le noyau, emp®chant ainsi la transmission d'un géne au dela

de la méiose, donc son maintien dans la descendance. La spécificité
dA'hdte est limitde & certaines esveéces de crucifdres. L'expression du
géne dhfr du plasmide R67 d'E. coli a été néanmoins obtenue apres trans-
mission & la plante par le CaMV ( 31 ). Ce géne a été inséré aprds dé-
1létion totale de la région codante II du virus. La synthése de l'enzyme
est détectde dans les feuilles mais l'expression du géne s‘'efface apras
plusieurs cycles d'infections sans doute a cause de réarrangements dans

le DNA viral.

Le promoteur du géne VI (227, 7 ) et le promoteur 35S (209) du
CallV ont 8té utilisés pour la construction de génes hybrides capables
de s'exprimer dans la cellule végétale. L'intérét des virus pour le
transfert de génes dans les plantes apparalt limité & certains auteurs
a4 cause des fréquences d'erreur élevées mesurédes lors de la réplication
du RNA viral (284). Cependant, le géne bactérien cat s'exprime fortement
dans des cellules de céréales aprés son transfert par des RNAs messagers
synthétisés dans E. coli & partir des cDNA des RNA du "brome mosaic vi-
rus" (BMV) ( 79 ). Ceci montre que des virus & RNA peuvent &tre aussi

utilisés pour le transfert de génes.

II. - LES PROTOPLASTES CCOMME OUTIL GENETIQUE

A. - Intéréts et limites de 1l'utilisation des protoplastes

Les protoplastes obtenus & partir de tissus végétaux sont des
cellules isoldes et dépourvues‘de paroi. De ce fait, leur relation
avec le milieu extérieur devient plus étroite et la seule barridre
subsistant est la membrane cytoplasmique. Les méthodes de transfection
utilisées pour les cellules animales deviennent donc envisageables. Des
fusions cellulaires sont aussi possibles. La capacité de cultiver si-
multandément un nombre élevé de cellules permet d'appliquer des techni-
ques microbiologiques comme la sélection de mutants. Outre les possi-
bilités nouvelles pour 1l'étude de la physiologie de la cellule végétale,
par exemple la formation de la paroi, l'isolement de composants cellu-

laires ( 85), 1'intérét majeur des protoplastes en culture est leur
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propriété de former des colonies tissulaires, des cals puis des plantes
entidres, manifestations de la totipotence cellulaire. La régénération
de plantes entidres ne concerne encore que peu d'espéces localisées sur-
tout dans la famille des Solanacées. Dans d'autres familles, la carotte,
le tournesol, l'endive, le chou, etc..., ont aussi été régénérés. Les
plantes de grande culture comme les céréales et beaucoup de plantes
utilisées dans 1l'alimentation humaine ne sont pas actuellement régéné-
rables. L'obtention de protoplastes est parfois méme impossible. Aucune
importante variété de plante née de la culture de protoplastes n'a en-
core $té produite. Ceci n'en incombe pas seulement aux difficultés a'é-
tendre les techniques de culture in vitro & de multiples espéces, mais
aussi au manque de perspectives pratiques encore offertes par l'appli-
cation des méthodes de transformation génétique aux protoplastes. Ces
méthodes, que 1l'on commence & développer, comprennent l'isolement de
mutants, les fusions somatiques et toutes les techniques de transfec-
tion, que nous évoquerons dans la quatriéme partie et auxquelles on

’,

peut ajouter l'utilisation des microorganismes traitée précédemment.

B. - Isolement de mutants

TLa possibilité de maintenir en culture un grand nombre de cellules
permet d'appliquer une sélection massale de mutants apparaissant a des
fréquences faibles (180). Le taux de mutations spontanées pour un carac-
t2re monogénique ne dépasse jamais 10-5 (178). On peut toutefois aug-
menter ce taux jusqu'a 107> par des traitements aux agents mutagénes
( 27). L'étatdiploide de la cellule végétale ne permet pas de sélection-
ner directement les mutants récessifs. Ce handicap peut &tre levé par
ltemploi de lignées haploides obtenues a partir de cultures d'anthires.
Le terme de mutant ne doit &tre retenu que pour les variants transmet-
tant le caractdre muté & leur descendance. On peut alors déterminer si
le caractére apparu est dominant, récessif, ou intermédiaire, ou s'il
est transmis par voie maternelle. Dans le cas ol la variation n'est pas
héréditaire, il s'agit de phénoménes épigéniques. Un autre probléme
réside dans le maintien du caractére muté, au cours de la régénération.
L'expression au niveau cellulaire s'efface parfois au cours du passage

\

a la plante entidre.
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Les premiers mutants ont été des lignées auxotrophes de Nicotiana

tabacum (36 ). Par la suite, ont été isolées des cellules résistantes i

certains acides aminés comme la valine (26 ), la lysine et la thréonine
(115), ou & des antibiotiques comme la streptomycine (50 ), la lincomy-
cine (179). L'étendue des applications agronomiques est limitée par la
possibilité de sélectionner les mutants. De plus, la plupart des carac-
tdres intéressants mettent en jeu de nombreux génes; leur modification
ne peut &tre obtenue simultandment. Toutefols, des lignées résistantes
3 un agent pathogdne peuvent étre sélectionnées par mise en contact avec
la toxine responsable. C'est 2 partir de cultures de tissus que furent

obtenus des plants de mais résistants & Helminthosporium maydis, cham-

pignon pathogéne (90 ). Des plantes résistantes & des herbicides tels
que le picloram ont été aussi obtenues (39 ) mais le principal intérét
de 1l'obtention de lignées mutantes réside dans la possibilité de les
utiliser dans des expériences de fusion de protoplastes. On posséde
alors des caractidres marqueurs qui permettent de sélectionner plus

facilement les produits de fusion (28),

C. = Les fusions de protoplastes

La reproduction sexude des plantes assure 1l'hétérogénéité 3 l'in-
térieur des espéces. Il existe entre deux plantes d'espéces différentes
des barriéres d'incompatibilité qui empéchent leur reproduction par la
voie sexude. Iz fusion somatique de cellules de plantes dfespsces dif-
férentes permet de lever certaines de ces barri2res et par 13 méme ou-

vre la voie & la transmission de caractéres d'une espéce a une autre.

Selon le type de fusion, on désigne par hybride ou cybride le
produit obtenu. Un hybride résulte du maintien des chromosomes des
deux espéces au cours des divisions de la cellule issue de la fusion.
Cet état est trds instable et on assiste & des translocations ou des
éliminations de chromosomes au cours de la régéndration des plantes.
De plus, l'obtention 4'hybrides possédant les génomes complets des
deux plantes est trés rare. Les cybrides proviennent d'une combinaison
nouvelle noyau-organites cytoplasmiques. On y trouve le génome nuclé-
aire de l'une des espéces associéd aux chloroplastes et aux mitochondries
de 1'autre ou & 1'un des deux types de ses organites seulement. L'intg-

rét de ces cybrides est le transfert d'une espdce a l'autre de lt'infor-
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mation génétique des organites.

Ta mise au point d'une technique de fusion utilisant le polyéthy-
léneglycol (PEG) pour $tablir le contact entre les protoplastes en sus-
pension et la dilution par une solution au pH €levé et riche en ions
calcium entralnant la fusion des membranes s'est avérde applicable & de
nombreuses esp&dces (138). Ainsi, des hybrides interspécifiques ont été
obtenus dans les genres Datura (241), Nicotiana (65 ,278), Petunia
(229), Solanum ( 20), Daucus (62 ), Brassica (240). On remarque que
les genres cités sont ceux dans lesquels la régénération de plantes
entidres est possible; en effet, la régéndération d'un hybride n'est
réalisable que si l'est celle de l'une au moins des deux espéces dont
il est issu. Dans la plupart des cas, la morphologie des plantes hybri-
deg régénérées est intermédiaire et bien qu'elles soient le plus souvent
stériles, leur croisement avec l'une ou l'autre des espeéces est parfois
possible. Cette possibilité dépend de la distance faxonomique entre les
groupes. Ainsi, les hybrides intergénériques sont plus difficilement
régénérables et sont toujours stériles. Des plantes issues d'hybrida=

tions somatiques entre les genres Arabidopsis et Brassica (95), Lyvco-

persicon et Solanum (188), Nicotiana et Petunia (164), Daucus et Aego-

podium ( 63 ) ont été obtenues.

La stabilité des hybrides issus de fusions de protoplastes étant
treés alédatoire, les applications en sont limitées. Toutefois, une tech-
nigque récente consistant en l'irradiation aux rayons ultra-violets des
cellules de l'une des espéces assure le transfert d'une quantité faible
d'information génétigue, qui provoque de ce fait moins de perturbations
chez le receveur. Ainsi la fusion de cellules albinos de Datura avec des
cellules irradiées de Physalis a permis de restaurer de mani2re stable
la synthése de chlorophylle dans les hybrides rdégénérés. Moins de 10%
de 1l'information génétique de Physalis ont été ainsi transférés dans les
cellules de Datura (102). Cette méthode, en évitant les incompatibilités
somatiques apparaissant lors d'un trop grand mélange des génomes, revét

un plus grand intérét.

L'obtention de cybrides, en respectant l'intégrité du génome nuclé-
aire, résulte en le transfert de caractéres d'origine cytoplasmique inté-
ressants (246 ). La méthode consiste & irradier les cellules de l'une des

espéces aux rayons X (302). L'intégralité du génome nucléaire de 1l'autre
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espéce est ainsi conservée dans les produits de fusion. Seuls les orga-
nites cytoplasmiques lui sont transmis durablement. Des recombinaisons
entre les DNAs mitochondriaux peuvent intervenir ( 14 ) alors qu'un tel
événement n'a jamais été signalé dans le DNA chloroplastique (69 ). Le
caractére "™mdle stérile" intéressant pour la sélection variétale est
porté par le DNA mitochondrial dans de nombreuses espices (66 ). La ré-
sistance & certains parasites, antibiotiques, herbicides est plutdt d'to-
rigine chloroplastique (259,190). Tous ces caract®res peuvent donc &tre
transférés par fusion de protoplastes a condition qu'il n'y ait pas d'in-
compatibilité entre le génome nucléaire du receveur et les organites qui
lui sont transmis. De tels phénoménes sont d'autant plus fréquents que la

distance taxonomique entre les deux espéces est grande.

II. - LES LIPOSOMES POUR LA TRANSFECTION DES PROTOPLASTES

A. - Qu'est-ce gu'un liposome?

Un liposome est une entité vésiculaire lipidique élaborée par l'ex-
périmentateur, remarquable par sa capacité & piéger des organites ou des
molécules, par son atoxicité et par sa bio-dégradabilité. De sa composi-
tion en lipides dépend sa charge. Chaque lipide est caractérisé par une
température de transition de phase & laquelle 11 passe de l'état de gel
a4 1'état cristallin liquide. La fabrication des liposomes doit &tre ef-
fectude & une température supérieure aux températures de transition de
phase des lipides utilisés.

La taille et la structure des liposomes dépendent de leur mode de
fabrication. Les liposomes de type MLV (multiiamellaires) et de type IUV
(unilamellaires) ont été utilisés pour l'encapsulation d'acides nucléi~
ques (118, 174). La méthode de préparation des liposomes de type MLV
consiste & déposer au fond d'un tube une mince couche de lipides, par
évaporation du solvant dans lequel 1ils sont dissous. Aprés addition
de la solution d'acides nucléiques, une agitation entraine la formation
de vésicules multilamellaires. La taille des MLV obtenus par cette mé-
thode simple est de 1 & 5 pm de diamétre. La phase aqueuse est emprison-
née entre lea feuillets de lipides. Les liposomes de type LUV peuvent

étre obtenus par diverses méthodes comme celles de la chélation calcium-
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EDTA, 1'injection d'éther, la dialyse de détergent, mais la méthode la
plus utilisée pour l'encapsulation de DNA est celle dite "de phase inverse"
mise au point par SZOKA et PAPAHADJOPOULOS (267) qui forme des liposomes
appelés REV. Aux lipides dissous dans un solvant orgenique, le plus sou-
vent l'éther, est ajoutée la solution de DNA. L'ensemble est soumis aux
ultrasons pendant une courte période, ce qui produit une phase de disper-
sion homogine dans laquelle de petites gouttes de phase aqueuse sont sta-
bilisées par une couche de phospholipides, formant ainsi des "micelles
inversées". lLe solvant est ensuite évaporé sous vide. Il se forme un gel
par le rapprochement des micelles inversées. La poursuite de l'évapora-
tion du solvant entraine la destruction d'une partie des micelles dont

les phospholipides se disposent autour des micelles inversées intactes,
générant ainsi des vésicules constituées d'une bi-couche de phospholipides.
ILa taille moyenne des liposomes de type REV est de 0,4 pm et le pourcen-
tage de phase aqueuse encapsulé est de 20 a4 40%.

Les molécules encapsulées dans un liposome vont eire véhiculées par
lui jusqu'a sa dislocation. Jusque 1lia, les molécules auront été isolédes

du milieu extérieur et protégées par la couche lipidique.

B. - Intérét pratioue des liposomes pour la transfection

L'apport de DNA exogéne & des plantes a d'abord été tenté par in-
cubation des graines dans des solutions de DNA (161). Les auteurs cone
cluaient & 1l'intégration de fragments de DNA bactériens dans les plan-
tules issues des graines traitées. Ces conclusions furent réfutées par
d'autres (16 ) qui démontrérent l'implication possible de contaminants
bactériens dans le déroulement de l'expérience. Par la suite, le déve-
loppement des cultures de protoplastes a conduit & rechercher des tech~

niques de transfection.

Les premiers essais se heurtérent & la mise en évidence de la pé-
nétration du DNA dans les cellules (213). La différence de densité entre
le DNA de la plante et le DNA bactérien permet de repérer celui-ci. On
peut aussi utiliser du DNA marqué par un isotope radiocactif mais ces
méthodes ne distinguent pas le DNA pénétré dans la cellule de celui
simplement adsorbe sur la membrane cytoplasmique. L'isolement de noyaux

pour mettre en évidence la pénétration (165) n'est pas non plus fiable
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car on ne peut exclure une redistribution du DNA au cours de la proce-
dure d'extraction. On signale aussi la forte contribution des protoplas-

tes endommagés dans 1'évaluation de la quantité de DNA délivré (129).

Un asutre probldme est la présence de nucléases environnant les
protoplastes qui peuvent dégrader fortement le DNA exogéne (120). L'u-
tilisation des polycations comme la poly-L-ornithine (PLO) assure une
protection contre les DNases extracellulaires en méme temps qu'elle
augmente l'adsorption du DNA sur la membrane (38,13). La substitu-
tion de plasmides au DNA linéaire permet de mieux évaluer 1l'étendue
des dégradations causées par les nucléases et de leur offrir une plus
grande résistance (171). On constate que des coupures sont opérées
dans les plasmides mis au contact de protoplastes (68 ). On doit donc
avoir recours & un autre moyen de protection. L'encapsulation du DKFA
dans des vésicules lipidiques ou liposomes est apparue comme une bonne
solution & ce probléme (172). Il fallait alors étudier les conditions
optimales d'utilisation des liposomes pour le transfert de génes dans
les protoplastes. La transformation de protoplastes de Petunia par le
plasmide Ti a néanmoins été obtenue sans l'aide de liposomes par DAVEY
et al. (52) et KRENS et al. (152).

C. - Les interactions liposomes-protoplastes

La méthode lz plus utilisée pour l'optimisation de 1l'interaction
protoplastes-liposomes a été 1l'encapsulation de plasmide marqué par un
isotope radioactif et la mesure de la radioactivité lide aux protoplas-
tes apres incubation avec les liposomes. Ainsi, on a mis en évidence
1'influence de la composition en lipides des lirosomes (159 ), du mi-
lieu d*incubation (277), de la présence de PEG (176) etc... Cependant,.,
la validité de la méthode est limitée par le fait qu’elle ne différen-
cie pas les liposomes qui pénétrent dans le cytoplasme de ceux seule-
ment adsorbés sur la membrane plasmique. L'intérét de la mesure de la

radioactivité lide aux noyaux aprés leur extraction est aussi discuta-~
ble (173).

Un progrés consiste en l'encapsulation de subtances fluorescentes
dans les liposomes et le comptage des protoplastes fluorescents aprés

incubation @76 ,175, 51 ). Une méthode plus siire encore est 1'autoradio-
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graphie qui pefmet de situer exactement les liposomes contenant un plas-
mide marqué, aprés incubation avec les protoplastes. On a pu ainsi
soupgonner deux modes d'interaction différents aux MLV et aux REV; les
premiers libérant leur contenu dans la cellule par diffusion i partir

de 1l'extérieur, les seconds pénétrant dans le éytoplasme (177). L'en-
trée de MLV dans le cytoplasme a néanmoins été observée (234). Une dtu-
de ultrastructurale a mis en évidence l'entrée de liposomes de type REV
dans les cellule par endocytose (83 ). La protection des acides nuclé-
iques par les liposomes durant 1l'incubation a été confirmde (277 ,185,210)
ainsi que l'effet toxique de ceux~-ci (174). Toutes ces dtudes ont abou-
ti & 1'établissement des conditions générales assurant la libération de
NNA dans le cytoplasme des protoplastes. Cependant, leur adaptation a
différentes espéces et leur affinage ne pouvaient 8tre réalisés que
grice 3 la mise en évidence de l'expression d'acides nucléiques dans des

cellules en culture.

Ltutilisation de RNA de virus de plantes dont les prodults de la
traduction pouvaient &tre détectés par immunofluorescence, a 4té d'un
grand intérét pour préciser les conditions d4'incubation assurant la
libération optimale d'acides nucléiques dans les cellules. Ainsi, NAGATA
et al. (206) et FUKUNAGA et al. (82) parvinrent 2 obtenir 60 et 807 de
protoplastes infectés par du RNA de virus de la mosalque du tabac. La
méme technique fut utiliséde avec le virus de la rosette du navet (235).
La détection peut se faire aussi par dosage radioimmunologique du virus
produit aprés quelques jours de culture (73 ). Une telle méthodologie
est interessante pour définir les meilleures conditions d'incubation
avant les essais en vue de l'expression de DNA (76 ). Clest aussi ce
qui fut réalisé par ROUZE et al. (237) et peu aprés, cette équipe ob-
tenait l'expression dans des protoplastes de mésophylle de tabac, d'un

gine hybride ccnstitué du promoteur du géne nos d'Agrobacterium et de

la région codante du géne de résistance & la kanamycine issue 4du trans-
poson ™5. La fréquence de transformation est approximativement de
4.107°

nant de la kanamycine (34 ,59).

et les microcals sont sélectionnés directement sur milieu conte-



IV. - AUTRES !ETHODES DT TRANSFECTION DES PROTCPLASTES

La transfection des cellules animales est couramment réalisde
par deux méthodes. La premidre utilise un coprécipité DNlA-phosphate de
calcium (98 ), l'autre un traitement au DEAE dextran/TMSO (265). la
microinjection de DNA dans des oocytes fécondés est également tres uti-
lisde (144 ). Récemment, une méthode comportant un traitement au PEG
initialement mise au point pour la transformation des bactéries et des
levures (145) a été adaptée i la transfection de cellules animales (146).
lLe transfert de gines par impulsions électriques (260) et par laser (154)
a été depuis peu réussi .Les fréquences de transformation varient selon
les méthodes et le type de cellules utilisé; elles peuvent atteindre
1072 (97).

Les premidres méthodes de transformation de protoplastes ont été
mises au point avec le plasmide Ti (152, 52) & une époque ol il n'exis=-
tait pas de gdnes marqueurs utilissbles dans les cellules végdtales. La
méthode de KRENS et _al. (152) a été adaptée quelques anndes plus tard
pour la transformation de protoplastes de tabac (222 227) et de cérdales
(228 ,169) par des petits plasmides vecteurs. Les fréquences de trans-

formation sont de 1070 & 10™7

. Des modifications apportées 2 cette mé-
thode ont permis d'augmenter la fréquence de transformation jusqu'a

10—3 (288)., La méthode du coprécipité DNA-phosphate de calcium appliquée
a4 des protovlastes de mésophylle de tabac donne une fréquence supérieure

3 1077 (105).

Une comparaison des méthodes de transformation de protoplastes
par un plasmide isoléd, encapsulé dans des liposomes ou véhiculé par des
sphéroplastes bactériens a été réalisde en mesurant l'intensité des si-
gnaux d'hybridation du plasmide avec le DNA extrait des protoplastes
aprés les traitements (78 ). Les protocoles d'incubation ont 8té adap-
tés pour qu'au moins 50% des protoplastes survivent aux traitements.
Les résultats présentés montrent que plus de 500 copies du plasmide
sont lides a chaque protoplaste quand ceux-ci sont incubés avec le
plasmide libre ou encapsulé dans des liposomes et 300 copies apres
incubation avec des sphéroplastes d'E. coli portant le plasmide non
amplifiéd. Cette valeur passe a 6500 quend le plasmide est amplifid,

Les interactions protoplastes-sphéroplastes bactériens ont été étu-

dides (184,106) et la transformation e protoplastes a $t8 rdussie en



utilisant des sphdéroplastes d'E. coli possédant un dimére du gdénome
Py em——p——  * Y

du CaMV (269) et des sphéroplastes d'A. tumefaciens (104)., Dans 1le

premier cas, la fréquence de transformation de 8% a été ddduite d'ex-

périences d'immunofluorescence mettant en évidence la synthése de pro-

o+

dines virales aprds trois jours de culture des protoplastes traités.
Dans le second cas, la fréquence de 10 4 indique le taux de colonies
tissulaires capables de se développer sur milieu dépourvu d'hormones

de croissance, conséquence de la transformation par le T-DNA.

Récemment, 1'électroporation, qui consiste 2 soumettre les proto-
plastes en présence de DNA a une impulsion électrique, a conduit & la
transformation de protoplastes de diverses espsces dont le mais (80,

81 ). La fréquence de transformation obtenue par cette méthode semble
8tre plus élevée que par les méthodes citdes précédemment (15 ). L'élec-
troporation a été aussi utilisde pour transformer des sphéroplastes de
levures (140), des cellules entidres de levures (108) et des cellules
végétales entidres (200), Des microinjections de DNA peuvent aussi a-
outir a ltintégration de g2nes étrangers dans le génome de protoplastes

49).

~~ O

Une augmentation de la fréquence de recombinaison homologue dans
les cellules animales est observée quand le plasmide introduit est cou-
pé par une enzyme de restriction au niveau de la région homologue qu'il
porte (153,256), Cependant, l'insertion d'un géne dans un locus précis
du génome n'est obtenu que dans un transformant sur mille apr2s trans=-
formation par un plasmide possédant le géne homologue (255). Dans le
domaine végétal, la transformation de protcplaestes synchronisés au stade

cellulaire M par de l'aphidicoline est obtenue a une fréquencemille fois

supérieure & celle de protoplastes non synchronisds (194).

Les résultats mentionnés ci-dessus montrent que la transformation
directe de protoplastes peut maintenant 8tre réalisde par différentes
méthodes qui en font un outil utilisable pour 1l'étude des régulations
géndétiques des plantes. Des améliorations peuvent probablement encore

étre apportées pour augmenter les fréquences de %transformation.
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V. - STRUCTURES ET REGULATIONS GENETIQUES DES PLANTES

Les plantes ont comme tous les eucaryotes une fraction de leur
génome situde dans les organites cytoplasmiques. Le génome mitochon-
drial des plantes est trés mal connu. Les premiéres études montrent
que des réarrangements fréquents lui donnent une structure trés poly-
morphe et qu'il est souvent constitué d'une population de molécules
circulaires qui sont parfois des polyméres de plasmides de 1 & 2 kb
(167). Le génome chloroplastique est mieux connu. Il est impliqué .
dans le processus fondamental de l'utilisation de l'énergie lumineuse
par les plantes. La structure et les fonctions du DNA chloroplastique -
seront d'abord présentées puis suivra une revue des récentes études de

la régulation de la transcription par la lumiére.

A. - Le DNA chloroplastigue

Le DNA chloroplastique a chez la plupart des espéces de plan-
tes une taille comprise entre 120 et 160 kb et une conformation circu-
laire (221)., Le DNA chloroplastique des plantes supérieures posséde
le plus souvent deux séquences répétitives inversées sépardes par une
région de petite taille et une région de grande taille présentes en

une seule copie.

L'organisation génétique du DNA chloroplastique semble avoir
été hautement conservée au cours de l'évolution (221). La carte généti-
que du génome chloroplastique d'épinard est portée sur la figure 3.

I1 est & noter que des gines sont situés sur les jonctions entre les
séquences répétitives et les séquences uniques (303)., C'est aussi le
cas des génes du tRNAHiS et du rRNA 163 chez le tabac (263). En;plus
des génes mentionnés sur la figure 3, la plupart des génes codant pour
les tRNAs des chloroplastes ont été localisés (211,17 )., La séquence
d'un grand nombre de ces génes a été établie (245). Il apparait que
la majorité des génes codant pour des tRNAs ne possédent Pas d'in=-
tron(212), Cependant, les gdnes du tRNALyS(UUU) et du tRNALeu du ta-
bac possédent respectivement des introns de 2,5 kb et 0,5 kb (264,
296),
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Trois régions capables de promouvoir la réplication autono-
me chez la levure ont été localisées dans le DNA chloroplastique de
Petunia (56 ). L'une de ces régions présente une homologie avec la sé-
quence présumée étre l'origine de réplication du DNA chloroplastique
de l'eugléne et du tabac. Ces régions sont constituées d'une séquence
dtenviron 100 bp trés riche en bases A-T qui peut former grace a des
séquences inversées des structures en "épingle a cheveux", juxtaposée

2 une zone riche en bases C-G.

Une particularité dans la structure du géne codant pour la
protéine ribosomale S12 a été observée chez le tabac. La partie 3' du
géne se trouve dans les séquences inversées du génome chloroplastique
et posséde un intron de 540 bp alors que la partie 5' se trouve dans

la grande région unique, & 30 kb en aval de la partie 3' (275).

L'analyse des introns présents dans différents génes du DNA
chloroplastique a permis d'ajouter un troisidme groupe d'introns (250)
aux deux groupes déja décrits (196). Les séquences proximales et ter-
minales des introns appartenant & ce troisiéme groupe sont proches de
celles des génes chloroplastiques de l'eugléne et des genes codant

pour les protéines nucléaires.

Le géne codant pour le rRNA 165 chez le tabac posséde deux
promoteurs (163). Alors qu'un seul semble utilisé in vivo, les deux
sont reconnus par la RNA polymérase d' E.coli au cours d'essais in

vitro.

La position des génes codant pour les différentes sous-unités
de 1'ATPase des chloroplastes des plantes supérieures est intéressante
a4 comparer avec celle observée chez E.coli. Chez les plantes, cing
sous-unités sur les huit constituant les deux parties de 1'ATPase sont
codées par le DNA chloroplastique. Leur ordre dans le génome du tabac
est le méme que celui des sous-unités correspondantes chez E.coli avec
un espace de 120 kb intercalé entre les génes codant pour les sous-
unités o et B ( 58 ). La séquence des acides aminés de la sous-unité I
de 1'ATPase de tabac posséde 78% d'homologie avec celle du blé et en-
viron 18% avec la sous-unité b d'E.coli (249). Les structures secondaires

de ces protéines semblent identiques chez le blé et chez E.coli.



- 31 =

Les promoteurs des génes du DNA chloroplastique fonctionnent
chez E.coli (151). Des mutations ponctuelles dans les zones en posi-
tion =35 et =10 du géne codant pour la sous-unité @ de 1'ATPase entral-
nent des modifications de la transcription in vitro identiques selon
que la RNA polymérase chloroplastique ou d'E.coli est utilisée ( 29).
La séquence d'autres génes chez d'autres espéces a aussi abouti a la
conclusion que les signaux régulant la transcription des génes chloro-
plastiques sont trés voisins de ceux des organismes procaryotes (248,

101). Ceci est un indice en faveur de la théorie endosymbiotique.

Les génes codant pour la plupart des protéines fonctionnelles
dans les chloroplastes sont situés dans le noyau. Il a été montré que
ces protéines sont synthétisées dans le cytoplasme sous la forme de
précurseurs constitués de la protéine lide & un peptide appelé "pep-
tide de transit"™ qui est capable de transférer la protéine fonction-
nelle dans les chloroplastes. Le peptide de transit de la petite sous-
unité de la ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase/oxygénase (rbc S), de
la protéine de liaison aux chlorophyllesaet b et de la ferredoxine
analysées chez plusieurs espéces ont une longueur de 44 & 57 acides
aminés et possédent trois séquences communes (139). La fusion in
vitro du géne npt I au géne codant pour le peptide de transit de la
rbec S du pois et le transfert du géne hybride & des plants de tabac

par Agrobacterium a eu pour résultat le transfert de l'enzyme npt dans

les chloroplastes (279) ce qui suggire qu'un géne codant pour un pep=
tide de transit peut 8tre utilisé pour transporter diverses protéines

dans les chloroplastes.

La recombinaison dans le génome chloroplastique a été obte-
nue & la suite de fusions de protoplastes (187). Les marqueurs utilisés
ont été la résistance & la lyncomycine et & la streptomycine. Bien que
le transfert d'un géne dans le génome chloroplastique ait été obtenu

avec Agrobacterium tumefaciens (55), une méthode reproductible de

tranafert de génes dans les chloroplastes serait d'un grand intéréet
pour approfondir les connaissances dans ce domaine. Une telle technique
ouvrirait aussi la voie a l'apport aux plantes de caractéres comme la
cepacité de fixer l'azote atmosphérique. On pense en effet que les
chloroplastes seraient les sites privilégiés pour l'expression des
génes nif de Klebsiella (192).
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psaAl psaA2
psbC psbD

psbE
atpH
2 atpF
psbB - atpA
petB
petD

B psbA
rpl2

Pig. 3 - Carte génétique du DNA chloroplastique d'épinard. D'aprés
PALMER (221). atpB, atpE, atpPF, atpH : sous-unités de 1'ATPase; petA :
cytochrome f; petB : cytochrome b6; petD : sous-unité 4 du complexe
cytochrome b6-f; psaAtl, psaA2 : protéines P700 du PSII; psbA : Q-beta
du PSIT ; psbB, psbC : protéines de liaison a la chlorophylle a; psbD:
protéine D2 du PSI; pbsE : cytochrome b-559; rbeclL : grande sous-unité
de la ribulose 1,5~bisphosphate carboxylase; rpl2, rpsi19 : protéines
ribosomales homologues respectivement aux protéines L2 et S19 d'E.coli;
tufA : facteur d'élongation EF-Tu. Les génes codant pour les tRNAs ne
sont pas représentés. Les fléches indiquent le sens de la transcription.
Les zones épaissies du cercle marquent la position des deux séquences

homologues inversées.
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B. - La régulation de la transcription par la lumiére

La ribulose t,5-bisphosphate carboxylase/oxygénase est la
protéine soluble la plus abondante dans les tissus photosynthétiques.
Elle a une fonction importante car elle initie & la fois le cycle de
Calvin et la photorespiration. Elle est constituée de 8 grandes sous-
unités de 53000 D et de 8 petites sous-unités de 14000 D. La protéine
constituant chaque grande sous-unité est synthétisée dans les chloro-
plastes alors que la protéine formant les petites sous-unités est syn-
thétisée sur les ribosomes cytoplasmiques & 1'état de précurseur de
masse molaire 20000. La protéine des petites sous-unités est codée
par un petit groupe de génes nucléaires appelés rbeS. L'expression de
ces génes est régulée par la lumidre et se limite & certains tissus
de la plante (107).

Afin de préciser les connaissances de ce mécanisme, des génes
hybrides constitués de la région 5' d'un géne rbcS associée au géne de
résistance au chloramphénicol (cat) ont été construits et transférés

a4 des plantes par Agrobacterium. Dans tous les cas, la résistance au

chloramphénicol s'exprime seulement dans les plantes exposées a la lu-
miére (114,199). Des délétions dans la région 5' du géne ont permis de
situer les séquences importantes pour cette régulation : une séquence
de 33 bp a proximité de la séquence TATA est suffisante pour que la
trenscription du géne hybride soit régulée par la lumiére (207). Cette
séquence peut fonctionner indépendamment de son orientation (274). La
lumidre exercerait également une régulation post-transcriptionnelle

sur l'expression des génes rbeS et rbeL (18 ).

Les génes cab codent pour des protéines se liant aux chlo-
rophylles a et b. Elles forment une partie de l'appareil photosynthé-
tique. Les protéines cab sont codées par un groupe de génes nucléaires
chez plusieurs espéces (226). L'expression de ces génes varie selon
les tissus et est régulde par la lumiére (156). Un géne cab du blé

a été transféré chez le tabac et le Petunia par Agrobacterium tumefa-~

ciens (157). Dans les deux espéces de plantes, la régulation de l'expres=-
gsion du géne cab s'effectue comme dans le blé ce qui montre que le

géne posséde en position 5' tous les signaux reconnus par les plantes
hotes pour moduler la transcription en réponse & la lumiére et spéci-

fiquement selon les tissus. Une autre expérience a consisté a fusion-
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ner les signaux de régulation en 5' du géné cab du pois a la séquence
codante du géne nptll. La synthése de l'enzyme nptIl s'effectue alors
dans les piants de tabac transformés comme celle de la protéine cab
chez le pois, c'est & dire qu'elle est plus abondante dans les feuil-
les et dans les plantes exposées a la lumidre (252). Ces deux expéri-
ences montrent 1l'intérét des techniques de transformation pour 1l'étude

de l'expression des génes chez les plantes.

Un autre géne dont l'expression est régulée par la lumiére
est le géne codant pour la chalcone synthase. Cette enzyme participe
4 la synthése d'un produit intermédiaire important dans la synthése
des flavonoides qui peuvent &tre des pigments floraux. La construction
d'un géne hybride 5'-chalcone synthase~npt II a permis de situer en
position 5' du géne des séquences intervenant dans la régulation de
la transcription (141). Certaines de ces séquences ressemblent aux

séquences stimulant la transcription de génes d‘'animaux.

La lumiére peut aussi exercer une régulation négative sur
l'expression de certains génes. C'est le cas du géne codant pour la
NADPH-protochlorophyllide oxydoréductase ( 11 ). Le phytochrome serait
responsable de l'arrét de la synthése du mRNA de ce géne alors qu'il
stimmlerait la synthése du mRNA des génes cab ( 11 ). Cependant, on
ignore encore les mécanismes intimes de la régulation par la lumiére.
Des facteurs des chloroplastes interviendraient aussi dans la régula-

tion de l'expression de génes nucléaires ( 12).



‘materiel et methodes



- 36 -

I. - MATERIEL

A. - Les bactéries

Nous utilisons Escherichia coli souche HB101 qui présente les ca-

ractéres F-, hsd-20 (rg m;), recAt13, ara-14, proA2, lacYl, galKl2,
rpsL20 (Smr), xyl-5, mtl-1, supEd4, X\ . Elle est conservée en présence

de glycérol & -202C.

B., - Les plasmides

5BR325 ApT, cmt, TcT 5,4 kb (21)

pLGV232neo Apr, Km® 8,5 kb (112)
T r

pLGV1103neo Ap~, Km 7,16 kb (105)

Le pLGV232nec posséde le g®ne de résistance & la kanamycine du

T™n5 placé sous contrdole du promoteur du g®ne nos d'Agrobacterium tume-~

faciens. Il confére aux bactéries la résistance & une concentration en
kanamycine de 15 pg/ml. S'y joint la bordure droite du T-DNA et une ré-

gion de fin de transcription 4du géne ocs.
Le pLGV1103neo, qui posséde aussi l'association pnos-neo est dépour-

vu de bordure du T-DNA et la séquence de fin de transcription du géne

ocs contient une petite délétion. Le géne Km® du Tn903 leur est ajouté.

C. - Les plantes

Les plants de Nicotiana tabacum variété Wisconsin 38 sont cultivés

en serre sous éclairement continu & une température approximative de
252C.,
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n. - Milieu de culture des bactéries

Te milieu de LURIA et BURROUS (IB) (170) de composition suivante

est utilisé :

-~ Extrait de levure 5 g

- Tryptone 10 g

- NaCl g

- Fau distillée QSP 1 1 ‘

- pH 7,0 & 7,2 par addition d‘'une pastille

de soude par litre de milieu

Ce milieu peut 8tre gélifié par de l'agar & 12 g/1. Il est stérilisé

3 1l'autoclave & 1202C pendant 20 min.

Des solutions d'antibiotiques sont préparées aux concentrations
suivantes : tétracycline 2 mg/ml d'eau distillée, kanamycine 5 mg/ml.
Elles sont stérilisédes sur filtre de porosité 0,22 pm et stockées a
-202C jusqu'a utilisation. Les concentrations finales dans le milieu

de culture sont de 50 Pg/ml.

Le chloramphénicol est solubilisé a la concentration de 34 mg/ml

d!'4thanol au moment de l'emploi.

E. - Milieux de culture des protopnlastes

Le milieu TO a é+é utilisé dans la premiére phase de la culture (42).
11 contient les macroéléments du milieu de MURASHIGE et SKOOG (203) 2 des
concentrations réduites de moitié, les microéléments du milieu de HELLER
(110), les vitamines du milieu de MOREL et WETHORE (198), de 1l'acide
1-naphtaléne-acétique, de la H-benzylaminopurine, du mannitol et du
saccharose. Le pH est ajusté & 5,5 par addition de soude 0,1 N, Le milieu
peut 8tre gélifié par de l'agar 3 la concentration de 6 g/l. Les modifi-
cations de la composition du milieu apportées au cours de la régénération

des plantes seront mentionnées dans le chapitre des résultats. La compo-

sition au début de la culture est la suivante @
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concentation

concentration volume des
finale dans 1le dans les solu- solutions-
milieu tions-méres méres dans
(mg/1) (g/1) le milieu
(m1/1)
NH4N03 825 8,25
KNO3 950 9,5
CaClz, 2H20 220 2,2 1 100
MgSOA, 7HQO 185 1,85
KHDPO4 85 0,85
FeS 2 5
Fe 04, 7H20 7,85 00,2785 > 100
EDTA(NaZ) 37,25 0,3725
ZnSO4,7H20 1 1
H,? 1 1
3593
MnSO4, HZO 0,1 0,1
CuSO4, SHZO 0,03 0,03 3 1
AlCl3 0,03 0,03
NiClZ, 6H20 0,03 0,03
KT 0,0 C,01
Inositol 100 10
Panthoténate de
calcium 1 0,1
Biotine 0,01 0,001 4 10
Niacine 1 C,1
Pyridoxine (HC1) 1 0,1
Thiamine 1 0,1
1-NAA 3 0,3 5 10
5-BAP 1 0,1 6 10
Mannitol 80000
Saccharose 20000 eaun distilléde

QSP 1 1
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Les solutions 4, 5 et 5 sont ajoutées au moment de 1l'emploi; elles
sont stérilisées par filtration sur filtre de porosité 0,45 pm. Le mé-
lange des solutions 1, 2 et 3, additionné du mannitol et du saccharose,
est autoclavé & 105 ou 1102C pendant 30 min. Le pH du milieu est réajus-

té avant utilisation, avec une solution de soude 0,1 N.

TLe milieu C (201) de composition suivante a £tZ utilisé dans la
deuxidme phase des cultures. Il est préparé et stérilisé de la méme ma-

nigdre que le milieu To.

Concentration finale
dans le milieu (mg/1)

NH4N 3 400
KNO3 1516
caCl,, 24,0 441
“ﬂgSO;, 7H;O ' 739
KH2PO4 68
FeS0,, TH,O 27,85
EDTA(Na,) . 37,25
H3303 ) 6,18
MnSO4, HZO 0,151
ZnSO4, 7H20 0,287
CoCl,, 6H,O 0,0238
Cuso, , SH,O 0,025
Na2M04, ZHZO 0,0242
Inositol 90,1
Pyridoxine (HC1) 0,509
Glutamine 146,71
MES (pH 5,7) 585,5
Pourvre de
bromocrésol 5,6
1-ANA 0,1
5-BAP 0,2
Mannitol 80000
Saccharose 20000

Eau distillée QP 1 1
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F. - Obtention et culture des protoplastes

La méthode enzymatique adaptée pour les protoplastes de mésophylle

de tabac par CHUPEAU et al. (43) a 4té utilisée.

On choisit des feuilles jeunes ayant cessé de croltre. Aprds lavage
3 l'eau distillée, elles sont stérilisées par agitation pendant 15 se-
condes dans de 1'éthanol & 702 puis par immersion totale pendant 5 min
dans de l'hypochlorite de calcium a 50 g/l. Elles sont ensuite lavées
quatre fois & l'eau distillde préalablement stérilisée par passage 2
1'autoclave a 1202C pendant 20 min. Toutes les manipulations pour 1l'ob-
tention et la culture des protoplastes sont effectuées dans un flux ho-
rizontal d'air aseptisé. La feuille stérilisde est placée entre deux
feuilles de papier aseptisé et 1l'épiderme inférieur retiré & partir des
nervures a l'aide de pinces fines. Les zones dépourvues d'épiderme sont
découpées et placdes dans des boites de Petri en verre, & la surface
d'une solution enzymatique de composition suivante : cellulase e! mace-
rozyme "Onozuka 3-10, Yahult pharmaceutical industry", driselase "3igm
D=-9515" aux concentrations respectives de 100, 20 et 50 mg/ml de milieu
To dépourvu de saccharose et de fer/EDTA. La solution enzymatique est
stérilisée par filtration sur filtre de porosité 0,45 pm. La macération

des fragments de feuille dure de 17 & 18 h & 1l'obscurité et a 252C.

Aprés digestion des parois cellulaires par le mélange enzymatique,
les protoplastes sont récupérés par agitation de la boite de Petri et
filtration sur grille de porosité 100 pm, centrifugés & 50 g 5 min dans
des tubes & hémolyse de contenance 5 ml. Les protoplastes sont ensuite
purifiés par une technique adaptée qui sera présentée dans la partie des
résultats. Trois lavages dans du milieu To sans saccharose ni fer/EDTA
doivent 8tre effectuds avant la mise en culture. Quand les protoplastes
sont soumis ensuite aux liposomes, le dernier lavage est réalisé dans du

tampon d'incubation.

Les cultures sont faites dans des boites de Petri en verre de 55 mm
de diamétre. La densité est comprise entre 500M0 et 8000C protoplastes
par ml de milieu TO. Les protoplastes sont numérés préalablement sur
une cellule de Nageotte /Preciss). Les boites sont mises a 1l'obcurité

«

pendant 7 J a 27-28¢C.
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Aprés une semaine en culture dans le milieu To' les microcals,
les cellules divisées ou semblant évoluer vers une division sont numé-
rées, lavées une fois dans du milieu C puis remises en culture sous
éclairement continu d'intensité 500 lux environ & une température com-
prise entre 27 et 282C, dans des boites de Petri en matiére plastique
de 55 mm de diamétre entourdes d'une feuille de parafine, & une densité
inférieure &, 3000 cellules par ml de milieu. Les cals developpés aprds
un mois sont placés sur milieu gélosé & 0,6%". La composition en éléments
minéraux et en vitamines des milieux gélesés utilisés pour les repiquages
successifs est celle du milieu To. Les concentrations des autres éléments
seront données dans la partie des résultats. Quand la teaille des cals
atteint 2 2 5 mm de diamdtre, ils sont placés dans des flacons de con-
tenance 150 ml contenant environ 30 ml de milieu gélosé favorisant le
bourgeonnement. Aprés développement de rosettes de feuilles sur les cals,
celles-ci sont excisées et placées sur milieu favorisant l'enracinement.
Les plantules ainsi obtenues peuvent &ire mises en terre. Elles sont
maintenues en athmosphére humide dans les premiers jours de culture et

arrosées avec une solution de benlate & 200 mg/1.

IT. - PREPARATION DES LIPOSOMES ET INCUBATION AVEC LES PROTOPLASTES

A. = Préparation de liposomes contenant de 1a 6=-carboxy-fluores-

céine et ciblage sur lesgprotoplastes

La méthode de SZOKA et PAPAHADJOPOULOS (267) décrite dans le
paragraphe C a été utilisée. A 20 mg de lipides dissous dans 3 ml
d'éther, est ajouté 1 ml d'une solution de 6-carboxy-fluorescéine
S0mM dans du tampon tris 10mM, EDTA O,1mM, mannitol 8%, pH8 et préa- .,
lablement purifiée par chromatographie. Les deux phases sont soumises
aux ultrasons et la phase homogéne ainsi obtenue est placée en rotation,
sous vide, & 252C.L'évaporation est poursuivie jusqu'a la formation des
liposomes et 1'élimination totale du solvant.

Pour la formation de liposomes chargés positivement le mélange PC/
p-sitostérol/stéarylamine (10/2/1) (M/M) a été utilisé. Le mélange
PC/p-sitostérol/PS (10/2/1) (M/M) a permis d'obtenir des liposomes
chargés négativement. ’



Pour pouvoir @ire utilisés dans des expériences de ciblage, les
liposomes doivent &tre séparés de la 6-carboxy-fluorescéine non encap-
sulée. Acette fin, aprés formation des liposomes, une fraction aliquote
de 300 Pl est déposde au sommet d'une colonne de Sephadex G-=75 de dimen-
gion 11x100 mm équilibrée dans du tampon tris-HC1 10mM pHS, EDTA O, tmM, mannitol
0,45 M, Les liposomes exclus sont recueillis alors que la 6-carboxy-
fluorescéine est retenue dans la colonne. Les liposomes sont immédiatg-

ment utilisés pour les expériences de ciblage.

A un culot contenant environ 5.105 protoplastes, sont ajoutés
200 pl de liposomes correspondant 4 1 mg de lipides. L'incubation dure
1 h & 252C., Deux lavages dans du milieun To sont opérés sur les proto-
plestes par centrifugation pendant 2 min & 100g et remise en suspension

dans du milieu de culture.
L'observation est réalisde sous un microscope de type Nikon F1

monté en épi-fluorescence. Un filtre permet d'ajuster la longueur d'onde

émise & celle de 1l'émission de la 6-carboxy-fluorescéine.

B. - Préparation des livosomes contenant le DNA

1. - De type MLV

Nous avons utilisé la méthode décrite par LURQUIN (172). 2 mg
de lipides sont déposés au fond d'un tube de verre par évaporation sous
courant d'azote, 4du chloroforme dans lequel ils sont dissous. Une répar-
tition régulidre est obtenue par rotation du tube en position inclinée
pendant 1l'évaporation. 4 pg de plasmide dissous dans 0,6 ml d'un tampon
de composition a étudier sont ajoutés. Une suspension de vésicules mule
tilamellaires est obtenue aprés agitation au vortex durant une minute
environ. Les liposomes peuvent €tre lavés par centrifugation & 15000 g

(=]

10 min en vue de la détermination de la quantité de plasmide 1ié.

2. - De type REV

Nous reproduisons la méthode de SZOXA et PAPANADJOPOULOS (267 ).

3 mg de lipides Aissous dans du chloroforme sont déposés au fond d'un
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tube comme pour la fabrication de MNLV. Ils sont repris dans 0,5 ml

At éther préalablement lavé de ses péroxydes & l'eau distillée. Dans
un tube de verre, leur sont ajoutés 175 pl de tampon tris 10 mil, EDTA
1 mi, N¥aCl 50 mM, mannitol 8%, pH 7,5 contenant de 150 & 200 pg de
plasmide purifié. Le mélange est soumis aux ultrasons puis transféré
dans un évaporateur rotatif, sous vide. L'évaporation du solvant se
fait & température ambiante d'abord sous vide progressif, ce qui en-
tratne la formation d'un gel se déposant sur la paroi du tube. Apres
édclatement spontané du gel, on laisse 5 min sous un vide plus poussé.
La suspension des liposomes ainsi formés est diluée -jusqu'a 1,5 ml
dans le méme tampon, homogénéisde au vortex et stockdée sous atmosphire

d'azote.

On peut séparer les liposomes formés du plasmide non encap-
sulé de la manidre suivante ( 76). 0,5 ml de la suspension de liposomes
est ajouté & 1 ml d'une solution de Ficoll a 25% (P/V) dans le tampon
de fabrication des liposomes. Le mélange est placé dans un tube de cen-
trifugation. 2,5 ml d'une solution de Ficoll & 10% dans le méme tampon
sont déposés sans turbulence au dessus de la suspension. 1,5 ml de tam-
pon est ajouté de la méme manidre. On centrifuge 30 min & 35000 RPU et
202C dens un rotor de type Beckmann SW50.1. Les liposomes se disposent
alors & l'interface de la solution de Ficoll & 10% et du tampon. Cette
méthode est utilisée pour déterminer le pourcentage de plasmide encap-
sulé dans les liposomes. On encapsule pour cela un plasmide marqué au
358 et on compte la radiocactivité d'une fraction aliquote de liposomes
repris aprés passage sur gradient de Ficoll. Les liposomes sont lysés
par addition d'un volume de SDS & 2% dans l'eau. 1 ml de DNA de sperme
de hareng est ajouté et la préparation continue jusqu'au comptage com-

me pour 1'évaluation du marquage d'un plasmide (§ IV, C).

C. - Incubation des protoplastes avec les liposomes

L'optimisation des paramétres intervenant dans la lialison proto=
plastes-liposomes sera présentée dans la partie des résultats. Nous

mentionnerons ici la méthode finalement retenue.
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Aprés macération, les protoplastes récupérés et purifiés sont

lavés dans du tampon citrate (Na) 10 ml, CaClz, 2H,. 0 5 ml, mannitol

2
11¢, pE 6,0 et repris dans ce méme tampon & la concentration de 10°
ml~1. TIls sont répartis par fractions de 0,5 ml dans des tubes & hémo-
lyse de contenance 5 ml et placéds au bain-marie & 302C. 50 Pl A'une
suspension de liposomes correspondant & 0,1 mg de lipidss sont ajoutés.
Apr®s 5 min, y est joint 0,55 ml d'une solution de polyéthyléneglycol
(PEG /000) & 30% (P/V) dans de 1l'eau distilléde contenant du CaCl,, 21,0
5 mM et du KH2P04 0,7 mM. Apres homogénéisation, une incubation au bain-
marie est réalisée pendant 15 & 20 min. Une dilution en 3 4tapes par du
tempon glycocolle 25 mii, CaClz, 2H90 50 mil, pH 10 est ensuite pratiquée.
Successivement 0,5, 1 et 1,5 ml sont ajoutés a quelques minutes d'inter-
valle. Les protoplastes sont centrifugds 5 min a 70 g et lavés deux fois
dans du milieu To avant mise en culture dans ce méme milieu additionné
de carbénicilline & la concentration de 250 pg/ml. Toute la procédure
est effectude dans des conditions d'aseptie,dans un flux horizontal

dtair aseptisé.

Quand on veut mesurer la liaison aux protoplastes de liposomes
contenant un plasmide marqué, les protoplastes recueillis aprées le der-
nier lavage sont lysés par 0,2 ml de SDS & 2% (P/V) dans l'eau. La suite
de la préparation jusqu'au comptage de la radiocactivité est réalisde
comme mentionné dans le paragraphe IV, D : précipitation au TCA, fil-

tration ...

IT. - METHODES D'OBSERVATION CYTOLOGIQUE

A, - Cyto—-autoradiographie

Les techniques de fixation et d'inclusion ont été adaptées d'aprés
celles de SEEDS (243).

Aprds incubation avec les liposomes contenant un plasmide marqué
au 355, les protopnlastes sont lavés une fois dans du milieu TO, une foils
dans du tampon cacodylate 0,1 M, mannitol 10% pH 7,2 et sont repris a-
prés centrifugation 5 min & 70 g dans 0,5 ml du méme tampon. Pour la

fixation, 0,5 ml de glutaraldéhyde & 2,5% dans le tampon est ajouté.
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TLes protoplastes sont laissés sédimenter 30 min 2 température ambiante.
TLa solution surnageante est remplacée par 1 ml de la solution de gluta-
raldéhyde & 2,57 et la suspension placée & 42C pendant 2 h. Apr3s un
lavage dans du tampon cacodylate 0,1 I pH 7,2, les protoplastes sont
laissds dans le tampon 15 h & 49C., Apr2s un nouveau lavage, ils sont
repris dans 0,5 ml de tampon. 0,1 ml d'acide osnmique a 87 dans l'eau
est ajouté. La post fixation dure 1h30 a 42C. L'acide osmique est $1li-
miné. Aprés un lavage dans du tampon cacodylate, les protoplastes sont

inclus dans de l'agarose avant d'étre déshydratés et inclus dans 1l'aral-

fo?

ite. Deux gouttes d'agarose a 0,5% dans l'eau sont déposées sur le culot
des protoplastes fixés. L'ensemble est aussitdt homogénéIsé avant que
ltagarose ne prenne en masse. Des petits cubes de 1 mm dtaréte sont

dédcoupds dans l'lagarose avyant emprisonnd les protoplastes.
P g J T )¢

La déshydratation est faite a 42C successivement dans les bains

suivants :

alcool & 309 pendant 15 min
" a 2 " 5 min
" a 09 " 15 min
" a c0? " 20 min
" a 659 " 30 min
" a 100¢ " 30 min
" a 1002 bidistillé " 3 x 20 min

Les petits cubes sont ensuite passés dans les solutions suivantes :

oxyde de propyléne/alcodl V/V pendant 5 h & 42C

oxyde de propyléne " 15 h a 49cC

oxyde de propyléne " 2x 30 min & tempdrature
oxyde de propyldne/araldite (MF) V/V " 2 h amblante
araldite (MF) " 3h "

Les échantillons sont ensuite placds dans des cupules de maticre
plastique remplies d'araldite (IIF),mis sous vide pendant 20 & 30 min,
portds & 379C pendant 3 h et 602C pendant 48 h pour le durcissement de
ltaraldite. Le mélange final (MF) est constitué de quatre produits de
marque Polaron Equipment Ltd (Watford, England) : l'araldite et le dur-

cisseur (V/V) auxquels on ajoute un plastifieur (0,75% V) et un accélé-
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rateur (3% V).

Aprés taille des blocs d'araldite de fagon & obtenir une section
trapézoidale, des coupes "semi-fines" d'environ 1 pm d'épaisseur sont
réalisées sur un ultramicrotome a avance mécanique de type Porter-Blum
en utilisant des couteaux de verre. Les coupes sont recueillies sur une
solution d'4thanol & 10%, déplissées par des vapeurs de chloroforme et

déposdes sur une lame de verre a l'aide d'un anneau de mati2re plastique.
1Y I

L'émulsion nucléaire liquide Ilfeord X5 est utilisde. Les lames por-
tant les coupes sont trempdes dans 1l'émulsion prédalablement ligquéfide
dans un bain-marie & 452C pendant 30 min et dilude au demi dans de l'eau

distillée. Les lames sont laissées égoutter et sécher pendant 15 h puis
placées dans une boite hermétique & la lumiére renfermant de l'anhydride
phosphorique. Aprds 3 & 4 semaines d'exposition, 1l'émulsion est rivélée
en plagant les lames dans du révélateur Kodacl D19b pendant 2 min 30 s

3 2092C. Suivent deux bains d'eau distillde puis une fixation pendant 5

Ule

min dans du thiosulfate de sodium & 30% dans l'eau et trois ringages
l'eagu distillée. Toutes ces opérations doivent &8tre effectudes & 1l'obs-
curité presque totale (devant une ampoule électrique rouge recouverte

de cing épaisseurs de papier). Les lames sont ensuite séchées & la flam-
me d'un bec bunsen, recouvertes pendant 30 s d'une solution de bleu azur
& 0,5% dans l'eau distillée & laquelle est ajoutée une goutte de soude
0,01 14

chées et observées au microscope optique sous un objectif & immersion

~ ’

par lame. Aprés coloration, les lames sont rincées a l'eau, sé-

Res

de grossissement 100.

B, - licroscopie dlectronigue

1, = En transmission (TEN)

Nous avons utilisé la méthode de fixation en une seule Stape
de FUKUNAGA et al. (83 ). Apr3s incubation avec les liposcmes et lavage
dans du milieu To, le culot de protoplastes est repris dans 2 ml de tam=-
pon cacodylate 50 ml pH 7,2, saccharose 3%, glutaraldéhyde 2%, acide os-

-

mique 2%. On effectue de 3 & 5 lavages dans ce milieu jusqu'd obtention

d'un surnageant peu coloré. Les protoplastes sont sédimentés par centri-

fugation 2 min 4 50 g et laisséds dans 1 ml du mélange fixateur pendant
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4 h & 02C. Aprés un lavage dans du tampon cacodylate 0,1 M pH 7,2, les
protoplastes sont inclus dans de l'agarose. La déshydratation et 1l'inclu-

sion dans l'araldite sont poursuivies comme pour l'autoradiographie.

Les coupes, d'une épaisseur de 0,1 pm environ sont aussi
réalisdes 2 l'ultramicrotome sur des couteaux de verre. Elles sont re-
prise sur le coté mat de petites grilles de cuivre. La double coloration
acétate d'uranyl/citrate de plomb est effectudeselon REYHOLDS (230).
Sous un éclairage faible, les grilles soni placées pendant 4 min, le

0td mat en contact avec une solution d'acétate A'uranyl & 4% dans 1l'eau

[¢)

It}
Dy

dilude au demi par de 1'éthanol 2 2952, filtrde sur filtre 4

®

porosit

(o]

,22 pm au moment de 1l'emploi. Les grilles sont rincdes dans un bain
ouis sous un courant d'éthanol & 502. Elles sont ensuite posées de la
méme manire sur le rdactif de Reynolds contenant 26,5 g/l de nitrate
de plomb et 35,2 g/l de citrate tri-sodique & pH 12 (Na OH), dans une
enceinte contenant de la potasse. Cette coloration dure 8 min et les
grilles sont lavées comme précédemment dans de l'eau distillée. L'obe

servation est faite au microscope électronique de type Jeol JEN-100 CX.

Pour l'observation de liposomes, une coloration négative est
réalisée. Une goutte de suspension de liposomes est déposée et maintenue
10 8 sur une grille de nickel recouverte d'une membrane de Parlndion. La
grille est ensuite recouverte pendant 10 s d'une goutte d'acide phospho-
tungstique & 2% dans l'eau. L'observation est faite au microscope élec-
tronique 2 transmission. Les grilles recouvertes d'une membrane de Par-
lodion sont préparées de la fagon suivante : une lame de verre %rés
propre est trempée dans une solution de Parlodion 2 2% dans l'acétate
d'isoamyle. Aprés séchage, la membrane de Parlodion est décollée sur
une surface d'eau froide. Les grilles sont posdes cdté mat sur la mem-
brane qui flotte sur l'eau. L'ensemble est repris sur un papier filtre
et séché i température ambiante. La membrane est découpée autour de cha-

que grille su moment de l'emploi.

2, - A balayage (S3EM)

Les préparations pour l'observation au microscope & balayage
sont réalisédes sur des protoplastes fixéds par la méthode en une seule

dtape présentée ci-dessus. Les protoplastes ne sont pas inclus dans de
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l'agarose mais deshydratés dans des bains d'alcool et d'acétone de con-
centration croissante. Successivement, on utilise des bains d'alcool
titrant 302, 502, 702, 902, 1002 /2 fois), puis d'acdétone & 30, 50, 70,
90% dans 1'éthanol absolu, puis d'acétone pur (2 fois). Chaque bain dure

15 min 2 4927, La suspension est conservée dans 1l'acdtone a 420, Elle est

3

déposde sur un filtre de cellulose de porosité 0,45 pm. Le filtre est
passé dans un appareil a point critique du €0, pour éliminer toute trace
de solvant. Il est ensuite collé sur un portoir rectangulaire 2 1'aide
d'un ruban comportant deux faces adhésives. Les échantillons sont ensuite
métallisés par vaporisation d'un mélange or/palladium sous faible pres-
sion d'argon. Ils sont observés au microscope Jeol JEM 100 CX muni dtun

systame d'observation en "scanning".

IV. - TECHNIQUES DE MANTPULATION DU DNA

A, - Extraction de pnlasmides

1 = léthode A'extraction rapide selon GROSVEID et al. (100)

Cing ml d'une culture 4'E. coll parvenue en phase stationnaire

~

de croissance (15 h en agitation & 302C) sont centrifugds & 5000 g ven-
dant 10 min. le culot est repris dans 200 pl de tampon tris 2% mil, glu-
cose 50 mi, EDTA 10 mM, pH 8. La lyse est effectuée en %ube Eppendorf

par addition de 40C pl d'une solution de soude 0,2 M, SDS 1% (/7Y et

. N

homogénéisation pendant 5 min & température ambiante. L'addition de 200

pl Atacétate de potassium 3 M pH 4,8 précipite le complexe chromosome-

&

v ’

membrane . Aprés homogénéisation, le mélange es* placé 5 min dans la glace
et centrifugé 10 puis 5 min & 10000 g. Un volume d'un mélange V/V de chlo-
roforme et de phénol saturé en tris 50 mM, EDTA 5 mi, saccharose 20 ml,

pH 8, est ajouté au surnageant. Aprés plusieurs inversions du tube, les

~

deux phases sont séparées par centrifugation a 10000 g, 320 s. La phase

supdrieure est reprise et l'opération est répétdée deux fois avec uh mé-

lange chloroforme/alcool isocamylique 24V/V. Aprd2s cette déprotéinisation,

le DYA est précipité & 1'éthanol/Nall. 3/7 de volume d'une solution mo-

N

laire de N¥aCl sont ajoutés & la solution de plasmide et deux volumes
d'dthanol & 952. Aprés 25 min & -8027, on récupdre le plasmide par

A

centrifugation 10 min & 10000 g. Le culot est lavé & 1'éthanol & 709
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pour éliminer le sel. Apr3s une nouvelle centrifugation durant 5 min,

le culot est séché sous vide et repris dans un tampon. La solution ob-
tenue est ensuite traitée & la RNase A. 10 pg de Rlase A dissoute 2 la
concentration de 10 mg/ml sont ajoutés & la solution qui est mise en
incubation 10 min a 372C. La RNase est dissoute dans du *tampon acétate
(¥a) 40 ml, pH 4 et est préalablement portée dans un bain-marie bouil-
lant pendant 10 min. La solution plasmidique peut dtre ensuite purifide
par déprotéinisation au phénol/chloroforme et chloroforme/alcool iscamy-

lique et précipitation & 1'éthanol/NaCl comme mentionné ci-dessus.

2 - Méthode de lyse par dbullition selon HOLNES (121)

’

Cette méthode a été utiliséde pour la préparation de plas-
mides amplifiables au chloramphénicol. Une culture d'E.coli est réa-
lisde dans les conditions suivantes. 200 ml de milieu LB additionné
d'antibiotiques choisis selon les résistances conférées par le plas-
mide & extraire, sont ensemmencéds par 5 ml d'une préculture. Quand la
densité optique & 600 nm devient comprise entre 0,5 et 0,8, on ajcute

1 ml d'une solution de chloramphénicol & 34 mg/ml d4'éthanol & 952, Cn

laisse la culture en agitation & 309C pendant 18 & 24 h.

Le culot des bactéries est recueilli dans 1,5 ml du surna-
geant aprés centrifugation & 5000 g 10 min. On lui ajoute 14 ml de tam=-
pon STET (tris 50 mM, saccharose 8%, triton X-100 5% (V), pH 8) puis
1 ml 4'une solution de lysozyme & 10 mg/ml d'eau distillée, préparde au
moment de l'emploi. Le mélange est porté immédiatement & ébullition &
lza flamme d'un bec bunsen et maintenu 75 s dans un bain-marie bouillant,

“ N

Aprés refroidissement, on centrifuge a2 12000 g 10 min & 49C. Le plasmide

: ”,

dans le surnageant est précipité & 02C 15 min aprés addition d'un volume

d'isopropanol stocké & -202C. Aprés centrifugation & 5000 g durant 5 min,

(o)

le culot est dissous doucement dans 3 ml de tampon tris 10 mi, EDTA 1 mi,
pH 7,0. 9,5 g de chlorure de césium (CsCl) sont alors dissous dans la

solution. Une centrifugation 10 min & 12000 g permet 4'éliminer 2 la

surface de la solution une pellicule blanchitre de protéines.

La solution enrichie en plasmide est ensuite purifiéde en

gradient de chlorure de césium en nrésence de bromure d'éthidium.



3 - Purification des plasmides en gradient de chlorure

b

de césiunm

A la solution de plasmide contenant le chlorure de
césium, 0,3 ml d'une solution & 10 mg/ml de bromure d'dthidium
est ajouté et le volume compldté avec le tampon & 11,5 ml dans
des tubes de cenitrifugation. Aprés équilibrage des tubes dans un
dcart maximun de 10 mg, on centrifuge 48 h i 40000 RPN dans un
rotor Beckmann de type S50Ti, & 182C. La décélération se fait sans
frein. Sous un éclairage ultra-violet de longueur d'onde 325 nm,

on recueille & 1l'aide d'une microvnipette la bande fluorescente

inférieure.

Le bromure 4'éthidium est dissocié du plasmide de la
fagon suivante. A 1 g de chlorure de césium dissous dans 1 ml de
tampon *tris 10 mlM, EDTA 1 mM, pH 8,2, on ajoute 5 ml d'isoprcpanol
conservé a4 =-202C. Apr2s une br2ve agitation, on utilise la frac-
tion supérieure constituée d'isopropanol dans lequel le chlorure
de césium a précipité. Dans un tube Eppendorf contenant la bande
plasmidique reprise du gradient, on ajoute 400 Pl de l'isopropanol
préparé. Aprds plusieurs inversions du tube et décantation, la
fraction supérieure dans laguelle le bromure d'4thidium s'est dis-
sous est éliminde. L'opération est répétée entre 5 et 10 fois jus=-
qu'a ce que n'apparaisse plus aucune itrace de fluorescence sous

dclairage ultra-violet, en référence avec du tampon.

=4
b I

L'élimination du chlorure de césium se fait par dialyse
vendant 48 h contre 1 1 de tampon tris 10 mll, EDTA 1 mil, pH 7,5,
renouveléd aprds 24 h. Les boudins & dialyse sont maintenus dans
de 1'eau distillée en ébullition pendant 10 min avant emploi. La
solution plasmidique recueillie aprs dialyse est précipitée &

1'éthanol/NaCl et reprise dans un tampon approprié & l'utilisation

ultérieure du plasmide.

La quantité obtenue est 4valuée par mesure de la densité
optique 2 255 nm. 2 unités de DO correspondent 3 une concentration
en DNA de 100 Pg/ml. La pureté de la solution peut étre contrdléd
par l'examen du spectre d'absorbance en ulira-violet entre 190 et
350 nm.



4 - Méthode de préparation de plasmides selon
ISH-HOROWICZ (133)

Apres 15 h en agitation a 302C, les bactéries en culture
dans un litre de milieu LB sont centrifugdes a 5000 g 10 min. Les
culots sont repris dans 34 ml de tampon tris 25 mil, glucose 50 mll,
EDTA 10 mM, pH 8. 4 ml d'une solution de lysozyme & 10 mg/ml du
méme tampon sont ajoutés et la suspension mise a incuber 10 min
4 température ambiante. La lyse s'effectue par addition de 80 ml
dt'une solution de soude 0,2 M, SDS 1%. Le lysat est agitd et pla-
cé dans la glace pendant 5 min. Pour précipiter le complexe DNi-
membrane, 40 ml d'une solution d'acétate de potassium 5 M & pH 4,8
froid (42C) sont ajoutés. Aprds homogénéIisation, le mélange est
laissé 15 min dans la glace et centrifugé aprés addition de 1C ml
d'eau, 5 min & 10000 g. Si nécéssaire, le surnageant est filtré
sur une mince couche de laine de verre. Le DNA plasmidique, restant
dans le surnageant est précipité par 0,6 volume d'isopropanol froid
(—2620) 15 min & 092C. Aprés centrifugation 5 min a 10000 g, le cu-
lot est séché sous vide et repris dans 8 ml de tampon tris 10 mll,
EDTA 1 mil, pH 7. On purifie ensuite le plasmide en gradien* de

chlorure de césium comme indiqué dans le paragraphe précédent.

B, - Extraction de DVA bactérien

La méthode utilisée est issue de DHAESE et al. (60 ). 10 ml
d'une culture bactérienne sur milieu LB parvenue en phase exponen-
tielle tardive sont centrifugés a 5000 g pendant 10 min. Le culot
bactérien est repris dans 3 ml de tris 50 ml, EDTA 20 mM, pH 8 aux-
quels on ajoute 1 ml de sarkosyl & 5% dans le méme tampon et 1 ml
de pronase a 2,5 mg/ml de tampon. Le mélange est laissé 1 h a 372C.
Deux extractions au phénol saturé en tris 100 mi, EDTA 2 mil, pH 8
suivies de quatre extractions & 1l'éther sont réalisées. Les acides
nucléiques recueillis dans la phase aqueuse sont précipités par ad-
dition de 2 volumes d'éthanol. Le précipité est repris apres cen-
trifugation dans 200 pl de tris 1 mM, EDTA O,1 mi, pH 8. Un trai-

tement par la RNase peut &tre ajouté au protocole.
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C. = Extraction du DNA de plante

1 - A partir de protoplastes

Les protoplastes récupérés aprés macération dans une
boite de Petri de 9 mm de diamétre, sont repris dans 2 ml de tam-
pon SSC (citrate tri-sodique 0,015 M, NaCl 0,15 M, pH 7) et lysés
par addition de 1 ml de SDS & 10% dans l'eau. Le lysat est incubé
au bain-marie a 552C pendant 30 min. Deux volumes de phénol saturé
en eau sont ajoutés. La phase supérieure est reprise aprés agita-
tion du mélange et centrifugation 10 min & 8000 g & 48C. Le DNA
est ensuite précipité deux fois & 1'éthanol conservé & -202C. A
chaque opération, le culot de centrifugation (8000 g, 10 min, 49C)
est repris dans 2 ml de tampon SSC. Un traitement & la RNase est
ensuite effectué par addition de 20 pl d'une solution a 10 mg/ml
de tampon acétate 40 mM, pH 4, préalablement maintenue dans un
bain-marie bouillant pendant 10 min. L'incubation dure 30 min &
379C. Une précipitation a 1'éthanol et un nouveau traitement i la
RNase sont effectués. Aprés une extraction au phénol, la phase su-
périeure est placée en dialyse contre 1 1 de tampon SSC pendant
15 h & 42C. L'examen du spectre UV de la solution recueillie dé-

termine la pureté du DNA.

La solution de phénol saturée en eau est préparée de la
maniére suivante. Du phénol cristallisé est solubilisé au bain-
marie & 552C sous hotte extractrice. 10 ml sont ajoutés au méme
volume d'eau distillée dans une ampoule a décanter. Aprés agita-
tion pendant 10 min et repos quelques heures, la phase inférieure
ea3t reprise. Elle est stockée & 42C recouverte d'une couche d'eau

~pour l'isoler de l'oxygéne atmosphérique.

2 - A partir de feuilles

Cette méthode utilise la propriété du cetyltriméthylam-
monium bromide (CTAB) de précipiter les acides nucléIques. Elle a
été mise au point pour les tissus végétaux par MURRAY et THOMPSON
(204) et modifide par HEINHORST et al. (109).
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Une feuille est broyée au mortier dans 5 ml de tampon
tris 20 mM, EDTA 50 mM, pH 8 auxquels on ajoute du SDS & 0,5%. Une
extraction au phénol/chloroforme est réalisée. Elle est suivie de
deux extractions au chloroforme/alcool isocamylique et d'une précipi-
tation & 1'éthanol/NaCl. Le culot de centrifugation est repris dans
2 ml de CTAB & 1% dans du tris 50 mM, EDTA 1 mM, NaCl 0,7 N, P-mercap-
toéthanol 1 mM, pH 8. Un volume de la méme solution dépourvue de NaCl
est ajouté et le mélange est laissé a température ambiante pendant
30 min pour la précipitation des acides nucléiques. Le précipité est
gédimenté par centrifugation & 3500 g pendant 10 min et repris dans
1 ml d'un tampon de force ionique élevée : tris 20 mM, EDTA 1 mM,
NaCl 1 M, pH 7,4.Untraitement par 250 pg de RNase est effectué pen-
dant 30 min & 379C, suivi d'une extraction au phénol/chloroforme et de
deux extractions au chloroforme/alcool isoamylique. Le DNA est préci-
pité par addition de 2 volumes d'éthanol et centrifugé. I1 est repris
dans un tampon approprié. Notons que le CTAB précipite aux températures

inférieures a 152C, I1 est donc nécessaire de réaliser toutes les éta-

pes en présence de CTAB a température ambiante.

3 - A partir de cals

La méthode utilisde est celle de ROGERS et BENDICH (233).
Le broyage des tissus est effectué en présence de CTAB. Cette méthode
a é6té utilisée par les aunteurs pour l'extraction de DNA de tissus vé-
gétaux momifiés. Le rendement de l'extraction est trés élevé et la
solution de DNA obtenue est dépourvue de polysaccharides. Un tel ré-
sultat n'a pas pu étre obtenu & partir de cals avec la méthode de
HEINHORST et al. Une autre qualité de la méthode est qu'elle est réa-

lisable avec peu de matériel.

Entre 1 et 4 g de cal sont broyés au mortier pendant quelques
minutes dans un volume équivalent a 1 pl/mg de tissu de la solution sui-
vante chauffée & 652C : CTAB 2%, tris 100 mM, EDTA 20 mM, NaCl 1,4 M,
PVP(40000) 1%, pH 8. Le lysat est versé dans un tube de centrirugation
de contenance 12 ml et porté & 652C pendant 2 min. Un volume de chloro-
forme/alcool isocamylique 24v/v est ajouté et 1'ensenble agité pour l'ex-

traction des protéInes. Aprés centrifugation pendant 30 s & 11000 g, la

phase supérieure est recueillie et additionnée d' 1/5 de volume d'une
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solution de CTAB & 5% dans du NaCl 0,7 ¥, chauffée & 652C. Une autre
extraction au chloroforme/alcool isoamylique est réalisée. Un volume
d'une solution de CTAB & 1% dans du tris 50 mM, EDTA 10 mM, pH 8 est
ajouté & la phase supérieure. Le précipité est recueilli aprés cen-
trifugation & 11000 g pendant 5 min dans 2 ml de tris 20 mM, EDTA

1 mM, NaCl 1 M, pH 7,4. Le chauffage & 659C peut aider la redissolun-
tion. Les acides nucléiques sont précipités par addition de deux vo-
lumes d'éthanol et repris aprés centrifugation dans 200 pl de tris

1 mM, EDPA O,1 mM, pH 8. Jusqu'a 25 pg de DNA ont pu étre obtenus

par cette méthode & partir d'un gramme de cal.

D. - Marquage in vitro de plasmide

La technique de marquage par "nick-translation™ a été adoptée
(232). Du 4CTP marqué au 321’ et un kit de marque BRL contenant les
autres réactifs ont été utilisés., A 1 pe de plasmide 4 marquer repris
dans 4 pl de tampon tris 10 mM, EDTA O,71 mM, NaCl 120 mM, pH 7,5, sont
ajoutés successivement : 6 pl de la solution de 4CTP marqué, .5 pl de
la solution B du kit qui contient les nucléotides froids (dATP, 4GTP,
dTTP), 30 pl de la solution E (eau distillée), 5 pl de la solution C
constitude d'un mélange de DNasel et de DNA polymérase. Aprés homogé-
néIsation, le mélange est incubé 2 h & 152C, La réaction est arrétée
par 5 Pl de la solution D (EDTA). L'élimination des nucléotides non
incorporés au plasmide de fait par précipitation de celui-ci & 1l'étha-
nol/NaCl comme indiqué dans le paragraphe IV-A-1, puis par passage de
la solution dans une micro-colonne de Séphadex G-50 comme suit. Les
micro-colonnes sont préparées en déposant 0,4 ml de gel préalablement
lavé & l'eau distillée, dans un tube de méme contenance percé a son
extrémité par une aiguille de taille 19G et dans lequel on a placé
de la laine de verre. Les petits tubes sont placés dans des tubes
Eppendorf et l'ensemble est centrifugé & 3000 RPM pendant 75 s, ce
quil provoque le tassement du gel. Le liquide est éliminé du tube Ep-
pendorf et la sonde radioactive est déposée au sommet du gel. Apreés
une centrifugation & 12000 RPM pendant 45 8, la sonde purifiéde est
récupérée dans le tube Eppendorf. Elle est alors en solution dans le
tampon de préparation du gel, c'est & dire du tris 10 mM, EDTA 0,1
mM, NaCl 50 mM, pH 8. Une fraction aliquote est prélevée avant et

apras passage sur la micro-colonne pour évaluation du marquage.
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Sont ajoutés a la fraction prélevée, 1 ml d'une solution de DNA
de sperme de hareng & 100 pg/ml de tampon tris 50 mM, EDTA 20 mM, pH 8,
Nal, 0,02%, puis 1,1 ml d'acide trichloracétique (TCA) a 20% (P/V). Le
mélange est laissé 1 h & 0%C. Le DNA est recueilll par filtration du
précipité sur un petit disque de papier Whatman GF/C placé sur une
rampe de filtration sous vide. Le filtre est rincé par 10 ml de TCA &
5% froid (48C) puis par 5 ml d'éthanol & 952. I1 est séché sous lampe
34 infrarouge, déposé dans un pot & scintillation et imbibé par 0,4 ml
de potasse 0,01 M pour détacher le DNA du filtre. Aprés 30 min, 4,5 ml
de liquide & scintillation de type Beckmann HP sont ajoutés et le pot
est agité fortement. La radioactivité est mesurée aprés quelques heures
dans un appareil de comptage & scintillation liquide de type Beckmann
LS2800 muni d'un systéme d'évaluation du quentching et de correction
automatique. La chimioluminescence est aussi mesurée. La valeur en
nombre de désintégrations par minute (DPM) est rapportée au pg de plas-

mide marqué.

E. - Otilisation des enzymes pour le clonage moléculaire

1 - Les enzymes de restriction

0,5 & 1 pg de plasmide préparé par 1l'une des méthodes décri-
tes est précipité & 1'éthanol/NaCl comme déja indiqué. Le culot de cen-
trifugation est lavé & 1'éthanol & 70% et repris dans 10 pl d'eau bidis-
tillée stérile. 2,5 pl du tampon d'incubation concentré 10 fois sont
ajoutés puis 2 pl contenant 5 & 10 unités de l'enzyme. Le volume est
complété & 25 pl par de 1l'eau et mis en incubation pendant 2 h a 37¢C,
Quand la digestion doit etre suivie d'une électrophorése, la réaction
est arrétée par 10 pl de "tampon d'arrét" de composition suivante :
saccharcse 50%, EDTA S50 mM, urée 4 M, bleu de bromophénol 0,1%, pH 7.

Dans la cas d'une double digestion, l'incubation est d'abord
réalisée pendant 1 h 30 min avec l'enzyme agissant dans le tampon de
plus faible foree ionique puis l'autre enzyme est ajoutée et l'incuba=-

tion continue pendant 1 h 30 min aprés correction de la force ionique.

La composition des tampons d'incubation des différentes

enzymes utilisées est la suivante :
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EeoRT tris 100 mM, NaCl 50 mM, MgCl_, 10 mM, pH 7,5.

2
Bell
HindII +tris 50 mM, MgCl
Pst I

10 mM, NaCl 50 mM, pH 8.

2

BamHI tris 10 mM, NaCl 100 mM, MgCl2 5 mM, ?-mercaptoéthanol 1 mM,
pH 8.

2 - La phosphatase alcaline

0,5 unité de phosphatase alcaline est utilisée dans un volu-
me de 25 pl contenant 1 pg de fragment plasmidique & déphosphoryler.
Le tampon d'incubation est constitué de tris 50 mM, EDTA O,1 mM, pH 8.
L'incubation est faite & 372C pendant 30 min. Le traitement & la phos-
phatase peut 8tre effectué en fin de digestion par une enzyme de res-
triction.

3 - La ligase du bactériophage T4
Pour 0,5 pg du fragment vecteur et 5 pg du fragment a cloner,

une unité de ligase est utilisée dans un volume réactionnel de 50 pl

constitué de tris 20 mM, MgCl2 10 mM, dithioérytréitol (dte) 10 mM,

ATP 0,6 mM, pH 7,6. L'incubation dure 2 h a 222C ou 15 h & 15%8C. ILes

fragments ligaturés sont utilisés ensuite pour transformer des bacté-

ries.

Les tampons réactionnels et tout le matériel destiné & conte-
nir du DNA sont stérilisés & l'autoclave & 1058C pendant 30 min. Ce
traitement, outre 1l'aseptie, doit assurer 1t'élimination de toute trace

de nucléases susceptibles de dégrader le DNA.
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F. - Transformation bactérienne

9 m]l d'une culture d'Escherichia coli rédalisée sur milieu LB

~

sont centrifugés a 5000 g, 10 min a 02C. Les cellules sont remises
en suspension dans 4,5 ml d'une solution glacée de CaCl2 100 mM et
centrifugées de la méme maniére. Elles sont reprises pareillement
et laissées 30 min dans la glace, puis centrifugées, remises en sus-
pension dans 0,45 ml de 03012 100. mM avant d'étre transférées danms

an tube de verre. Les bactéries sont laissées ainsi 15 h & 02C.

La transformation se fait en ajoutant 50 pl contenant le plasmide
a transférer a 100 pl des cellules traitées par le CaClz. Le mélange
est laissé 15 min dans la glace puis soumis a 5 chocs thermiques suc-
cessifs de 0 & 372C, chaque passage durant 30 s. La suspension est
dilude au dixiéme dans du milieu LB, incubde & 302C en agitation pen-
dant 2 h. Des dilutions et étalements sur milieu sélectif sont ensuite

effectués.

G. - Electrophoréses en gel d'agarose

1 « Gel horizontal

La concentration en agarose varie de 0,6 & 1,2%. Le tampon
dtélectrophordse (TBE) est constitué de tris 89 mM, acide orthoborique
89 m®, EDTA 2,5 mM, pH 8,2-8,3. Dans chaque alvéole formée par un pei-
gne a 10 dents, sont déposés 35 pl obtenus par addition de 10 pl de
"tampon d'arrét", dont la composition est donnée dans le paragraphe
E-1, & 25 pl d'une solution contenant de 0,2 & 1 pg de plasmide ou de
fragments issus d'une digestion par une enzyme de restriction. La dif-
férence de potentiel est de 130 V. La migration dure de 2 a3 4 h. Le gel
est ensuite coloré pendant 20 min dans un bain contenant quelques gout-
tes d'une solution de bromure d'éthidium a 1 mg/ml d'ean, puis décolo-
ré pendant 20 min dans de l'eau distillée. La visualisation des bandes

est réalisée sous éclairage ultra-violet de longueur d'onde 322 nm,
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2 -~ Gel vertical

Elle permet la lyse des bactéries dans les alvéoles du gel
par la méthode d'ECKAERT ( 64 ) modifiéde par SIMON et al. (251). Un dé-
pot dans unealvéole formée par un peigne a 15 dents nécessite la prépa-~

ration suivante.

A 625 pl d'une culture bactérienne parvenue & une densité
optique & 600 nm d'environ 0,3, le méme volume de tampon tris 50 mM,
EDTA 20 mM, pH 8 est ajouté. Les cellules sont sédimentées par cen-
trifugation 5 min &4 10000 g. Le culot est placé dans de la glace a-
prés élimination du surnageant et remis en suspension dans45 pl de
tampon de lyse constitué de TBE contenant 25% de saccharose, 12% de
Ficoll, 5 u/ml de RNase et 1 mg/ml de lysozyme, les deux enzymes é-
tant ajoutées juste avant emploi. Aprés homogénélsation, la suspen-
sion est aussitdt déposée dans 1l'alvéole puis recouverte de 60 ?1 de
tampon TBE contenant 1% de SDS, 0,05% de bleu de bromophénol et 0,4%
d'agarose. Aprés solidification de cette solution, 1l'alvéole est rem-
plie avec de l'agarose maintenue liquide. La concentration en agarose
du gel est de 0,8%. La migration est d'une heure & 30 V puis de deux
heures & 130 V. La coloration et l'observation du gel sont faites de la

méme maniére qu'indiqué précédemment.

H., = Electroélution

L'électroélution est utilisée pour isoler un fragment de plasmide
aprés coupure par une enzyme de restriction. Les fragments sont séparés
sur gel horizontal d'agarose & 0,6% et le gel est coloré au bromure 4!
éthidium. Sous éclairage ultra-violet, un petit cube d'agarose contenant
la bende de DNA a éluer est découpé et placé dans la cupule d'un concen-
treur de proetéines. La cupule est remplie de tampon TBE dilué au demi.
La quantité de tampon est ajustée pour que l'intensité du courant soit
comprise entre 4 et 7 mA. La puissance est de 3W et l'électroélution
dure * h., Le fragment de DNA sort du gel et est plaqué contre la mem-
brane de la cupule, du coté de l'électrode chargée positivement. Il est
recueilli dans 200 pl de tampon. Cette méthode est utilisée pour prépa-
rer des fragments de plasmide ou des génes isolés en vue du clonage ou

de la fabrication de sondes.
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I. - Hybridation moléculaire DNA/DNA

La méthode d'hybridation moléculaire utilisée a été initialement
mise au point par SOUTHERN (257). Elle permet de repérer dans un géno-
me une séquence nucldotidique déterminée. Le DNA génomique fixé sur
une membrane de nitro-cellulose est mis en contact avec une sonde cons-
titude par la séquence nucléotidique & rechercher marquée par "nick-

32?. la sonde se fixe alors au

translation™, le plus souvent par du
niveau des séquences qui lui sont homologues sur la membrane. On peut
ensuite repérer la position de la sonde fixée, donc de la séquence ho-
mologue, par autoradiographie. Le protocole présenté ci-dessous pour
le transfert du DNA est celui décrit par MANTATIS et al. (181) et les

conditions d'hybridation sont celles de CROSSWAY et HOUCK ( 48).

Le DNA dans lequel une séquence doit €tre recherchée est coupé
par une enzyme de restriction et les fragments sont séparés par élec-
trophorése en gel d'agarose & 0,8%. Le gel est coloré au bromure d'é-
thidium’et photographié. I1 est ensuite maintenu en agitation successi-

vement dans les bains suivants :

- HC1 0,2 M 2 fois 15 min
- NaOH 0,4 M, NaCl 0,6 M "
- tris 0,5 M, NaCl 1,5 M, pH 7,4 b

Un lavage rapide & l'eau distillée est effectué entre les bains.
Une membrane de nylon de type Gene Screen (New England Nuclear) est
découpée aux dimensions exactes du gel et placée pendant 10 min dans
de l'eau distillée puis pendant 15 min dans du tampon SSCx20 (SSCx1 :
citrate tri-sodique 0,015 M, NaCl 0,15 M) en agitation intermittente.

Le gel est déposé sur trois feuilles de papier Whatman 3MM imbibées
de tampon SSCx20 et placées sur une plaque de verre. Les deux couches
supérieures sont a la dimension du gel; la feuille inférieure est de
méme largeur mais est suffisament longue pour pouvoir tremper de chaque
coté de la plaque de verre dans un bac contenant du tampon SSCx20. Le
gel est recouvert de la membrane de nylon, puis de trois couches de
papier Whatman découpées & la dimension du gel et imbibées de tampon

SSCX20. On évite la présence de bulles entre les couches
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superposées, surtout entre le gel et la membrane. L'ensemble est sur-

monté d'une couche de papier absorbant de plus de 5 cm d'épaisseur et

d'un poids de 600 & 700 g. Le transfert du DNA du gel sur la membrane

va ainsi s'effectuer pendant 12 & 16 h par le flux du tampon entrainé

par le papier absorbant. La membrane est ensuite lavée bridvement dans
du tampon SSCx5, mise & sécher & température ambiante et placée & 1'é-
tuve 4 802C pendant 2 h. Elle peut etre stockée A 42C jusqu'au moment

de l'hybridation.

La membrane est mouillée pendant 2 min dans du tampon SSCx5 et
placée dans un sac de plastique dans lequel on ajoute un volume de
tampon de pré-hybridation équivalent & 120 pl/cm2 de membrane. Le
sac est scellé et placé dans un bain-marie & 422C en agitation fai-
ble (moins de 25 min-1) pendant 3 & 5 h. Le tampon de pré-hybridation

a la composition suivante :

S3C x5

SDS 0,1%

EDTA 5 mM

- tampon de DENHARDT X5

tampon phosphate(Na) 25 mM pH 6,5
formamide 50%

DNA dénaturé de sperme de hareng 200 pg/ml

Le tampon de DENHARDT(5T)contient 0,02% de sérum albumine bovine, de
PVP et de Ficoll 400, I1 est porté & 802C pendant 15 min puis filtré sur
filtre de porosité 0,45 pm. Il est ajouté au moment de l'emploi, de mé-
me que le DNA de sperme de hareng dénaturé par la chaleur. Le mélange
des autres constituants est stérilisé & l'autoclave & 1052C pendant 30
min. Le tampon d'hybridation a la méme composition mais en y ajoute

10% de sulfate de dextran.

Aprés la pré-hybridation, le tampon est retiré du sac contenant
la membrane et rapidement remplacé par le méme volume de tampon d'hy-
bridation contenant la sonde radiocactive dénaturée comme suit. Une
quantité du fragment de DNA marqué correspondant 2 1-2.106 DPM est
portée dans un bain-marie bouillant pendant 5 min et rapidement re-
froidie dans de la glace. Le sac de plastique est de nouveau scellé
et placé au bain-marie dans les mémes conditions que précédemment.
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La présence de bulles dans le sac doit étre évitée. L'hybridation dure

de 16 & 24 h. La membrane est retirée du sac et rapidement placée dans

du tampon SSCx2, SDS 0,1% & température ambiante pendant 15 min. Elle

est ensuite mise en agitation pendant 30 min & 602C dans du tampon

Sscx2, SDS 0,1% puie de la méme manidre trois fois 30 min dans du tam-
pon SSCx0,1, SDS 0,1%. La membrane est séchée 1 h a température ambiante,
et mise en contact avec un film Kodak ZXAR~3 entre deux plaques de verre
portant des écrans de type Dupont Cronex "Hi-plus". L'ensemble est em-
ballé dans des feuilles de papier et d'aluminium et placé & -802C jus-
qu'ad la révélation du film. Le temps d'exposition doit &tre déterminé

par essais successifs.

En vue d'une nouvelle hybridation, la sonde peut eétre retirde de
le membrane par lavage en agitation pendant 1 h & 65¢C dans du tampon
phosphate(Na) 10 mM, pH 6,5, formamide 50%, puis pendant 15 min dans
du tampon SSCx2, SDS 0,1%, & température ambiante.



resultats et discussion
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I. - OBTENTION ET CULTURE DES PROTOPLASTES DE TABAC

A. - Adaptation d'un procédé de purification des protoplastes

HUGHES décrit une méthode de purification des protoplastes
en deux étapes (130). La premidre comprend une centrifugation sur une
solution concentrée de saccharose, la deuxiéme une flottation des pro-
toplastes sur une solution de saccharose. Le protocole est présenté
dans la figure 4. Les protoplastes purifiés sont récupérés dans la
bande situde & l'interface des deux solutions alors que les débris
cellulaires restent dans le culot de centrifugation. Il recueille
ainsi une suspension dans laquelle subsistent 50% des protoplastes

traités comprenant seulement 2% de cellules endommagées.

Un essai préliminaire ne faisant intervenir que la premiére
étape de la méthode, sur les protoplastes de tabac repris dans du mi-
lien To dépourvu de saccharose, nous a permis d'obtenir avec un ren-
dement de 75% une suspension de protoplastes comprenant 86% de cellu~
les sphériques alors que la suspension avant purification en compre-
nait 69%. Comme un certain nombre de protoplastes sont endommagés, une
mise au point de la technique est nécessaire. Dans un premier temps,
nous avons réduit la vitesse de centrifugation puis modifié quelgques
paramétres en vue d'intégrer au mieux cette technique de purification

au protocole de récupération des protoplastes décrit par CHUPEAU (42 ).

Dans chaque essai, le nombre de protoplastes est évalué
avant et aprés purification. Les protoplastes récupérés dans la bande
située 4 l'interface des deux solutions sont comptés sur une cellule
de Nageotte. Deux valeurs sont prises en compte : le nombre de proto-
plastes parfaitement sphériques et le nombre total incluant aussi les
protoplastes endommagés et les débris cellulaires d'une taille supé-
rieure au quart de celle d'un protoplaste . Les chloroplastes isolés
ne sont donc pas comptés. Ces comptages permettent de calculer la

pureté de la suspension, qui représente le pourcentage de protoplastes

sphériques dans la suspension aprés purification. Le rendement de la

purification indique le pourcentage des protoplastes recueillis par

rapport & leur nombre avant purification.
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Fig. 4 - Méthode de purification des protoplastes d'aprés HUGHES
et al. (130). C, centrifugation.
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1 - Adaptation des paramétres de centrifugation

La réduction de la vitesse de centrifugation & environ 200 g
empéche l'éclatement des protoplastes et donne une pureté de 90% (tab.
I). Le passage du temps de centrifugation de 5 3 10 min n'apporte au-
cune amélioration. De meme, deux centrifugations sur saccharose n'améli-
orent pas la pureté. Un point important est d'assurer une montée en
vitesse aussi lente que possible. La reprise du protocole de HUGHES
(130) avec les deux centrifugations a 200 g a permis d'obtenir une
pureté légérement supérieure avec un rendement inférieur a 40%. Il
semble préférable d'utiliser seule la premiére étape pour obtenir un

rendement supérieur.
2 - Composition de la solution inférieure

Deux solutions de densité égale a 1,355 ont d'abord été tes-
tées pour reproduire les conditions de HUGHES (130) (tab. II). Les
deux solutions donnent des résultats de méme grandeur quant & la pu-
reté. Toutefois, la présence de mannitol dans la solution inférieure
est & éviter & cause du plus faible rendement obtenu. Une solution de
saccharose dans du milieu To dépourvu de mannitol sera utilisée. Dif-
férentes concentrations ont été testées (tab. III). Une variation entre

15,4 et 17% est de peu d'influence sur la pureté obtenue.
3 - Composition de la solution supérieure

HUGHES (130) signale de meilleurs résultats quand les pro-
toplastes sont mis en macération dans un milieu légérement hypertoni-

que.

Nous avons testé une concentration en mannitol de 12,75% au
lieu de 8% préconisé dans la méthode de CHUPEAU (42 ). Les résultats
de la purification sont identiques aux précédents mais beaucoup de
protoplastes présentent un renflement indiquant leur éclatement. Cette
modification a été abandonnée et ont été maintenues les conditions
habituelles d'obtention des protoplastes. De plus, un tel traitement
aurait pu influer sur le comportement des protoplastes ultérieurement

mis en culture.
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Pureté (%)
avant centrifugation 62
centrifugation a 230g 91
a 180g 89

Tab. I - Effet de la vitesse de centrifugation utilisée lors de

la purification des protoplastes sur la pureté obtenue.

Pureté (%) Rendement (%)

avant purification 58 100
mannitol 8% + saccharose 6,5% 80 37
saccharose 15,4% 83 59

Tab. II - Etude de la composition en mannitol et saccharose de la
solution inférieure u?ilisée lors de la purification des protoplastes

par centrifugation.

Pureté (%)
avant purification 62
saccharose 15,4% 89
16% 86
17% 90

Pab. III - Effet de la concentration en saccharose de la solution

inférieure au cours de la centrifugation des protoplastes.
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4 - Effet du temps de macération sur le rendement

En reproduisant les essais de purification avec des proto-
plastes issus de macérations de durées différentes, les puretés ob-
tenues sont similaires mais les rendements sont trés fluctuants. Ces
différences pourraient provenir de 1'état des protoplastes avant la
purification, et plus particulidrement du degré de digestion de la
paroi cellulaire. Pour confirmer cette hypothése, ont été mesurés la
pureté et le rendement de la purification de protoplastes recueillis
3 différents temps de macération. Les résultats sont mentionnés dans
le tableau IV.

La pureté varie peu mais le rendement obtenu est proportion-
nel au degré de digestion des parois cellulaires. La séparation au
cours de la purification est fonction de la densité des protoplastes.
La présence de paroi résiduelle sur les protoplastes leur donne une
densité supérieure quli les fait sédimenter dans le culot de centrifu-
gation alors que des protoplastes totalement dépourvus de paroi ont
une densité moindre et restent ainsi & lt'interface de la solution de
saccharose et du milieu To’ lors de la centrifugation. Ceci montre
qu'aprés 18 h de macération, les protoplastes sont totalement dépour-
vus de paroi. Cette méthode pourrait donc étre aussi utilisée pour at-
tester de la digestion compléte de la paroi cellulaire, condition es-

sentielle & 1l'utilisation ultérieure des protoplastes dans des expé-

riences de transformation génétique.

5 - Conclusion : méthode adoptée

La technique de purification s'intégre au protocole de pré-
paration des protoplastes de la fagon suivante : les protoplastes ré-
cupérés aprés macération dans une bolte de Petri de 9 cm de diamétre
sont centrifugés & 50 g pendant 5 min puis repris dans 10 ml de milieu
TO dépourvu de saccharoge. Dans quatre tubes a4 hémolyse de contenance
5 ml,sont déposés 1,5 ml d'une solution de saccharose & 16% dans du
milieu To sans saccharose ni mannitol. A l'aide d'une pipette a extré-
mité effilée, 2,5 ml de la suspension de protoplastes sont déposés sans
turbulence au-dessus de la solution contenue dans chacun des tubes.

Apres centrifugation pendant 5 min & 200 g, la bande situéde & l'inter-
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Temps de macération Pureté (%) Rendement (%)
15h45 92 29
16h30 91 46
17h15 86 60
18h 96 97

Tab. IV - Rendement de la purification et pureté des protoplaates

obtenus aprés différents temps de macération.



Mise en RN
\ suspension e
.22§’ dans 10ml de 2,5ml% Co 2008)
gans 1,5ml
b4
macération tamisage sur saccharose sacchar;j
grille (100Pm) 16%
protoplastes + To
purifiés C 50g Smin

Fig. 5 - Protocole adopté pour l'obtention et la récupération des
protoplastes. C, centrifugation.
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Pig. 6 - Protoplastes au microscope photonique. X330. A. - Avant

purification. B. - Aprés purification sur une solution de saccharose
a 16%. |
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face est recueillie. Elle contient les protoplastes sphériques. Le
culot de centrifugation qui contient les débris et les protoplastes
endommagés est éliminé. Les protoplastes sont ensuite lavés une fois
dans du milieu To dépourvu de saccharose puis mis en culture ou incu-
bés avec des liposomes. Dans ce cas, un autre lavage dans du tampon
d'incubation est pratiqué. L'optimisation de cette méthode a permis
d'obtenir une suspension contenant 90% + 5 de protoplastes parfaite-
ment sphériques alors que ce pourcentage n'est que de 55 + 5 avant
purification. Le rendement atteint 90% quand la dégradation de la
paroi est compléte. Le protocole d'obtention des protoplastes est
résumé dans la figure 5. La figure 6 établit la comparaison entre la
suspension des protoplastes avant et aprés purification par la méthode

adoptée.

B. - Evolution des protoplastes en culture

Les changements demilieu et l'évolution des protoplastes sont

résumés dans le tableau V.

En 1974, CHUPEAU et al. ( 43 ) reportent la fréquence de 50 a
60% de divisions dans des cultures de protoplastes de Nicotiana ta-
bacum var. Wisconsin 38. MEYER et COOKE  (195) observent dans des
cultures de protoplastes de mésophylle de tabac que 75% des cellules

se divisent avant 120 h de culture et évoluent ensuite vers le stade
microcal. Nous avons obtenu dans nos cultures 30 & 50% de cellules
5 a4 partir de 3x105

protoplastes mis en culture dans chaque bolte de Petri. Les premi-

divisées aprés 7 j de culture, soit plus de 10

¢res divisions apparaissent aprés 3 j de culture. Ces résultats ont
pu eétre obtenus aprés une révision des conditions de culture des plan-
tes et de préparaxion'du milieu To’ var l'utilisation de preduits

plus purs, d'eau déminéralisée et par un contrdole plus strict da pH.
En effet, les pourcentages de divisions obtenus avant cette mise au

point étaient toujours inférieurs & 1%.
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N
50,

3 SN
,\,\l \:\\’_,
t (jours) Eléments minéraux  ANA BAP Mannitol Saccharose Agarose Observations
et vitamines (mg/1) (mg/l (%) (%) (%)
0 milieu T0 3 1 8 2 0 30 & 50% des protoplastes
se divisent
7 milieu C 0,1 0,2 8 2 0 les microcals atteignent
1 & 3 mm de diamdtre
40 milieu T 0,1 1 6 2 0,6 les cals grossissent
des bourgeons apparalssent
60 milieu T 0,1 1 0 1 0,6 les bourgeons se
o
développent en rosettes
80 nilieu T, 0,1 0 0 1 0,6 des racines poussent &

la base des rosettes

Tab. V - Evolution des protoplastes en culture. Les changements de milieux sont réalisés aux périodes

indiquées.
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II. - PREPARATION DES PLASMIDES, DES LIPOSCMES .ET ESSAIS DE CIBLAGE

A. - Préparation des plasmides

La préparation des plasmides pLGV232neo et pLGV110O3neo,
non amplifiables au chloramphénicol, a été réalisée par la méthode
d'ISH-HOROVICZ (133 ). Cette méthode prévoit la lyse alcaline des
cellules & la soude en présence de SDS. A partir d'un litre de mi-
lieu d'une culture parvenue en phase stationnaire de croissance, il
a été possible de récupérer en moyenne 300 pe de plasmide aprés puri-
fication sur gradient de chlorure de césium. La méme quantité est ob-
tenue & partir de 200 ml de milieu de culture de bactéries possédant
un plasmide amplifiable au chloramphénicol. Dans ce cas, la méthode
d'HOLMES (121) dans laquelle les cellules sont lysées par ébullition
a été ntilisée. I1 faut noter que la culture des bactéries a 37¢C au
lieu de 309C et avec une plus forte agitation aurait probablement

donné un rendement meilleur.

La méthode de GROSVELD (100 ) est utilisée pour préparer
rapidement un plasmide & partir de petits volumes de cultures. La so-
lution obtenue contient une plus grande quantité de RNA qui doit &tre
éliminée par un traitement & la RNase. Il subsiste aussi une grande
quantité de protéines comme le montre le spectre d'absorption en ul-
tra-violet. C'est pourquoi ont été ajoutées a la fin du protocole,
deux extractions au phénol/chloroforme et deux extractions au chloro-
forme/alcool isoamylique. La quantité de plasmide extrait de 5 ml de
culture est de l'ordre de 2 & 5 pg. Cette valeur est déduite de 1l'ob-
servation de l'intensité de la bande obtenue aprés passage d'une frac-
tion aliquote en électrophorése en gel d'agarose, en comparaison avec
cellegmontrées par une gamme étalon de DNA du bactériophageA . Les es-
timations d'aprés la mesure de la DO & 255 nm donnent des valeurs
plus fortes, ce qui témoigne de la présence de fragments de DNA chro-
mosomiques dans la solution plasmidique. Ceci explique em partie 1l'ex-
cés d'enzyme de restriction généralement requis pour la digestion

compléte de plasmide préparé par cette méthode.
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B. - Préparation des liposomes

1 - De type MLV

v Le mélange lécithine/stéarylamine décrit par LURQUIN (172 )
a été utilisé. Aprés leur formation, les liposomes de type MLV peuvent
8tre facilement sédimentés par centrifugation a 15000 g. Une mesure
de la radioactivité effectuée sur une fraction des liposomes repris
aprés centrifugation donne une évaluation du pourcentage de plasmide
1ié aux liposomes. Ce pourcentage est de 55% + 10. Il ne peut s'expli-
quer que par l'association du plasmide & l'extérieur des liposomes.
En effet, une telle valeur ne s'accorde pas avec le volume interne
théorique calculé (262). Le plasmide serait donc 1ié aux liposomes
par des forces électrostatiques; une partie seulement serait encap-

sulée. Aprés un traitement & la DNase (100 pg/ml) durant 15 min &

température ambiante, en présence de MgSO, 5 mM, la fraction de plas-

mide restant précipitable au TCA n'est qu: de 1%, en référence a une
mesure avant le traitement. 99% du plasmide est donc totalement dégra-
dé. Une expérience réalisée dans les meémes conditions a montré que
40% du plasmide 1ié & des liposomes de type MLV restait précipita-
ble auTCA. 60% est donc accessible & la DNase. Il s'agit du plas-
mide 1lié aux couches externes de lipides. 40% du DNA se trouve pro-
tégé du fait de sa situation entre les couches lipidiques des lipo-
somes ou de 8a liaison plus étroite avec les couches extermes. Le
remplacement dans les liposomes de la stéarylamine par du dicétylphos-
phate ou du sitostérol fait diminuer le pourcentage de liaison du plas-
mide aux liposomes, ce qui suggére l'implication de ce composé dans la

liaison avec le plasmide.

2 - De type REV

La préparation de liposomes de type REV inclut une étape de
passage aux ultrasons des lipides dissous dans de l'éther surmontant
une phase aqueuse contenant le plasmide 3 encapsuler. Le traitement
doit aboutir & une émulsion stable résultant de la dispersion des
deux phases par les ultrasons (262), Le plasmide, sensible aux ultra-
sons, peut étre dégradé quand une puissance irop élevée est appliquée.

Nous avons dans un premier temps utilisé un appareil de type MSE150



t(s) 1 2 5 2 5 0 1 2
Amplitude 1 1 1 3 3 - 6 6

o\
N

Fig. 7 - Electrophoréses en gel d'agarose d'un plasmide soumis
aux ultasons. A. - Appareil de type MSE150, puissance "high". lLa
durée des traitements et ltamplitude des ultrasons sont indiqués
en haut de chaque colonne. B. - Appareil a bain de type Bransonic
5. Les temps de traitement sont indiqués.
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muni d'un réglage de l'amplitude de 1 &2 6 et de la puissance : posi-
tion "low", "medium" et "high". Un traitement durant 5 secondes, d4'
amplitude 1 et de puissance "high" entralne une bonne dispersion des
deux phases mais un contrdle par électrophorése en gel d'agarose mon-
tre que le plasmide est totalement dégradé : on ne retrouve aucune
bande mais une trainéediffuse. La figure 7 montre le profil électro-
phorétique d'un plasmide soumis aux ultrasons, l'amplitude, la puis-

sance et le temps de traitement étant modifiés.

Seuls les ultrasons d'amplitude 6 conservent l'intégralité
du plasmide. Cette amplitude utilisée avec la puissance "high"™ pendant
10 secondes, n'entraine pas la dispersion des phases aqueuse et or-
ganique. Il n'est donc pas possible avec cet appareil, d'obtenir si-
maltanément le maintien de 1l'état du plasmide et la dispersion des
phases. C'est pourquoi nous avons utilisé par la suite un appareil a
ultrasons 3 bain de type Bransonic 5 de puissance 14W et de fréquence
55KHz. L'état du plasmide aprés différents temps de traitement est
montré sur la figure 7. Des temps supérieurs & 1 min n'entrainent au-
cune dégradation du plasmide. Une dispersion compléte des phases étant
obtenue 3 la suite d'un traitement de 2x15 s, cette durée a été rete-

nue pour la préparation des liposomes.

Au cours de la suite de la préparation, le mélange est pla-
cé dans un évaporateur rotatif relié & une pompe a vide. L'évaporation
de 1'éther entralne la formation des liposomes. Au début de 1'évapora-
tion, la baisse de pression doit eétre régulée. Il se forme alors un
gel qui se dépose sur la paroi du tube. A ce stade, le vide doit en-
core &tre limité pour éviter un éclatement trop brutal du gel. Aprés
ltéclatement, la pression est diminuée pour éviter toute trace d'éther
dana la suspension de liposomes. On laisse 5 a 10 min sous vide pour
obtenir une suspension hétérogéne qui, homogénéisée aprés addition de
tampon, donne une suspension de liposomes bilamellaires. Ces liposo-
mes peuvent étre séparés du plasmide non encapsulé par centrifugation
sur gradient de Ficoll comme indiqué dans le paragraphe II-B-~2 de la
deuxiéme partie. Un comptage de la radiocactivité d'une fraction ali-
quote donne le pourcentage d'encapsulation d'un plasmide marqué dans
des liposomes., Une mesure par cette méthode a donné 1la valeur de 18%
de plasmide encapsulé dans les liposomes, en utilisant l'appareil a

ultrasons a bain.



Le pourcentage d'encapsulation paralt faible en comparai-
son avec ceux obtenus par FRALEY et al. (76 ), LURQUIN et SHEEHY (176 )
qui sont respectivement de 40 et 20%. Ceci pourrait en partie provenir
de la méthode de mesure. En effet, deux bandes se sont disposées dans
le gradient de Ficoll alors que les liposomes doivent se disposer dans
une seule aprés centrifugation. Une autre hypothése pourrait €tre l'in-
suffisance de la puissance et de la fréquence des ultrasons délivrés
par l'appareil utilisé : 14W et 55KHz au lieu de 80W et 80KHz préconi-
8és (262 ). La dispersion des phases aqueuse et organique, bien qu'ap-
paremment compldte, serait peut-&tre insuffisante.

Ce = Observation des liposomes

Aprés coloration négative a 1l'acide phosphotungstique, les lipo-
somes de type REV apparaissent au microscope électronique comme des
sphéres isoléesou accolédes (fig. 8). Le rapport d'agrandissement donne
une évaluation de leur taille, Celle-ci varie entre 0,1 et 1,1 po avec
une grande répartition autour de 0,4 pm.

Au moment de la fixation, les liposomes sont en suspension dans
une solution contenant du mannitol. Lors de la fixation & l'acide phos-
photungstique, ils tendent & éclater du fait de l'hypotonicité du fi-
xateur ajouté mais ils sont fixés au début de l'éclatement. On peut
voir sur la photographie B de la figure 8 que les zones de fracture
des deux couches de lipides constituant le liposome ne sont pas super-
posées., Cette observation confirme la structure oligolamellaire des
liposomes de type REV.

D. - Essais de ciblage des liposomes sur les protoplastes

L'objectif d'un ciblage est de définir la formulation de liposomes
assurant leur liaison aux cellules utilisées, afin qu'ils puissent y
délivrer leur contenu. Cette expérimentation est le plus souvent con-
duite avec des liposomes contenant une substance fluorescente qu'il
est fagile de détecter au microscope photonique.

Des protoplastes ont été incubés avec des liposomes de type REV(-)
de composition PC/B-sitostérol/PS (7/2/1) (M/M) et des liposomes de type
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Fig. 8 - Liposomes de type REV, de composition PS/CHO. Microscopie
électronique en transmission, coloration négative. A. - X17000. ‘
B. - X120000. C. - X170000. D. - X60000. Une fracture met en évidence

les deux couches de lipides dont le liposome .est constitué.
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Quantité
Liposomes de lipides Incubation Fluorescence
(mg)
REV(+) 1 - +
REV(+) 0,1 PEG-.-CaCl2 +
REV(~-) 1 - E
REV(-) 0,1 PEG—Ca012 +++

Tab. VI - Appréciation visuelle de la fluorescence liée aux proto-

plastes observés au microscope aprés incubation avec des liposomes con-

tenant de la 6-carboxy-fluorescéine.
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Fig. 9 - Observations au microscope photonique en fluorescence
(haut) et en lumiére blanche (bas) de protoplastes ayant été incubés
avec des liposomes contenant de la 6-carboxy-fluorescéine. X1600.

A. - Liposomes de type REV(+). B. - Liposomes de type REV(-).
C. - Liposomes de type REV(-); incubation en présence de PEG et

de cac1,.REVE): PC[SS[SE (40[2 1) RBV ()1 PC|55|PS (1D-2 |1).
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REV(+) de composition PC/@-sitostérol/stéarylamine (7/2/1) (M/M). Les

conditions d'incubation sont décrites dans le paragraphe IIA de la deu-
xiéme partie. De plus, des protoplastes ont été incubés en présence de
PEG et de CaCl2 selon la méthode mise au point‘et‘décrite & la page 44.
Les protoplastes sont lavés et observés en fluorescence. Les résultats

des observations sont mentionnés dans le tableau VI.

Les photographies de la figure 9 montrent la présence de liposomes
autour de protoplastes observés en fluorescence. La présence de pigménts
naturels fait apparalitre les protoplastes rouges alors que la 6-carboxy-
fluorescéine contenue dans les liposomes leur donne une coloration jaune.
Pour chaque observation, le meme cliché a été réalisé en lumidre blanche
afin de témoigner de l'état des protoplastes observés. La diffusion de
6-carboxy~-fluorescéine dans un protoplaste est visible sur la photo-
graphie A. De nombreux liposomes sont visibles autour des protoplastes

sur la photographie C. Les liposomes sont localement agrégés.

Les résultats de ces expériences indiquent que les liposomes chargés
positivement semblent avoirpour la membrane des protoplastes une affinité
plus marquée que les liposomes chargés négativement, en l'absence de tout
agent fusogéne. Toutefois le nombre de liposomes autour de chaque proto-
plaste est beaucoup moins important qu'aprés incubation avec des liposomes
chargés négativement, en présence de PEG et de CaClz. Ceci confirme le
choix des REV(=) (174,175) et des conditions d'incubation utilisées avec
les protoplastes (237,73,176,206).

IT. - ETUDE DES FACTEURS INFLUENCANT LA LIAISON DES LIPOSOMES AUX
PROTOPLASTES

Cette étude a été réalisée principalement avec des liposomes de
type MLV contenant un plasmide marqué au 358. Chaque essai est réalisé
sur 5x105 protoplastes repris dans 0,5 ml de tampon d'incubation. Les
lavages des protoplastes aprés incubation éliminent les liposomes qui
ne leur sont pas liés. La radioactivité associde aux protoplastes est
ensuite comptée. Est aussi mesuré le marquage des liposomes. Le rapport
des deux valeurs en DPM donne le pourcentage des liposomes liés aux

protoplastes. Avant d'entreprendre cette étude, nous avons déterminé
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la quantité de liposomes pouvant &ire utilisée sans dommsege pour les

protoplastes car l'effet toxique des liposomes a été démontré (237).

A. - Effet de la concentration en liposomes sur la viabilité des

protoplastes aprés incubation

La viabilité a été évaluée par le comptage des protoplastes ne
retenant pas le bleu EVANS, colorant spécifique des cellules mortes.
L'aspect des protoplastes est aussi pris en considération ainsi que

leur agrégation. Les résultats sont présentés dans le tableau VII.

Une trop forte concentration en liposomes entraine la formation
d'agrégats de protoplastes. Un grand nombre de protoplastes sont en-
dommagés dans les agrégats. Pour éviter leur formation, nous avons
choisi d'utiliser 0,1 mg de lipides pour 5x105 protoplastes. 100
nmoles sont généralement utilisédes( 76,237) ce qui est proche de

la valeur retenue.

B. - Effet de la température d'incubation

Le pourcentage de liaison des liposomes aux protoplastes est

évalué en fonction de la température d'incubation (tab. VIII).

L'importance de la température d'incubation des liposomes avec
des cellules animales (72 ) et des protoplastes de cellules végétales
(276) a été démontrée. Nos résultats suggeérent que des températures
supérieures a la température ambiante augmentent la liaison. Nous
utiliserons donc une température de 30%2C au lieu de la température
ambiante plus généralement admise. L'effet inducteur de la température
sur la liaison des liposomes aux protoplastes pourrait se faire par

ltaugmentation de la fluidité des lipides liposomaux et membranaires
(244) . ’
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Lipides pour Nombre total Nombre de Nombre Protoplastes Protoplastes
5.105 de protoplastes protoplastes dtagrégats sphériques morts
protoplastes isolés non sphériques (%) isolés
(mg) (%)

0 260 26 6] 90 13

0,1 224 34 0 85 9

0,3 146 22 12 85 14

0,5 129 24 18 81 9,5

0,7 89 15 17 83 19

Tab. VII - Effet de la concentration en liposomes sur la viabilité des protoplastes aprés incubation.
Conditions d'incubation : MLV PC/St (10/1), tris-maléate 10 mM pH 5,2, mannitol 11%, PEG 10%, 30%C,
dilution au omoum 50 mM dans le tampon d'incubation.
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Température (2C) % de liaison
17 8,8
25 12,8
30 16,2
37 12,2
45 14,4

Tab. VIII - Pourcentage de liaison liposomes-protoplastes en fonc-
tion de la température. Conditions d'incubation : MLV PC/St (10/1),
citrate 25 mM pH 5,6, mannitol 11%, PEG 5%, dilution au CaCl2 100 mM

dans le tampon d'incubation.

Composition des

liposomes (P/P) % de liaison

PC/St ; 22
PC/St/DCP 12
PC/St/SS 5

Tab. IX - Pourcentage de liaison aux protoplastes de liposomes de
type MLV de différentes compositions. Conditions d'incubation : citrate
10 mM pH 5,6, mannitol 11%, FPEG 10%, 302C, dilution au CaCl2 50 mM dans

le tampon d'incubation.
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C. - Effet de la composition des liposomes de type MLV

Le mélange lécithine-stéarylamine a été reconnu favorable i la
liaison des liposomes aux protoplastes (176, 37 ). Nous y avons ajouté

différents lipides et mesuré les pourcentages de liaison (tab. IX).

Quels gque solent les lipides ajoutés & la composition PC/St, le
pourcentage de liaison aux protoplastes est diminué. La stéarylamine
donne aux liposomes des charges positives. L'addition d'autres lipides
comme le dicéthylphosphate diminue leur capacité de liaison aux proto-

plastes par l'apport de charges négatives.

D. - Influence du pH

Des pH acides ont été jugds favorables & la liaison aux proto-
plastes des liposomes de type MLV(+) (176 ). Nous avons voulu préciser
cette prééminence et localiser la zone des pH optimaux. Deux expéri-
ences indépendantes sont rapportées dans le tableau X et les résultats
regroupés dans la figure 10. Les résultats obtenus avec des tampons

dtincubation différents montrent que le pH optimal se situe au voisi-

nage de 5 ,3"’5 ,5 .

E. - Effet du chlorure de calcium

Les ions bivalents, en particulier l'ion calcium, ont une impor-
tance capitale dans les interactions membranaires. Leur effet se mani-
feste seul ou en association avec les polyméres utilisés dans le milieu
d'incubation ( 24 ). Ils provoquent des modifications de charges & la
surface des membranes (205) pouvant aboutir & des fusions cellulaires
(25). Les pourcentages de liaison obtenus en présence de différentes

concentrations en CaCl2 sont indiqués dans le tableau XI.

Le CaCl2 est inhibiteur aux concentrations supérieures a 5 mM
et ne semble pas nécessaire. Cependant, une étude a montré que la
présence de 5 mM de Ca012 était indispensable pour obtenir ltinfec-
tion de protoplastes par du RNA viral contenu dans des liposomes (237),

c'est pourquol nous avons retenu cette valeur dans notre protocole.
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pH % de liaison
3,8 2,9
4,2 9,4
4,8 20,4
543 22,8
5,8 20,3

Conditions d'incubation : MLV PC/St (10/1), citrate-phosphate 10 mM,
mannitol 11%, PEG 10%, 302C, dilution au CaCl2 50 mM dans du tampon

d'incubation.

pH % de liaison
4,95 34,8
5,25 45,9

5,6 48,3
6,25 37,4

Conditions d'incubation : MLV PC/St (10/1), tris-maléate 10 mM,
CaCl2 5 mM, mannitol 11%, PEG 15%, 308C, dilution par du tampon

d'incubation.

Tab. X - Effet du pH du tampon d'incubation sur la liaison
liposomes-protoplastes. Les deux essais ont été réalisés dans des

milieux d'incubation différents.
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Fig. 10 - Pourcentage de liaison liposomes-protoplastes en fonction

du pH du tampon d'incubation (données du tableau X).
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CaCl2 (mM) % de liaison
0 24
5 24,7
10 19,4
20 17,6
50 11,1
100 7,4

Tab. XI - Effet de la concentration en chlorure de calcium dans le
tampon d'incubation sur la liaison des liposomes aux protoplastes.
Conditions d'incubation : MLV PC/St (10/1), tris-maléate 10 mM pH 5,2,
mannitol 11%, PEG 15%, 302C, dilution au CaCl2 50 mM dans le tampon

d'incubation.

PEG (%) % de liaison ‘ PEG (%) % de liaison
20 25,7 5 6,8
25 24,9 10 12,5
Conditions d'incubation : Conditions dt'incubation :

MLV PC/St (10/1), tris-maléate MLV PC/St (10/1), citrate 10 mM
10 mM pH 5,2, CaCl2 10 mM, pH 5,6, mannitol 11%, 30¢C, dilu-
mannitol 11%, 30%2C, dilution tion au CaCl2 100 mM dans le
au CaCl2 50 mM dans le tampon tampon d'incubation.

d'incubation.

Tab. XII - Effet de la composition en PEG sur la liaison des
liposomes aux protoplastes. Les deux essais ont été réalisés dans

des milieux d'incubation.
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FP. - Effet du PEG

Le PEG a été utilisé dans des expériences de fusion de proto-
plastes (137,46 ). Les concentrations utilisées sont de 25 a 35%.
Nous avons déterminé l'influence de la concentration en PEG sur la

liaison des liposomes aux protoplastes (tab. XII).

Une augmentation de la liaison se manifeste jusqu'a 10%. Une
augmentation linéaire jusqu'a 12% a été constatée par LURQUIN (176).
Ceci explique le choix de la valeur de 10% par différents auteurs
(206, 73 ). Toutefois, l'entrée de liposomes dans les protoplastes
semble s'effectuer seulement en présence de concentrations en PEG
supérieures & 15% (237). L'effet toxique du PEG ne se manifestant
que pour les valeurs supérieures a 20%, celle-ci a été retenue par
les auteurs. D'autres travaux montrent que l'infection de protoplastes
par du RNA viral encapsulé dans des liposomes a bien lieu en présence
de 10% de PEG (82,73 ). Ces divergences démontrent l'interdépendance
des paramétres d'incubation. Par exemple, la concentration en CaCl2
ou le type de liposomes utilisé doit modifier la concentration opti-
male en PEG. Ceci s'accorde avec les hypothéses formulées par KAO et
al. (137,138) sur le mode d'action du PEG sur les membranes : les li-
aisons éther du PEG donnent une polarité trés négative a la molécule
qui peut former des liaisons hydrogéne avec les groupements de charge
positive de diverses substances. Les longues molécules de PEG peuvent
agir comme des ponts moléculaires entre les surfaces de deux protoplas-
tes voisins et entralner 1l'adhérence des membranes. Le PEG peut se lier
aux ions Ca2+ ou a2 dtautres cations qui forment alors des ponts entre
les groupements négatifs du PEG et ceux des membranes. Ceci explique-

" rait la pqssibilité de contact entre des surfaces membranaires char-

gées négativement.

G. - BEffet de la solution de dilution du PEG

La dilution de la suspension de protoplastes par un tampon de
pH élevé contenant des ions calcium est importante pour obtenir la
fusion des protoplastes aprés traitement par le PEG. Selon KAO et al.,
cette dilution provoquerait une perturbation et uné redistribution des

charges électiques qui abeutiraient a la fusion des membranes accolées
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pH CaCl2 (mM) % de liaison CaCl2 (mM) % de liaison

5,3 5 33,6 ' ) 2,3

5,3 50 36,6 20 15,1

10 5 34,2 50 29,3

10 50 46,9 100 24,3

milieu To 41,3

Conditions d'incubation : MLV PC/St Conditions d'incubation :
(10/1), tris-maléate pH 5,3, CaC12 5 mM, MLV PC/St (10/1), citrate
mannitol 11%, PEG 10%, 302C, dilution 10 mM pH 5,3, Ca012 SmM,

par du tampon tris-maléate, mannitol 11%. mannitol 11%, PEG 15%, 302C,
dilution par du tampon glyco-
colle /NaOH pH10, CaClZ,
mannitol 13%.

Tab. XIII - Effet du pH et de la concentration en chlorure de
calcium de la solution de dilution du PEG sur la liaison liposomes-
protoplastes. Les deux essais ont été réalisés dans des milieux

d'incubation différents.

:3{1 ’{ii.ﬁ} P
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Tampon Molarité pH Pourcentage de liaison
(mM)
Esgai 1 Essai 2

Citrate 10 5.4 25,1 35,5
Citrate 25 544 20,3 29,9
Citrate 25 6,5 28,4 31,5
Tris-HC1 25 8,0 18,5 22
Trig- 25 5,4 21,8
maléate

] 6,0 20,7

Tab. XIV - Influence de la nature, de la molarité et du pH du
tampon d'incubation sur la liaison aux protoplastes de liposomes
de type REV. Conditions d'incubation : REV PS/CHO (1/1), PEG 15%,
30¢C, dilution par du tampon glycocolle 25 mM pH10, CaCl2 50 mM,
mannitol 13%. -
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(137,138). L'effet du pH du tampon de dilution et de la concentration
en CaCl2 sur la liaison des liposomes aux protoplastes est montré dans
le tableau XITI.

Les résultats montrent un effet synergique du CaCl2 et du pH
élevé sur la liaison des liposomes aux protoplastes. Ceci va dans le
sens des observations réalisdes au cours d'expériences de fusion de
protoplastes (143). Dans le cas d'incubation avec des liposomes, la

dilution avec du tampon glycine/NaOH contenant du CaCl, est pratiquée

2
par certains auteurs (83 ,206) alors que d'autres diluent simplement

par du milieu d'incubation ( 76 ,237).

H. - Choix du tampon dtincubation avec les liposomes de type REV

La nature du tampon, sa molarité, son pH ont été modifiés. Les

concentrations en mannitol et en CaCl, sont constantes, respectivement

2
11% et 5 mM. L'ensemble des résultats est porté dans le tableau XIV.

I1 ressort de cette étude que le tampon citrate doit €tre utilisé
a4 la molarité 0,01. Les valeurs supérieures entrainent une diminution
de la liaison liposomes-protoplastes. Cependant, le tampon citrate
n'est pas inhibiteur en comparaison avec le tampon tris-maléate. Le
pH optimal n'est plus acide comme dans le cas des liposomes de type
MLV(+) mais il n'est pas non plus alcalin. Un pH entre 6 et 7 semble
souhaitable dans nos conditions expérimentales alors que des pH alca-
lins sont généralement utilisés avec les liposomes de type REV(-) (176,
237). Le tampon tris-HCl est le plus souvent retenu ( 76,176 ). Certains
auteurs utilisent le milieu de culture pour l'incubation (206,82 ).
Dans ce cas, le pH est inférieur & 6. Il nous semble que l'utilisation

du tampon citrate 10 mM pH 6,5 donne les meilleurs résultats.

I. - Essais d'agglutination des protoplastes par différentes

lectines

L'incorporation de lectines a des liposomes s'est avérée augmenter

leur liaison aux protoplastes (176).
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Pour étudier la possibilité d'utilimer des lectines, la premiére
étape consiste 2 identifier des lectines capables d'agglutiner les
protoplastes. ﬁes protoplastes sont observés au microscope aprés in-
cubation avec les lectines durant une heure dans des alvéoles de pla-
ques de microtitration. La plus forte concentration en lectine utilisée
est de 500 pg/ml. Des dilutions au dixiéme sont ensuite réalisées jus-
qu'a 10~8. La densité des protoplastes est de 3 & 5.10 ° ml™'. Le mi-
lieu d'incubation est constitué de NaH2P04,2H20, 0,437 g, NaZHPO4, 1 g,
mannitol, 80 g, QSP 1 1 d'eau distillée. Les lectines suivantes ont été
testées : concanavaline A, lectines VF, PHA, LTA, PHA, WGA, VV, BSI

et HD101.

Aucune agglutination des protoplastes n'a été observée dans les

conditions expérimentales décrites.

La liaison de la concanavaline A a été observée sur le plasmalemme
de protoplastes de Nicotiana tabacum et Vitis vinifera (32 ). L'effet

agglutinant des lectines PHA et WGA a été constaté & des concentrations
de 200 Pg.ml-1 et 10°

(41 ). La concanavaline A agglutine des protoplastes de carotte, & la
1

protcopla.s*l:es.ml"1 chez 1l'orge, le blé et le tabac
concentration de 50 pg.ml- (96). L'agglutination de protoplastes de

11 espéces de plantes a été obtenue par 4 types de lectines sur 11 tes-
tées (158). L'auteur n'observe aucune différence entre les espéces étu-
dides. Les concentrations minimales efficaces sont de 50 pe de lectine
par ml. La densité des protoplastes doit étre élevée (106 a 107.m1‘1).
Cette dernidre remarque de LARKIN peut peut-étre expliquer 1l'absence
d'agglutination des protoplastes dans nos conditions. Des lectines
capables d'agglutiner les protoplastes auraient ensuite été testédes sur
des liposomes préparés avec des lipides extraits de plants de tabac (70)
et purifiés sur gel de silice (236). La méthode décrite par KAYSER et’al.
avait été envisagée pour détecter l'agglutination des liposomes .(142).

J. = Conclusion

L'optimisation des paramétres de l'incubation des protoplastes
avec les liposomes fait apparaltre l'interdépendance de nombreux fac-
teurs. Ce travail est aussi rendu difficile par l'existence de para-

métres noncontrdlés, par exemple l'état physiologique des plantes ~
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utilisées pour l'obtention des protoplastes. Pour cette raison, seules
ont été comparées dans toute cette étude, des valeurs obtenues avec des
protoplastes récoltés simultanément, donc dans le méme état physiolo-
gique. On observe en effet des écarts entre les essais successifs. Ces
écarts concernent seulement les valeurs des pourcentages de liaison ob-
tenues cependant que les variations consécutives aux changements des
paramétres testés demeurent dans le méme sens. Ceci rend difficile
1l'expression statistique de chaque résultat mais permet tout de méme

d'évaluer l'importance de chaque facteur et d'optimiser la méthode.

Les modifications apportées aux différents paraméitres de 1l'incu-
bation ont permis d'obtenir une liaison aux protoplastes d'environ
45% des liposomes de type MLV(+) et de 30% de ceux du type REV(=-).
Ces valeurs sont du méme ordre de grandeur que celles rapportées par
divers auteurs (176,234 ).

Une telle étude ne permet pas d'évaluer la quantité de DNA incor-
poré dans chaque protoplaste. En effet, les mesures de radiocactivité
ne font pas la différence entre les liposomeés entrés dans les proto-
plastes et ceux adsorbés sur la membrane plasmique ou méme seulement
liés & des débris cellulaires. Une liaison optimale est la condition
premiére de l'entrée du DNA dans les protoplastes mais elle n'en donne
pes l'assurance. Celle-ci doit 8tre recherchée par d'autres moyens
com&e des observations cytologziques ou la mise en évidence de l'ex-

pression des acides nucléiques transférés.

IV. - OBSERVATIONS AUTORADIOGRAPHIQUES ET ETUDE ULTRASTRUCTURALE

A, - Cyto-autoradiographie

Ltautoradiographie permet de repérer la position d'une substance
radioactive dans des organismes, des organes ou des cellules dont on
observe les coupes au microscope. Aprés mise en contact avec le pro-
duit marqué, les cellules sont inclues dans une résine. Des coupes
d'une épaisseur de 1% pam environ sont réalisédes et mises en contact
avec une émulsion photographique sensible aux particules émises par

la source radioactive. Aprés révélation, la position des grains
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d'aigent sur la coupe indique l'emplacement dans la cellule,de la
substance marquée qui les a impressionnés.Nous avons observé des cou-
pes de protoplastes préalablement mis en incubation avec des liposomes

35

contenant un plasmide marqué au S : l'emplacement des grains d'ar-

gent indique la position des liposomes par rapport aux protoplastes.

Des observations ont d'abord été réalisées apres incubation de
protoplaétes avec des liposomes de type MLV de composition PC/St
(10/1) ,Plusieurs situations se présentent. Des amas de grains sont
visibles & la périphérie de certaines cellules. D'autres cellules ne
comportent que des grains isolés & leur surface ou dans leur cyto-
plasme. Dans certains cas, des amas de grains ont été localisés &
1'intérieur des cellules. Enfin, des coupes ne sont pas marquées.

Des comptages ont été réalisés pour déterminer les pourcentages de
chacune des situations. Seuls ne sont comptés que les protoplastes
intacts. 1633 coupes de protoplastes ont été observées. Les résultats

sont portés dans le tableau XV.

Plus de la moitié des coupes observées sont marquées. L'existence
de grains d'argent isolés dans le cytoplasme des protoplastes pour-
rait indiquer que du plasmide s'y trouve. De méme, la présence d'amas
de grains dans le cytoplasme semblerait indiquer que les liposomes

pénétrent dans le cytoplasme.

La photographie A de la figure 11 montre deux amas de grains en
périphérie d'un protoplaste dont le noyau est visible. La présence

de deux amas a été rarement observée autour d'un méme protoplaste. -

On en trouve le plus souvent un seul. Les amas de grains observés

ne peuvent provenir de plasmide isolé; seule la concentration de
nombreuses molécules de plasmide dans un liposome peut expliquer le
grand nombre de grains les composant. Chaque amas indique donc la
position d'un liposome. On observe une dispersion importante des
grains autour de chaque amas. Ces grains périphériques ont été im-
pressionnés par des rayonnements obliques partant de la source. Leur
emplacement ne coilncide donc pas exactement avec celui de plasmide

marqué dans la coupe. La figure 124 illustre ce phénoméne. Seul le .
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Protoplastes %

non marqués 42,7

ayant des amas de

grains en périphérie 4
ayant des grains isolés 31
dans le cytoplasme
ayant des grains isolés 11
en périphérie
ayant des amas de grains 1.3 2
?

dans le cytoplasme

Tab. XV - Pourcentage des différentes situations observées
en autoradiographie aprés incubation des protoplastes avec
des liposomes de type MLV et de composition phosphatidyl-
choline/Stéarylamine (10/1).
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Fig. 11 - Protoplastes vus en coupe au microscope photonique.
Cyto-autoradiographie: les grains d'argent impressionnés en périphérie
des protoplastes indiquent la position des liposomes de type MLV
contenant un plasmide marqué au 358.
sont visibles. X5900. B. - Protoplaste déformé par un liposome. X5300.

C. - Amas de grains visible dans le cytoplasme. X6000.

A. - Deux amas de grains d'argent
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grain impressionné par un rayon oblique

.
.
.
.
.
- . 2
- - Y]
L] l.
. *
.
. D
.

source radioactive

Trajet des rayonnements dans Figure vue au microscope.
la coupe (vue de profil) La tache centrale représente
/\ lt'emplacement exacte de la
source émettrice..

Protoplaste déformé par un Figure observée d'une coupe
E3 liposome et plan d'une coupe passant par le plan indiqué

Fig. 12 - L'autoradiographie. A.- Le phénoméne de dispersion.
B.- Hypothése expliquant l'observation d'amas de grains dans le
cytoplasme.
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centre des taches observées au microscope correspond & l'emplacement
des sources rayonnantes, c'est & dire des liposomes. Par exemple sur
la photographie A (fig. 11), la présence de deux grains au dessus du
noyau ne signifie pas que du plasmide s'y trouve. Ces grains ont été
impressionnés par des rayons ayant cheminé obliquement & partir de
l'un ou l'autre des liposomes situés en périphérie du protoplaste.
Ltinterprétation des photographies doit donec étre menée avec circons-
pection. Néanmoins, elle permet une localisation approximative des
liposomes par rapport aux protoplastes. Sur la photographie A, les

liposomes se situent sur la membrane du protoplaste.

La photographie B (fig. 11) fait apparaltre la déformation de
la membrane plasmique sous l'effet d'un liposome. L'observation d'une
coupe passant par le point de déformation pourrait donner l'impression
de la présence d'un liposome dans le cytoplasme, comme l'indique la
figure 12 B. La photographie C (fig. 11), ol 1l'on voit un amas de
grains dans le cytoplasme ne sera donc pas considérée comme preuve
irréfutable de l'entrée d'un liposome dans le cytoplasme du proto-

plaste.

Les mémes préparations ont été rédalisées sur des protoplastes
incubés avec des liposomes de type REV contenant un plasmide marqué
au 355. On n'observe pas dans ce cas,de gros amas de grains comme
avec les liposomes de type MLV, mais des grains isolés ou accolés
en petit nombre, situés en périphérie des protoplastes. Ceci est
une conséquence de leur taille, beaucoup plus petite que celle des
MLV. I1 est difficile de les localiser de part et d'autre de la
membrane plasmique. A cette fin, une étude ultrastructurale a été

engagée.

B. - Microscopie électronique 3 balayage

La microscopie électronique & balayage met en évidence le volume
des structures observées. Les protoplastes de cellules végétales ont
approximativement un aspect sphérique : a leur surface, on peut ob-
server l'emplacement des chloroplastes qui provoquent de petits sou-
ldvements (fig. 13 A). Le protoplaste représenté sur la photographie

B a été incubé avec des liposomes avant sa fixation. A sa surface,
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Pig. 13 - Protoplastes vus au microscope électronique & balayage.
A. - Protoplaste n'ayant pas été incubé avec des liposomes. X5500.
B. - Trois sphérules visibles & la surface d'un protoplaste ayant
été incubé avec des liposomes de type REV. X14400. C. - Protoplastes
n'ayant pas €té incubés avec des liposomes. Des structures sont

visibles en périphérie. X3300.
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Fig. 14 - Protubérances visibles au microscope électronique en
transmission & la surface de protoplastes ayant été incubés avec des
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trois sphérules qui pourraient &tre des liposomes sont nettement
visibles. Cependant, la photographie C (fig. 13) montre deux pro-
toplastes n'ayant pas été mis au contact de liposomes. Des struc-
tures identiques sont visibles & leur surface. Elles pourraient

8tre des vésicules périplasmiques ou des organites cytoplasmiques
provenant de cellules endommagées. Il apparalt donc difficile d'i-
dentifier avec certitude les liposomes & la surface des protoplastes

observés au microscope électronique a balayage.

Les photographies A et B de la figure 14 montrent des protu-
bérances de la membrane cytoplasmique de protoplastes observés en
coupe en TEM. De telles déformations apparaltraient en SEM comme
des structures analogues & des liposomes fixés sur la membrane plas-
mique. L'association & la membrane d'organites cytoplasmiques prove-
nant de protoplastes cassés apparaltrait pareillement. C'est pour-
quoi 1l'étude ultrastructurale a été poursuivie en microscopie élec-

tronique en transmission.

C. - Microscopie électronique en transmission

L'observation au microscope électronique de coupes de proto-
plastes ayant été incubés avec des liposomes permet de localiser
ceux-ci de part et d'autre du plasmalemme. On peut aussi constater
que les liposomes subissent des réarrangements au cours de l'incu-
bation avec les protoplastes. La figure 15 montre que plusieurs li-
posomes peuvent fusionner ou se juxtaposer, vraissemblablement sous
1teffet des ions calcium et du PEG. Les ions calcium pourraient aussi
provoquer la lyse de certains liposomes, éventuellement suivie d'une
réassociation des lipides dissociés aux liposomes résiduels ( 93).
Dans ce cas, une partie du contenu des liposomes serait perdue. Les
réarrangements observés s'accompagneraient donc d'un relargage de
plasmide dans le milieu d'incubation. Notons qu'il est facile de re-
pérer les liposomes en coupe en raison de leur propriété osmiophile
qui en fait apparaltre les contours plus épais que les membranes cel-

lulaires.
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Pig. 15 - Liposomes apreés incubation avec des protoplastes.
Microscopie électronique en transmission. Des fusions et des réar-
rangements des membranes liposomales donnent une configuration en
agrégat. X60000.
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Fig. 16 - Liposomes a la surface de protoplastes observés au
microscope électronique en transmission. A.- Liposomes proche du
plasmalemme. X60000. B. - Contact étroit entre les liposomes et
la membrane cytoplasmique. X120000. C. - Déformation de la mem-

brane cytoplasmique au contact de llposomes X48000.

om aiple
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Fig. 17 - Liposomes dans le cytoplasme de protoplastes. Micros-
copie électronique en transmission. A. - X32000. B. - La membrane

entourant le liposome est nettement visible. X120000.
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Fig. 18 - Cassures induites par des liposomes dans la membrane
cytoplasmique de protoplastes. Microscopie électronique en transmission.
A. - Deux %&7} dﬁ@i‘)\mofm% , X32000. B. - Le liposome est entré
dans le cytoplasme. X48000.
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En périphérie de chaque protoplaste observé en coupe, on peut
observer plusieurs liposomes. Leur position est variable et différents
cas se présentent. La photographie A de la figure 16 montre un lipo-
some & l'extérieur du protoplaste. Le liposome est parfois accolé a
la face externe de la membrane (fig. 16 B). I1 y a juxtaposition des
membranes mais pas de fusion. Une autre configuration est l'invagina-
tion de la membrane cytoplasmique sous l'effet d'un liposome (fig. 16 C).
Cette étape semble pouvoir aboutir a l'entrée du liposome dans le pro-

toplaste.

Les photographies A et B de la fig. 17 montrent la présence de
liposomes dans le cytoplasme. Dans certains cas, une rupture de la
membrane cytoplasmique au voisinage du liposome a été observée (fig.
18 A). Cette rupture semble parfois aboutir & l'entrée du liposome
dans le cytoplasme (fig. 18 B). Il est alors le plus souvent entouré
d'une membrane (fig. 17 B). Des liposomes ont aussi été trouvés dans
de petites vacuoles périphériques (fig. 19). L'ensemble de ces obser-
vations permet de suggérer le mécanisme de pénétration des liposomes

dans les protoplastes.

D. - Discussion

Les observations autoradiographiques ont permis de visualiser
les liposomes autour des protoplastes. Des amas de grains correspon-
dant & des liposomes sont visibles sur environ 15% des coupes de
protoplastes. Sachant que le diamétre moyen des protoplastes est.
compris entre 50 et 100 pm et celui des liposomes entre 1 et 5 pm,
on peut penser que chaque protoplaste est entouré d'un nombre de li=-

posomes variant entre 1 et 15,

Des études autoradiographiques ont été réalisédes sur des proto-
plastes issus de cultureé cellulaires de carotte (234,177,175).
ROLLO et al. rapportent que 4% des coupes observées sont marquées,
le plus souvent par des grains isolés (234). Cette valeur faible
en comparaison avec nos résultats peut provenir du fait que le DNA
utilisé dans cette expérience était marqué "in vivo™ & une faible
activité spécifique (115000 CPM/pg). Cependant, des amas de grains

ont été observés A l'intérieur des protoplastes sans que les auteurs
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concluent & l'entrée des liposomes dans le cytoplasme. LURQUIN et
ROLLO (177) obtiennent un marquage sur 10% des coupes observées. La
source radioactive est le plasmide pBR322 marqué "in vitro". Aucun
amas de grains n'est observé & l'intérieur du cytoplasme. Les auteurs,
pour expliquer la présence de grains isolés dans le cytoplasme, con-
cluent & l'entrée du plasmide par diffusion & partir des liposomes
fixés sur la membrane cytoplasmique. Une large diffusion de plasmide

32P comme Sour-

a4 partir des MLV est observée grace & l'utilisation de
ce radioactive, par LURQUIN et SHEEHY (175). La présence de grains
isolés dans le cytoplasme sur plus de 30% des coupes observées nous
améne aux mémes conclusions. Les quelques figures montrant la pré-
sence d'amas de grains dans le cytoplasme pourraient attester de
l'entrée des liposomes de type MLV dans les protoplastes; elles
pourraient aussi €tre issues de coupes tangentielles au niveau de
la déformation provoquée par un liposome, de la membrane d'un proto-
plaste. L'entrée des liposomes de type MLV dans les protoplastes ne

peut donc étre établie avec certitude.

L'interprétation des observations au microscope électronique
4 balayage est délicate du fait de l'existence de sphérules a la
surface de protoplastes n'ayant pas été mis en contact avec des
liposomes. ATTREE et SHEFIELD (4 ,5 ) signalent l'existence pos=-
sible d'artefacts pouvant aboutir 2 l'apparition de proéminences
4 la surface de protoplastes de fougére observés en SEM. Cette re-
marque nous incite & analyser avec prudence les conclusions éta-
blies par certains auteurs (175,177) & la suite d'observations en
SEM de protoplastes ayant été mis en contact avec des liposomes,
dtautant qu'il n'est mentionné aucune observation de protoplastes
sans liposomes. Tout comme FUKUNAGA et al. (83 ) nous concluerons
que les observations en SEM n'apportent que peu de renseignements

sur les interactions liposcmes-protoplastes.

La libération du contenu d'un liposome de type REV dans une
cellule peut théoriquement se faire par deux mécanismes : la fusion
de la membrane liposomale et de la membrane cytoplasmique aboutis-
sant & la dispersion du contenu du liposome dans le cytoplasme, ou
ltendocytose de la vésicule lipidique pénétrant ainsi dans la cel-
lule. L'endocytose a été souvent observée chez les cellules animales

(261). L'entrée de grains de ferritine par endocytose dans des
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protoplastes issus de feuilles (134) ou de cultures cellulaires (270)
a été reportée. Une étude ultrastructurale des interactions liposomes-
plasmalemme a été effectuée par FUKUNAGA et al. sur des protoplastes
issus de cultures cellulaires de Vinca rosea (83 ). Une séquence d'ob-
servations a permis aux auteurs de conclure que les liposomes pénét-
traient dans les cellules par endocytose et qu'ils y étaient le plus

souvent inclus dans des vésicules issues de la membrane plasmique.

Nos observations établissent que des fractures de la membrane
peuvent s'effectuer au contact des liposomes (fig. 18A) et que ces
fractures peuvent conduire & l'entrée des liposomes dans le cytoplasme
(fig. 18B). Les observations de FUKUNAGA et al. font apparaitre de
profondes invaginations de la membrane cytoplasmique, aboutissant a
lt'endocytose des liposomes par rétablissement de la continuité de la
membrane. Nous n'avons jamais observé de telles figures. On peut
s'interroger sur les raisons de l'apparition des fractures dans les
membranes. Il est peu probable qu'elles previennent exclusivement de
nos conditions expérimentales qui sont peu différentes de celles uti-
lisées par FUKUNAGA et al. Par contre, la topographie particuliére
des protoplastes isolés de mésophylle pourrait en étre responsable.

En effet, contrairement aux protoplastes issus de cultures cellulaires,
ceux-1l2 sont occupés par une grande vacuole centrale qui repousse a

la périphérie les organites cytoplasmiques. Les déformations de la
membrane pourraient &tre limitées par la continuité des organites
sous-jacents. L'apparition des ruptures de la membrane pourrait en
grande partie expliquer 1l'effet toxique des liposomes sur les proto-
plastes. Cette disposition particuliére des organites dans la cellule,
établissant localement la contiguité du noyau et de la membrane cyto-
plasmique implique que les possibilités pour un liposome pénétrant

dans la cellule a proximité du noyau d'y déverser son contenu, sont
plus élevées que dans une cellule ou le noyau est en position centrale.
Les photographies de la figure 20 montrent la distance a parcourir
pour un liposome ne pénétrant pas & proximité du noyau. L'épaisseur
des coupes de l'ordre de 0,1 pm et le fait que plusieurs liposomes

sont observés sur toutes les coupes de protoplastes font que l'on

peut évaluer & plusieurs centaines le nombre de liposomes de type

REV présents autour de chaque protoplaste.



- 117 -

Fig. 20 - Liposomes & la périphérie de protoplastes. Microscopie
électronique en transmission. A. - X12000. B. - X32000.
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Une étude ultrastructurale en TEM apparalt donc étre une bonne
méthode pour certifier de l'entrée des liposomes de type REV dans les
protoplastes. Nous pouvons affirmer que celle-ci & bien lieu dans nos
conditions d'incubation et proposer un modéle établissant leur mode de
pénétration et rendant compte de leur interaction avec la membrane
cytoplasmique. L'endocytose - pourrait étre le principal
mode d'entrée des liposomes dans les protoplastes de mésophylle et
les cassures du plasmalemme en résultant tendraient & montrer que
la fusion des membranes liposomale et cytoplasmique doit &tre un

phénoméne rare voire inexistant,

V. - CONSTRUCTION DE PLASMIDES CONTENANT UN FRAGMENT DE DNA DE TABAC

L'objectif de ces essais est d'insérer dans des plasmides contenant
le géne marqueur nos-neo, une séquence de DNA de tabac pour créer une
zone d'homologie entre les plasmides utilisés pour la transformation
des protoplastes et le DNA des cellules hotes. Cette zone homologue
pourrait en effet favoriser la recombinaison et augmenter de ce fait

la fréquence de transformation.

A. - Clonage d'un fragment de DNA de tabhac

La premiére étape de la construction consiste & intégrer une
séquence de DNA de tabac dans un vecteur d'E.coli. Le plasmide pBR325
a été choisi a cet effet car il posséde un site unique pour l'enzyme
de restriction EcoRI au niveau du gine conférant la résistance au
chloramphénicol. I1 est ainsi facile de sélectionner les plasmides
hybrides car ils ne conférent plus la résistance au chloramphénicol
aux bactéries dans lesquelles ils se trouvent. De plus, le pBR325
confére la résistance & la tétracycline, contrairement aux pLGV232neo
et pLGV1103neo.

Le pBR325 a été digéré par l'enzyme EcoRI ainsi que le DNA
extrait de tissus de tabac. Le mélange des fragments a été traité par
la ligase puis utilisé pour la transformation des bactéries. Celles-

ci ont été étalées sur un milieu contenant de l'ampicilline et de la
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tétracycline, et les clones qui se sont développés ont été repiqués
sur un milieu contenant les mémes antibiotiques ainsi que du chlo-
ramphénicol. Les contenus plasmidiques de 100 clomes Apr te’ Cm® ont
été analysés par électrophorése en gel d'agarose par la méthode de
lyse directe dans les alvéoles du gel. La photographie A de la figure
21 montre que le clone 56 posséde un plasmide de taille bien supéri-
eure a celle du pBR325; d'autres plasmides légérement plus gros que
le pBR325 sont aussi détectés. Le plasmide du clone 56, désigné p56,
a été extrait et découpé par les enzymes de restriction EcoRI et
HindIII. La photographie B (fig. 21) montre que le fragment cloné a
une taille de 4 & 5 kb et qu'il s'y trouve 3 sites de restriction
pour l'enzyme HindIII. La présence de tels sites a été recherchée

en vue de la réalisation de la deuxiéme étape de la construction.

Afin de confirmer l'origine du DNA cloné, le fragment a été
purifié par électroélution aprés sa séparation du plasmide vecteur
par traitement avec EcoRI, puis hybridé avec du DNA extrait d'E.coli,
d'endive et de tabac digéré par l'enzyme EcoRI. La figure 22 montre
que la séquence clonée est bien retrouvée dans le génome du tabac,

3 la méme position que celle du témoin. Aucune réponse n'est détectée
dans la colonne du DNA 4‘'E.coli. Par contre, dans la colonne du DNA
d'endive, une tache de méme intensité que celle produite par le DNA
de tabac est située & une position différente. La séquence clonée
n'est donc pas spécifique du tabac. De ce fait, elle pourra étre
utilisée dans des expériences pour la transformation de plantes ap-
partenant & d'autres espéces. De plus, l'intensité des deux réponses
est telle qu'elle laisse penser que la séquence clonée se trouve en
de multiples copies dans le génome des plantes. Cette observation
confirmerait que son utilisation pour promouvoir la recombinaison

dans différentes cellules végétales est & retenir.

B. - Insertion du géne nos-neo dans la séquence de DNA de tabac

La deuxidme étape de la construction consiste a insérer le géne
nos-neo du pLGV232neo dans la séquence de DNA de tabac clonée dans le
pPBR325
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La présence de plusieurs sites de restriction pour l'enzyme
HindIITI dans le p56 impose de réaliser sa digestion partielle par
cette enzyme pour obtenir des coupures en un point dans certaines
molécules. Un traitement par la ligase a été effectué sur le mélange
des fragments obtenus avec ceux provenant de la digestion compléte
par HindIII du pLGV232neo. Les bactéries transformées par les frag-
ments ligaturés ont été étalées sur un milieu contenant de 1'ampi-
cilline, de la tétracycline et de la kanamycine. Seuls les plasmides
p56 ayant intégré le fragment du pLGV232neo contenant le géne nos-neo
dans 1l'un des sites HindIII du DNA de plante peuvent permettre & des
bactéries de se développer sur un tel milieu. En effet, l'insertion
dans le site HindIII du pBR325 ferait perdre la résistance & la té-
tracycline. Le plasmide d'un clone développé sur ce milieu a été ex-
trait et coupé par les enzymes EcoRI et HindIII, en paralléle avec le
pBR325 et le p56. La photographie du gel est montrée dans la figure 23.
On retrouve bien dans le plasmide hybride extrait : le pBR325, un des
deux fragments HindIII du pLGV232neo et le DNA de tabac. Le fragment
HindIII de 1 kb du DNA de tabac a été éliminé au cours de la digestion
partielle du p56. Il reste néanmoins le fragment de 2,1 kb et celui de
0,8 kb.

Afin de vérifier que le fragment du pLGV232neo inséré est bien
celui possédant le géne nos-neo, une digestion par les enzymes HindIII
et BelI de ce plasmide a été effectuée parallélement & celle du plas-
mide hybride construit. En effet, le fragment HindIII du pLGV232neo
portant le géne hybride posséde un site Bell alors que l'autre frag-
ment n'en posséde pas. Les résultats sont visibles sur la photogra-
phie B de la figure 23. On retrouve les mémes fragments HindIII-Bell
dans le pLGV232neo et dans le plasmide hybride construit. Le plasmide
hybride, que nous appellerons pLGV232neoNt3 posséde donc un fragment
du pLGV232neo contenant le gine nos-neo, inséré dans un fragment de
DNA de tabac de 3 kb cloné dans le pBR325. Le plasmide, d'une taille
de 13 kb, est amplifiable au chloramphénicol.
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Pig. 21 - Repérage et analyse du p56 par électrophorése en gel
d'agarose. A.- Lyse directe; agarose a 0,8%, migration pendant 1 h
4 30 Vpuis 2 h & 130 V; les numéros des clones sont mentionnés en
haut des colonnes; a: pBR325; chr: bande de DNA chromosomique.
B.- Gel horizontal; agarose a 1,2%, migration pendant 2h30min & 130 V;
t: pBR325; 2: pBR325 (EcoRI); 3: pBR325 (HindIII); 4: p56; S5: p56
(EcoRI); 6: p56 (HindIII); 7: A (EcoRI, HindIII), 1la taiile des frag-
ments est indiquée.




- 122 -

Fig. 22 - Hybridation moléculaire de la séquence clonée du p56
avec: colonne 2: 0,02 ng de p56 (EcoRI); 3: 0,2 ng de p56 (EcoRI);
4: 2 ng de p56 (EcoRI); 5: DNA d'E.coli (EcoRI); 6: DNA d'endive
(EcoRI); 7: DNA de tabac (EcoRI). A.- Gel d'agarose coloré au bro-
mure d'éthidium; agarose a 0,8%, tension 130 V, temps 3h45min; co-
lonne 1: 0,2 pg de p56 (EcoRI). B.~ Autoradiographie de la membrane;
les con?itions d'hybridation sont décrites dans le paragraphe IV-I
de la 2°™® partie; temps d'exposition 24 h.
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Fig. 23 - Analyse du pLGV232neoNt3 en gel d'agarose horizontal.
A.- Agarose & 1,2%, migration pendant 2h3Omin & 130 V; 1: pBR325 (EcoRI);
2: p56 (EcoRI); 3: pLGV232neoNt3 (EcoRI); 4: p56 (HindIII); 5: pLGV232neo
(HindIII); 6: pLGV232neoNt3 (HindIII); 7: A (EcoRI, HindIII); 8:
pLGV232neoNt3 (EcoRI, HiﬁdIII): 9: p56 (EcoRI, HindIII); 10: pBR325
(EcoRI, HindIII#). B. - Agarose & 1%, migration pendant 3 h a 130 V;
1: pLGV232neo (,HindIII); 2: pLGV232neo (HindIII, BelI); 3: pLGV232neoNt3
(HindIII, BelI); 4: pLGV232neoNt3 (HindIII); 5: A (EcoRI, HindIII).
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Fig. 24 - Repérage et analyse du pLGV1103neoNt4 en gel d'agarose.
A.- Lyse directe; les numéros des clones sont indiqués en haut des
colonnes; a: pLGV1103neo; b: p56; c: pBR325; gel a 0,8%, migration
pendant 1h & 30 V puis 2h30min & 130 V. B.- Gel horizontal; agarose
4 1%, migration pendant 3h & 130 V; 1: p3; 2: p8; 3: p9; 4: p10;

5: p56; 6: pLGV1103neo; 7: p3 (EcoRI); 8: p8 (EcoRI); 9: p9 (EcoRI);
10: p10 (EcoRI); 11: p56 (BcoRI); 12: pLGV1103neo (EcoRI); 13: A
(EcoRI, HindIII). C.- Gel horizontal; agarose a 1%, migration pendant
3h & 130 V; 1:pLGV1103neo (EcoRI); 2: pLGV1103neo (HindIII); 3:
pLGV1103neo (EcoRI, HindIII); 4: pLGV1103neoNt4 (EcoRI); 5: pLGV1103
neoNt4 (HindIII); 6: pLGV1103neoNt4 (EcoRI, HindIII); 7: \(EcoRI,

HindIII); 8: p56 (EcoRI); 9: pS6 (HindIII); 10: p56 (EcoRI, HindIII).
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Fig. 25 - Construction des plasmides pLGV1103neoNt4 et pLGV232neoNt3;
E, EcoRI; H, HindIII; B, BeclI.
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C, - Insertion d'une séquence de DNA de tabac dans le pLGVi103neo

Le pLGV1103neo posséde un site de restriction pour 1l'enzyme
BEcoRI & proximité du géne nos-neo. Ce plasmide et le p56 ont été
digérés par l'enzyme EcoRI et le mélange des fragments traité par
la ligase. Aprés transformation des bactéries par les fragments
ligaturés, les contenus plasmidiques des clones isolés sur milieu
contenant de l'ampicilline et de la kanamycine ont été analysés
par électrophorése en gel d'agarose par la méthode de lyse directe.
La photographie A de la figure 24 montre que les clones testés pos-
sédent des plasmides de différentes tailles. Les plasmides ont été
extraits des clones 3, 8, 9 et 10 et digérés par l'enzyme EcoRI
(photographie B). Le plasmide du clone 3 semble etre la somme du
pLGV1103neo et du fragment de DNA de plante du p56, c'est a dire le
plasmide souhaité. Le plasmide du clone 8 semble etre la somme du
pLGV1103neo et du p56. Le plasmide duclone 9semble étre la somme
du pLGV1103neo et du pBR325. Le plasmide du clone 10 semble &tre
le méme que celui du clone 3. Ce dernier plasmide, que nous appel-
lerons provisoirement p10 a été coupé par les enzymes HindIII et
BcoRI en paralldle avec les p56 et pLGV1103neo. La photographie C
de la figure 24 montre les résultats obtenus. On retrouve & la fois
dans le p10, les fragments BEcoRI-HiIndIII des pLGV1103neo et du DNA
de plante du p56. Ce plasmide, qui posséde une zone homologue au
DNA de plante de 4 kb, sera appelé pLGV1103neoNt4. La construction
des pLGV232neoNt3 et pLGV1103neoNt4 est résumée dans la figure 25.

VI. - ISOLEMENT DE CALS RESISTANTS A LA KANAMYCINE ET REGENERATION
DE PLANTES

Le plasmide pLGV1103neo possédant le géne hybride nos-neo cdnfé-
rant la résistance & la kanamycine et capable de s'exprimer dans les
cellules végétales et le plasmide pLGV1103neoNt4 ont été utilisés
pour la transformation des protoplastes. Les liposomes sont de type
REV et de composition PS/CHO 2/1 (P/P). Le protocole d'incubation est

décrit dans le paragraphe IIC de la deuxiéme partie.
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A. - Sélection des cals résistants

La sélection s'opére a la deuxiéme étape de la culture des
protoplastes, lors de la mise en culture dans le milieu C. Les cel-
lules divisées ou en cours de division sont comptées pour l'évalua-
tion ultérieure de la fréquence d'apparition des cals résistants.
Les cals développés aprads 30 j dans le milieu contenant de la kana-

mycine sont comptés. La fréquence est alors déterminde.

La photographie (figure 26) montre que des cals de tabac ne se
développent pas et brunissent en présence de kanamycine & 30 mg/l.
La concentration en kanamycine de 60 mg/l a été retenue pour la
sélection des cals résistants sur milieu C. Les cals développés sur
ce milieu sont ensuite repiqués sur milieu gélosé contenant la méme
concentration en kanamycine, pour'confirmation de l'acquisition du

caractére de résistance.

Aucun cal n'est apparu dans les cultures de protoplastes de
tabac non transformés sur milieu contenant de la kanamycine & 60 mg/l.
Par contre, aprés transformation par des plasmides portant le géne
nos-neo, des cals se développent sur milieu contenant la méme concen-
tration en kanamycine. La figure 26 montre que des fragments de cals
résistants & la kanamycine continuent de se développer sur milieu
contenant cet antibiotique a la concentration de 200 mg/l alors qu'un
fragment de cal non résistant ne se développe pas sur milieu contenant

de la kanamycine & 30 mg/l.

La kanamycine a été reconnue comme un bon agent sélectif pour
le tabac et aucune apparition de résistance spontanée n'a été décrite
(59,105,194), c'est pourquoi l'existence de cals se développant sur
milieu contenant de la kanamycine ne peut etre imputable qu'a l'expres-

sion du géne neo dans les cellules transformées.

B. - Etude de la fréquence d‘'apparition des cals résistanis

Le tableau XVI indique le nombre de cals résistants & la kana-
mycine a 60 mg/l isolés au cours de 5 expériences indépendantes. La

fréquence est calculéde par rapport au nombre de cellules sélectionnées.
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Plasmide Cellules sélectionnédes Cals résistants  Fréquence

pLGV1103neo
exp 1 100000 3 3.107°
exp 2 70000 38 5,4.107%
exp 3 120000 2 1,7.107°
exp 4 85000 7 e,2.1o‘§

pLGV1103neoNt4 135000 150 1,1.10°

Tab. XVI - Préquences d'apparition des cals résistants a la

kanamycine aprés des expériences de transformation de protoplastes.

Expérience Feuille Cellules Cals résistants Fréquence
sélectionnédes

; a 64000 3 4,7.1072

b 87000 4 4,6.107°

) a 92000 6 6,5.107°

b 85000 6 7,3.107°

) a 110000 3 2,7.107°

- b 96000 2 2,1.107

Tab., XVII - Influence de la position sur la plante de la feuille
utilisée pour l'obtention des protoplastes, sur la fréquence d'appa-
rition des cals résistants & la kanamycine aprés transformation par
le pLGV1103 (exp. 1) et le pLGV1103neoNt4 (exp. 2 et 3). a: position

apicalesbrposition basale.
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Les fréquences d'apparition des cals résistants sont comprises
entre 1,7.10-5 et 1,1.10-'3

La haute fréquence obtenue avec le pLGV1103neoNt4 pourrait eétre due

, ce qui indique une grande variabilité.

& la présence de la séquence de DNA de tabac présente dans le plas-
mide. Ce résultat est & confirmer car une seule expérience a été réa-
lisée avec ce plasmide et la variabilité observée entre les différents

essais avec le pLGV1103neo pourrait & elle seule l'expliquer.

La variabilité provient probablement de différences d'état des
protoplastes utilisés. Certains paramétres comme l'dge de la feuille
prélevée pour préparer les protoplastes pourraient avoir une grande
influence sur la fréquence de transformation. En effet, MEYER et al.
(194) ont montré que des protoplastes de tabac synchronisés au stade
M du cycle cellulaire peuvent etre transformés & une fréquence 1000
fois supérieure & celle de protoplastes non synchronisés. Le nombre
de protoplastes se trouvant au stade M au moment de l'expérience de
transformation est donc primordial. Le pourcentage de cellules en
cours de mitose, donc au stade M, est plus élevé dans les feuilles
jeunes. C'est pourquoi nous avons réalisé une série d'expériences pour
comparer les fréquences d'apparition des cals résistants obtenus avec

des protoplastes isolés de feuilles jeunes et de feuilles adultes.

1 = Influence de l'age de la feuille

Chaque expérience a été réalisée avec des protoplastes
issus de feuilles occupant des positions contigues sur la plante, la
feuille en position apicale étant encore en cours de croissance. Les
résultats des 3 essais réalisés sont présentés dans le tableau XVII:
la fréquence d'apparition des cals résistants est‘du méme ordre de
grandeur avec les protoplastes issus de feuilles jeunes ou plus agées.
La position de la feuille prélevée pour préparer les protoplastes
n'explique donc pas les variations observées au cours des premiéres
expériences. L'origine de celles-ci est peut-8tre & rechercher dans

des différences d'état physiologique de la plante.

Les résultats infirment aussi l'hypothése selon laquelle
la séquence de DNA de plante présente dans le pLGV1103neoNt4 provo-

querait une augmentation de la fréquence de transformation. Afin
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d'élucider cette question, une nouvelle série d'expériences a été

‘réalisde.

2 = Influence de la séquence de DNA de tabac

Afin d'éviter l'interférence des variations enregistrées
lors des premiéres expériences, chaque essai en vue de la comparaison
des fréquences d'apparition des cals résistants obtenues avec les
pLGV1103neo et pLGV1103neoNt4 a été réalisé avec des protoplastes
issus d'une méme feuille, donc dans le méme état physiologique. Les

résultats sont rapportés dans le tableau XVIII.

Les fréquences obtenues sont identiques aprés transformation
par le plasmide pLGV1103neo ou le plasmide pLGV1103neoNt4. La présence
de la séquence de DNA de tabac dans le pLGV1103neoNt4 ne semble pas
entrainer d'augmentation de la fréquence d'apparition des cals résis-

tants.

Les fréquences d'apparition des cals résistants décrites
ci-dessus sont du méme ordre de grandeur que celles obtenues par
DESHAYES et al. (59) qui obtiennent des valeurs comprises entre
4,1.107% ot 2,2.1074
protoplastes de mésophylle de tabac par le plasmide pLGV23neo encap-

auz cours de 11 expériences de transformation de

sulé dans des liposomes.

Des plantes ont été régénérées & partir des cals résistants ala
kanamycine.A la suite de ce travail, différentes expériences pour-
raient étre réalisdes pour mettre en évidence la présence et 1'expres-
sion du géne nptll dans les plantes régénérées et dans des protoplastes
issus de ces plantes . Le maintien du caractére dans la descendance

des plantes pourra aussi éire recherché.
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Expérience plasmide Cellules Cals Préquence
sélectionnées résitants

] 11 64000 3 4,7.1072
Nt 110000 3 2,7.107°
” 11 87000 4 4,6.1070
Nt 96000 2 2,1.107°
; 11 61000 8 1,3.107%
Nt 52000 2 3,8.107°
. 11 71000 3 4,2.107°
Nt 95000 4 4,2.107°

Tab. XVIII - Fréquences d'apparition des cals résistants & la kana-

mycine aprés transformation de protoplastes par les plasmides

pLGV1103neo (11) et pLGV1103neoNt4 (Nt).
/B
\ULLE
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Les conditions d'incubation assurant la liaison optimale de
liposomes de type MLV aux protoplastes ont été définies gréce &
l1'utilisation d'un plasmide marqué par'nick-translation®™. Cette
étude fait apparaitre l'importance de certains paremétres comme la
température, le pH, la concentration en PEG, CaCl2 dans le milieu
d'incubation. I1 semble que l'importance des constituants du milieu
d'incubation soit d'autant plus grande qu'ils influent sur les charges
membranaires. Dans les conditions retenues (citrate 25 mM, pH 5,4,
CaCl2 5 mM, mannitol 11%, PEG 10%, 302C), 45% des liposomes de type
MLV se lient aux protoplastes. Des conditions d'incubation légere-
ment modifides (citrate 10 mM, pH 6,5, PEG 15%) assurent la liaison

de 30% des liposomes de type REV aux protoplastes.

Les expériences de cyto-autoradiographie montrent que les lipo-
somes de type MLV ne pénétrent pas dans les protoplastes. La taille des
amas de grains d'argent impressionnés autour des protoplastes vus en
coupe prouve que la quantité de plasmide véhiculée par chaque liposome
de type MLV est importante. De tels amas sont visibles sur 15% des

coupes de protoplaste observées.

Les observations ultrastructurales montrent que les liposomes de
type REV pénétrent dans le cytoplasﬁegdes protoplastes. Les liposomes
induisent des cassures de la membrane cytoplasmique, ce qui semble
indiquer que leur pénétration par endocytose dans les protoplastes
steffectue avec difficulté. La configuration particuliére des proto-
plastes de mésophylle pourrait en étre responsable (GUERINEAU et
TATLLIEZ, Cytobios,[*,%)gg,uhﬁq%)l‘a taille des liposomes de type
MLV, plus grande que celle des REV pourrait expliquer l'impossibilité
de leur pénétration dans les protoplastes. Les dommages causés & la

membrane cytoplasmique seraient alors plus difficilement réparables.

Le fait que les liposomes induisent des cassures dans le plasma-
lemme explique en partie leur effet toxique sur les protoplastes et
la destruction de ceux-ci quand des concentrations en liposomes plus
importantes sont utilisées. Ce mode d'interaction avec le plasmalemme
constitue une limite & l'utilisation des liposomes pour le transfert
de DNA; une autre est la capacité d'encapsulation des liposomes qui
limite & quelques pe la quantité de DNA utilisable dans chaque expé-

rience de transformation de protoplastes.
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Ltutilisation d'un plasmide portant le géne hybride nos-neo a
permis de sélectionner des cals résistants & la kanamycine aprés les
expériences de transformation de protoplastes. Les fréquences d'appa=-
rition des cals résistants sont le plus souvent comprises entre 10-5 et
1074, toutefois, les valeurs ‘3,4.1(’)—4 et 1,1.10-'3 ont été obtenues au
cours de deux expériences. Bien que la quantité de plasmide utilisée
dans les expériences utilisant les liposomes soit dix fois plus faible
que dans la méthode du coprécipité DNA-phosphate de calcium (105), les
fréquences obtenues par les deux méthodes sont du méme ordre de gran-
deur. La faible quantité de plasmide requise pour l'obtention de cals
résistants & la kanamycine donne un intérét & la méthode de transfor-
mation utilisant les liposomes. Récemment, la mise au point d'un pro-
tocole d'incubation de protoplastes avec du DNA a abouti a des fré-
quences de transformation de l'ordre de 10-? (288). L'électroporation

pourrait aussi donner des résultats similaires (15).

Une séquence répétitive de DNA de tabae a été insérée dans le
plasmide pLGV1103neo. La présence de la séquence homologue destinde &
favoriser la recombinaison dans le génome hdte ne modifie pas la fré-
quence d'apparition des cals résistants a la kanemycine. Ce résultat
tend & prouver que le facteur limitant le nombre de cals résistants

ne se situe pas au niveau de la recombinaison.

La variabilité importante observée au cours des expériences de
transformation par diverses méthodes semble indiquer que des facteurs
importants sont inconnus. Pour étudier ce phénoméne, le protocole
mis au point pour l'incubation de liposomes de type REV avec les
protoplastes, qui permet l'obtention de cals résistants & la kana-
mycine & la suite de chaque expérience, constitue une méthode avan-

tageuse.
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oo S TREAT R e v ¥ P,

RESUMS

Des liposomes de type multilamellaire ont été utilisés pour méttr?
au point un protocole d'incubation assurant leur liaison optimale aﬁ#
protoplastes, Des observations autoradiocraphigues montrent rue le§>”
liposomes de ce type restent adsorbés sur la membrane cytoplasmiqué;?
bes oﬁservations au microscope électfonique démontrent 1’entrée dell
1ipos§mes de type unilamellaire dans le cytoplasme des prctcplasteé;
Les cassures de la membrane cytoplasmique observées au contact de Ii§o~
somes tendent & prouver cue leur pénétration par endocytose dans les =

protoplastes de mésophylle est difficile,

Un petit plasmide vecteur possédant un géne hybride conférant la
résistance a la kanamycine aux cellules végétales a été encapsuilé dans
des liposomes unilamellaires, A partir des protoplastes incubés avec
les liposomes, des cals se sont développés sur milieu contenant de la
kanamycine & des concentrations toxiues pour les cellulecs non trans-
formées, Les fréauences d'apparition des cals résistants & la kenamycine

-3
2 o re s By & e

sont comprises entrei7.10
Une séquence de DNA de tabac a été insérée dans le plasmide vecteur
en vue de créer une zone d'homolocie capable de promouvoir la recombi-
naison dans le cénome de la plante, La présence de la séquence homolojue
dans le plasmide vecteur ne modifie pas la fréruence d'apparition des
cals résistants & la kanamycine, Des plantes ont été récénérées & partir

des cals résistants,

$



