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Saussurea 3: 91-101. 1972.

Lyssenko a la lumiére de la biologie moléculaire et vice-versa

PHILIPPE ANKER! & MAURICE STROUN?

RESUME

Les auteurs font état de leurs travaux montrant que les cellules vivantes de procaryotes aussi
bien que d’eucaryotes relachent des molécules informatives qui sont capables de se reproduu'e
aussi bien en milieu cellulaire qu’en milieu acellulaire. Ces molécules, reprises par d’autres cel-
lules, restent actives. Ces résultats peuvent expliquer le meécanisme responsable des hybrides de
greffes — plantes dont la descendance a été modifiée a la suite d’une greffe sur une autre variété
et dont la ségrégation rappelle celle obtenue lors des transformations génétiques chez les euca-
ryotes.

SUMMARY

The authors report results showing that living cells of procaryotes as well as of eucaryotes
release informative molecules which can be synthesised in a cellular as well as in a cell-free
medium. These molecules, once taken up again by other cells, remain active. These results can
explain the mechanism responsible for graft hybrids — plants which have a modified off-
spring after having been grafted on another variety. The segregation observed in the des-
cendancy of such plants is similar to that appearing after genetic transformations in eucaryotes.

ZUSAMMENFASSUNG

Die Autoren berichten von ihren Arbeiten, die zeigen dass sowohl prokaryotische als auch
eukaryotische, lebende Zellen Informationen tragende Molekiile freigeben, die sich sowohl
innerhalb als auch ausserhalb der Zelle zu reproduzieren vermogen. Diese Molekiile bleiben

! Les travaux personnels cités dans cet article ont bénéficiés de bourses du Fonds national
suisse de la recherche scientifique de 1964 a 1972.

2 Les travaux personnels cités dans cet article ont été réalisés grice a l'aide du Fonds natio-
nal suisse de la recherche scxentlﬁque de 1958 a 1962, puis, en dépit du Fonds national suisse
de la recherche scientifique, grice i une bourse de I'Euratom de 1965 a 1968, puis d’une
bourse de Maitre de recherches a I'Institut Weizmann (Israél) de 1968 a 1969 et enfin 4 nou-
veau de I'aide du Fonds national suisse de la recherche scientifique depuis 1969.
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auch aktiv, wenn sie von anderen Zellen aufgenommen werden. Diese Resultate konnen den
verantwortlichen Mechanismus der Pfropfhybriden erkliren, Pflanzen also, deren Nachkom-
menschaft nach der Pfropfung auf eine andere Varietit modifiziert worden ist und deren Auf-
spaltung an die erinnert, die man durch genetische Transformation bei Eukaryoten erhilt.

Parmi les travaux de 1’école de Lyssenko, ce sont les hybrides de greffe qui ont
soulevé le plus de scepticisme parmi les généticiens classiques. Rappelons qu’un
hybride de greffe est une plante dont la descendance a subi une ou plusieurs
modifications orientées a la suite d’une greffe. Ces travaux, réalisés en grande partie
par les disciples de Lyssenko (1-7), ont été confirmés par d’autres scientifiques (8-15).
L’un d’entre nous (13-15), en greffant deux variétés d’aubergines de lignées pures
se distinguant par plusieurs caractéres, a constaté que:

1. Les modifications obtenues sur la plante sujet et sa descendance semblent
orientées, c’est-d-dire qu’elles ressemblent aux caractéres de la plante mentor.

2. Ces modifications se font aussi bien du dominant au récessif que du récessif
au dominant avec parfois rupture apparente de liaison (linkage).

3. Lors de I’apparition de tels phénoménes le pourcentage de plantes modifiées
dépasse largement le taux auquel on peut s’attendre lors de mutations.

4. 1l y a ségrégation, en F, déji, de la descendance de greffe contrairement au
cas des hybrides sexuels ou la ségrégation ne se fait qu’en F,.

5. Au cours de la ségrégation, des générations successives de caractéres dominants
peuvent apparaitre a partir de plantes a caractéres récessifs.

6. Toutes les plantes modifiées dans une méme série ne présentent pas les mémes
caractéristiques. Certaines semblent ne présenter qu’un des caractéres du mentor,
d’autres plusieurs.

7. Ces caractéres apparaissant souvent en mosaique.

8. De nouveaux caractéres inconnus, soit chez la plante mentor, soit chez la
plante sujet, peuvent apparaitre. Notons que chez les témoins homogreffes on
ne voit aucune modification.

De telles ségrégations, impossibles a obtenir par un croisement sexuel, comme
le soulignait Waddington (16), auraient di inciter un plus grand nombre de géné-
ticiens a prendre en considération ces phénoménes en dehors de toute polémique.
“Regrettablement, un élément passionnel, qui devrait étre étranger au dialogue
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scientifique, a obscurci, dés le début, les données du probléme™ (17). Si pour des
raisons idéologiques 1’école lyssenkiste en vint a nier les évidences de la génétique
classique, (par exemple I’existence du géne), de leur coté, certains tenants du men-
délisme écartérent par dogmatisme tous les faits qui semblaient ne pas cadrer avec
leur théorie, n’hésitant pas a empécher toute recherche dans ces domaines héré-
tiques.

“Pour nous, I'apport heureux de ce schisme regrettable a résidé dans 1’obligation
de scruter a nouveau certains aphorismes en voie de cristallisation” (17). Tenant
compte a la fois des réalités de la génétique mendélienne et des résultats contra-
dictoires apportés par I’école de Lyssenko, nous nous sommes attachés, afin d’expli-
quer les hybrides de greffe, 4 une hypothése de travail: les modifications hérédi-
taires observées chez la plante sujet étaient dues a une transformation produite
par des molécules informatives ayant migré du porte-greffe au greffon (18).

Les premiers éléments montrant que cette hypothése avait quelque vraissemblance
nous ont été donné par des expériences indiquant qu’un DNA, méme étranger,
pouvait circuler dans une plante, entrer dans les cellules et atteindre les noyaux
tout en conservant ses structures primaire et secondaire (18-24). Dans la planche
I on voit que 48 heures aprés qu’une plante de tomate ait été trempée dans du
DNA 3*H d’Escherichia coli (souche B), on retrouve les molécules radioactives
principalement dans les noyaux de ses cellules. Cette radioactivité représente,
dans sa plus grande part, du DNA d’E. coli puisqu’apres ultracentrifugation en
gradient de CsCl, 80% des molécules sédimentent au niveau du DNA bactérien
(fig. 1). Un tel résultat montrait que du DNA étranger non seulement pouvait
pénétrer dans des racines (25) mais circuler et atteindre la partie aérienne de la
plante.

Des expériences ultérieures (18, 26, 27) firent la preuve que ce DNA, apres
avoir pénétré, pouvait se répliquer. Par exemple nous avons donné du DNA
bactérien non radioactif a des plantes de tomate, puis aprés 48 heures de la Thymi-
dine *H. De cette maniére la radioactivité retrouvée aprés un gradient de CsCl,
correspond au DNA nouvellement formé par la plante. Dans la figure 2 on voit
qu’apres 48 heures en présence de DNA d’Agrobacterium tumefaciens puis d’une
incubation de 48 heures en présence de Thymidine *H, les molécules radioactives
retrouvées dans le DNA de tomate sédimentent dans une position intermédiaire
(d = 1.707 g/cm?®) entre celle du DNA de tomate (d = 1.692 g/cm?) et celle du
DNA d’A. tumefaciens (d = 1.720 g/cm?). Ces molécules néoformées sont sensibles
a la DNase. Les fractions correspondant a ce pic intermédiaire, aprés dialyse, ont
été ultrasonnées. Aprés une nouvelle ultracentrifugation en CsCl, deux pics appa-
rurent: I'un ayant la densité du DNA de tomate (d = 1.692 g/cm?®), lautre la
densité du DNA d’A. tumefaciens (d = 1.720 g/cm?). Sur la base de tels résultats
il en a été conclu que le DNA étranger se répliquait en association avec le DNA de
la cellule héte (26, 27).

Depuis, aussi bien chez les animaux (28-32) que chez les plantes (33, 34) des
transformations génétiques ont été obtenues en donnant du DNA extrait et purifié
d’une souche ou d’une variété a une autre souche ou variété. En général, contrai-
rement a ce que I’on observe lors d’un croisement sexuel, la ségrégation des carac-
teres se fait en F' déja. Certains caractéres apparaissent en mosaique, et, des
caractéres dominants peuvent apparaitre dans la descendance de parents récessifs.
Tous les descendants modifiés d’une méme série ne présentent pas les mémes carac-
téristiques; certains n’ont qu’un caractére transformé, d’autres plusieurs. Pour
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Fig. 1. — Diagramme d’ultracentrifugation en gradient de CsCl du DNA extrait d’une

plante de tomate, 48 heures aprés une incubation de 6 heures en présence de DNA 3H de E.

coli. En pointille: absorption ultraviolette (DNA de référence de M. lysodeikticus: d =

1.731 g/cm3 et DNA de thymus de veau: d = 1.700 g/cm3). En trait continu: radioactivite

portée par du DNA 3H (10 ug) extraite d’une plante de tomate incubée dans du DNA 3H
de E. coli (d =1.710 g/cm3).
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expliquer cette ségrégation aberrante, Fox (28-30), a la suite d’une étude génétique
trés poussée, faite sur les drosophiles, conclut que le facteur transformant ne
s’insére pas a la place de son allele mais se fixe dessus. A cette sorte d’épisome
additionné a son alléle, il a été donné le nom d’exosome (30). Cette explication de
ces transformations particuliéres chez les étres supérieurs semble confirmée par
les travaux de Nawa (31, 32) sur Ephestia et ceux de Hess (33, 34) sur Petunia.
D’autres ségrégations obtenues par Hess (34) semblent montrer que le DNA
étranger peut parfois directement s’insérer a la place de son alléle, comme c’est le
cas lors d’une transformation bactérienne.

Il est trés intéressant de rapprocher les ségrégations aberrantes observées lors
d’une transformation chez les étres supérieurs a celles, trés semblables, observées
sur la descendance d’un hybride de greffe.

Les transformations chez les étres supérieurs résultant de I’apport de DNA
étranger n’apportent cependant pas la preuve que de tels phénomenes aient
lieu spontanément dans la nature. En effet, ils ont été provoqués par I'ap-
port artificiel de DNA purifié. Si les modifications observées chez les hybrides
de greffe sont le fruit d’une transformation, la circulation de DNA du porte-greffe
au greffon ne peut étre que spontanée et naturelle.

Que du DNA soit reldché par des cellules vivantes tout en gardant son pouvoir
transformant a été démontré sur des bactéries (35-38). De plus, nous avons décou-
vert que ce DNA est relaché avec sa RNA polymérase DNA-dépendante (44-49) et
qu’il se transcrit lors de toute infection bactérienne aussi bien dans les cellules
végétales qu’animales (39-49). Nous avons appelé ce phénoméne “transcession”.
Dans la figure 3 on voit que le RNA nouvellement synthétisé dans le cerveau de
grenouilles infectées par Agrobacterium tumefaciens est de nature bactérienne.
Notons que les bactéries ne traversent pas la barriére cérébro-sanguine et que les
tests de stérilité combinés a des observations autoradiographiques ont confirmé
I’absence de bactéries dans le cerveau (48). Une preuve supplémentaire que les
phénoménes observés ne sont pas dus a une contamination bactérienne est fournie
par ’expérience suivante: des oreillettes de grenouilles non infectées sont mises en
contact, non pas avec une suspension bactérienne, mais avec le surnageant stérile
de ces bactéries (B. subtilis). Or aprés ce traitement le RNA synthétisé par les
cellules d’oreillettes est en partie de nature bactérienne puisqu’il peut s’hybrider
avec du DNA de B. subtilis (49).

Récemment nous avons découvert que des cellules vivantes d’étres supérieurs
relichaient aussi du DNA (50-52). Dans un milieu de culture d’oreillettes de
grenouilles nous avons trouvé du DNA en proportion équivalente a plus de 109,
du DNA total des oreillettes. Il a été démontré que le petit nombre de cellules
mortes d’oreillettes ne peut étre a ’origine de la grande quantité de DNA relaché.
Bien qu’il soit moins polymeérisé que le DNA cellulaire, le DNA exsudé est encore
composé de molécules assez grandes pour pouvoir sédimenter en gradient de
CsCl ou elles s’équilibrent au méme milieu que le DNA cellulaire. Ce phénoméne
assez inattendu, d’exsudation de DNA ne peut s’expliquer que si les cellules excré-
trices synthétisent du DNA supplémentaire a leur stock génétique. Or de nombreux
auteurs, dont les travaux ont été récemment passés en revue par Pelc (53-54) ont
mis en évidence aussi bien chez les animaux que chez les végétaux un DNA labile
fabriqué en surplus. Ce DNA a été dénommé “métabolique” puisqu’il est lui-méme
sujet a un métabolisme, et que celui-ci varie en fonction du métabolisme général de la
cellule. L’existence de ce DNA, qui consisterait de copies supplémentaires de génes
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Fig. 3. — Courbes de saturation de RNA 3H extrait de cerveaux de grenouilles injectées

intrapéritonéalement soit d’une suspension d’A. tumefaciens (108 bactéries par grenouille)

e——e, soit pour les témoins d’une solution de Ringer stérile o——o, 12 heures avant un

marquage de 3 heures avec de I'uridine 3H. Le RNA 3H extrait a été hybridé avec du DNA

dénature de A. tumefaciens (25 ug de DNA ont été mis sur chaque filtre). Les résultats donnent

la relation exprimée en pour cent entre la quantité de DNA dénaturé d’A. tumefaciens, fixée

sur le filtre et la quantité de RNA 3H hybridé. La technique d’hybridation a été faite selon
G. Gillespie et S. Spiegelman, J. Mol. Biol. (1965) 12: 829.

actifs d’une cellule donnée, a été spécialement bien démontré chez les protozoaires
ciliés, (55-57) mais a également été détecté en grande quantité chez les plantes
supérieures (59) et méme extrait d’organes d’animaux, en particulier du cceur
(58).

Le DNA relaché I’est certainement sous la forme d’un complexe comprenant
également des enzymes puisqu’il se réplique en I’absence de cellules in vitro, sans
apport d’éléments extérieurs. Comme le montre le tableau 1, ce DNA synthétisé
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Fig. 4. — Courbe de saturation de RNA 3H extrait d’oreillettes de grenouilles e——e ou

de RNA 3H extrait du surnageant acellulaire marque apres avoir retiré les oreillettes o——o. Le

RNA 3H extrait a été hybridé avec du DNA denature d’oreillettes de grenouilles (25 ug par

ﬁltre) Les résultats donnent la relation, expnmee en pour cent entre la quantité de DNA déna-

turé de grenouilles fixé sur le filtre et la quantité de RNA 3H hybridé. La technique d’hybri-
dation a été faite selon G. Gillespie et S. Spiegelman, J. Mol. Biol. (1965) 12: 829.

en I’absence de cellules n’a pas perdu sa spécificité puisqu’on peut encore I’hybrider
avec le DNA cellulaire. En outre, nous trouvons dans le milieu de culture de grandes
quantités de molécules mformatlves contenant du ribose. Si I'on ajoute au milieu
extra-cellulaire de 1'Uridine *H nous en extrayons un “RNA” marqué nouvellement
synthétisé qui s’hybride spécifiquement avec du DNA cellulaire (fig. 4). Les molé-
cules informatives relichées par les oreillettes en culture ne sont pas dies a un
artefact physiologique résultant du stress que subissent ces organes. En effet, nous
avons retrouvé dans le liquide céphalo-rachidien de vache (53) ainsi que dans le
plasma sanguin de ’homme ces mémes molécules capables de se synthétiser en
milieu extra-cellulaire aprés que celui-ci ait été débarassé de toute cellule ou organite.

Ces divers résultats montrent, comme I'impliquaient les hybrides de greffe,

qu’il y a effectivement une circulation permanente de molécules informatives chez
les étres supérieurs.
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Autoradiographie d’une coupe longitudinale de tige de tomate adulte 48 heures aprés incu-

bation, 6 heures en présence de DNA 3H. Les noyaux marqueés apparalssent en noir. On peut

voir que tous les tissus sont marqués, surtout le cambium et le phloéme. Le Lollenchyme n’est

pas encore trés différencié car il sagit du sommet de la plante. Notez la zone mérismatique
trés marquée a la base du rameau secondaire.
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