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INTRODUCTION 

Les nombreux travaux qui concernent le d6terminisme des caract~res des chloro- 
plastes ont conduit ~ la certitude que, si de nombreux g~nes nucl6aires contr61ent 
la synth~se des constituants chloroplastiques, celle-ci est n6anmoins influenc6e, 
la lois, par la "constitution cytoplasmique" dans son ensemble et par les chloro- 
plastes eux-m~mes. 

Le chloroplaste apparalt comme un 616ment indispensable ~ sa propre perp6tua- 
tion au sein d'une lign~e ceUulaire (LwoFF1), de m~me qu'il exerce une influence 
certaine sur l 'orientation des syntheses qui assurent sa croissance et sa reproduction. 
C'est 1~ un exemple typique de "particule dou6e de continuit6 g~n6tique". 

Les faits connus jusqu'£ present n'imposent en aucune maniSre que les chloro- 
plastes contiennent l'6quivalent de g~nes nucl~aires, mais ils ne l'excluent pas 
davantage. QueUe est donc la nature de l 'auto-d@endance des chloroplastes? La 
complexit~ du probl~me exige qu'on l'aborde indirectement et par plusieurs voies. 
L'6tude des effects de la streptomycine (Sm) semblait pouvoir representer l'une de 
ces voies d'approche. 

On salt que la streptomycine (dont le mode d'action est malheureusement 
encore inconnu) emp~che la formation des chloroplastes chez les plantes sup~rieures 
(YON EULER *; BRACCO ET VON EULER3). Les Eugl~nes cultiv6es en pr6sence de strepto- 
mycine perdent d6finitivement leurs chloroplastes (PRovAsoLI, HUTNER ET SCHATZ 4) : 
le patrimoine h6r6ditaire de l'ensemble des individus de la culture a 6t6 modifi6. 
On pouvait, d~s lors, se demander si la modification h6r6ditaire qui se manifeste 
chez ces Flagellates verts a son si~ge au niveau du noyau, des chloroplastes ou du 
cytoplasme. 

L'id~e d'une mutation nucl6aire en masse paraissait insolite d~s l'abord. D'autre 
part, un travail pr6c6dent (DE DEKEN-GRENSON s) avait conduit k l'id6e que, dans 
les plantules d'orge, l'action de la streptomycine se limite ~ une inhibition de la 
croissance et de la diff6renciation des proplatides en chloroplastes, sans effet sur des 
facteurs de l'h6r6dit6, quels qu'ils soient. On pouvait donc s'attendre k ce que la 
streptomycine n'induisit pas davantage chez les Eugl~nes que chez les plantes 
sup6rieures la mutation d'un g~ne nucl6aire ou la modification d6finitive de consti- 
tuants chloroplastiques ~ propri6t6s de g~nes. 
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Les hypotheses les plus plausibles concernant la nature de l'alt6ration du patri- 
moine h6r6ditaire sont donc soit la perte des chloroplastes (indispensables k leur 
propre reproduction) r6sultant d'un simple abaissement de leur vitesse diff6rentielle 
de croissance par rapport h la croissance cellulaire, soit une alt6ration irr6versible 
du cytoplasme, empSchant toute reproduction ult6rieure des chloroplastes. 

Ces diverses possibilit6s (mutation de g~nes ou d'616ments chloroplastiques 
propri6t6s de g6nes, perte des chloroplastes, et apparition de conditions cytoplasmi- 
ques d6favorables) ont 6t6 d6partag6es exp6rimentalement sur la base suivante. 

Si la modification du patrimoine h6r6ditaire 6tait due uniquement & la perte 
des ehloroplastes, la synth6se de ceux-ci devrait pouvoir reprendre, une fois la 
streptomycine 61imin6e, dans celles des cellules qui ont h6rit6 d'un chloroplaste et 
jamais dans celles qui n'en ont pas requ. Dans tousles autres cas, il n 'y a aucune 
raison d'observer une relation entre la pr6sence d'un chloroplaste dans une cellule 
et ]a possibilit6 pour celle-ci de synth6tiser des particules. 

MATH:RIEL ET MI~THODES 

Nous avons  utilis6 pour  cette 6tude une souche d'Euglena gracilis, vari6t6 bacillaris, originaire 
de Mayence, et que nous  devons A l 'amabilit6 de monsieur  H. C. HEINRICm 

Le sulfate de s t rep tomycine  a 6t6 obl igeamment  mis ~ notre disposition par  la firme Pfizer, 
laquelle nous  adressons nos plus vifs remerciements.  

Les concentrat ions  de s t reptomycine  sont  exprim6es en grammes de base libre pour  ioo ml 
de solut ion.  

Les organismes ont  6t6 cultiv6s dans le milieu de HUTNER et al. s, dont  ]e p H  a 6t6 ajust6 
une valeur  de 7.o ~ l 'aide de NaOH.  Les cultures sont  maintenues  sous ~clairage cons tant  rdalis~ 

pa r  des tubes  ~ fluorescence, dans une 6tuve £ circulation &air  maintenue ~ une tempera ture  de 
23 ° =E o.5 °. Dans  ces conditions, les Euglbnes se mult ipl ient  au r y thme  d 'une division toutes  les 
24 heures.  

La croissance a 6t~ suivie par  des mesures  d'opacit6 r~alis~es £ l 'aide du spectrophotom~tre  
Coleman, module 14, ~ la longueur d 'onde de 70o m #  (~ laquelle l ' interfSrence avec l 'absorpt ion 
de la lumi~re par  les p igments  chlorophylliens est n6gligeable), dans des tubes  de i8 m m  d'dpaisseur, 
et dans condit ions off l 'opacit6 mesur~e est une fonction lin6aire de la concentrat ion ceUulaire. 

La teneur  des cellules en p igments  chlorophylliens a ~t~ 6valu6e de la mani~re suivante:  
un  volume ad~quat  de la culture d 'Eugl~nes est centrifug6 a 3,000 tours /minute ,  pendan t  5 minutes.  
Le culot de cellules est  remis en suspension dans de l 'eau distilMe et centrifug$ darts les m~mes 
conditions. Le culot est alors dispers~ dans 3 ml de m~thanol  absolu. Apr~s centrifugation 
l 'abri  de la lumi~re, l ' absorpt ion  de la lumi~re ~ 665 m/~ par  le liquide surnageant  est d~termin~e 

l 'aide du spect rophotom~tre  Beckman,  module DU. Les quant i t6s  de chlorophylle sont  exprimdes 
en unit6s arbi t ra i res  (densit6 opt ique lue dans les conditions d6crites ci-dessus, et rapport6e 
IO ml de culture).  La mesure de la teneur  moyenne des cellules en chloroplastes est fournie par  
la valeur ci-dessus, divis6e par  l 'opacit6 de la culture. 

Culture de colonies isoldes sur milieu g~los~ (milieu de culture mentionn6 plus haut ,  additionn6 
de 1.5 % d'agar-agar) .  Les organismes 6tant ex t r6mement  mobiles et les cultures devant  6tre suivies 
pendan t  plusieurs semaines, si les 6talements  des cellules sont  faits en surface du milieu gdlos6, 
les colonies se dispersent  et se m~langent, r endant  tou t  examen quant i ta t i f  impossible. Afin de 
tourner  cette difficult6, les Eugl~nes ont  6t6 cultiv6es en profondeur  du milieu g61os& Le milieu 
solide est r6part i  dans des tubes  par  fractions de 20 ml. Apr~s st6rilisation, les tubes  sont  po r t , s  
dans  un  bain  the rmos ta t ique  ~ 45 ° ; o.I  ml d 'une  suspension d 'Eugl~nes tr~s dilu6e est additionnd 

chaque tube  dont  le contenu est imm6dia tement  versd dans  une botte de P~tri de IO cm de 
diam~tre. Les organismes suppor t en t  la t emp6ra ture  de 45 ° pendan t  une fraction de minute  sans 
mon t re r  de modification ddcelable. Les propor t ions  des colonies blanches et vertes ont  6t~ d6t :r- 
mindes sur  3oo colonies au min imum,  dans  chaque cas. 

Des observat ions  microscopiques (voir plus loin) ont  permis  d '$tablir  un  parall~lisme suffisant 
entre  la teneur  des Eugl~nes en chlorophylle et le nombre  de chloroplastes qu'elles renferment  
pour  que l 'on puisse utiliser les es t imations de la teneur  en chlorophylle des cellules comme une 
mesure du nombre  de chloroplastes.  
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RI~SULTATS EXPI~RIMENTAUX 

I. Notre premier objectif 6tait d 'examiner d'une mani~re globale, sur l 'ensemble 
d'une culture, si l'effet de la Sm est, par nature, irrrversible ou non. Dans ce but, 
une culture d'Eugl~nes vertes, en phase exponentielle de croissance, est centrifugee 
et les cellules sont remises en suspension dans du milieu de culture contenant du 
sulfate de Sm h raison de 0.2 g de base libre pour I00 ml. Apr~s une demi-heure, la 
culture est k nouveau centrifugre, les ceUules sont lavres k l'aide de milieu normal 
et remises en suspension dans du milieu exempt de Sin. On suit alors la croissance 
cellulaire par des mesures d'opacit6 et la teneur des cellules en chlorophylles, comme il 
a 6t6 dit plus haut. D~s qu'une culture approche de la fin de la prriode exponentielle 
de croissance, une aliquote est repiqure dans un milieu frais. I1 arrive que le repiquage 
provoque des perturbations plus ou moins importantes dans la teneur des cellules 
en chlorophylles. C'est la raison pour laquelle nous avons indiqu6 les repiquages sur 
les graphiques. 

La Fig. I montre les rrsultats d'une telle exprrience, tandis que la Fig. 2 illustre 
le comportement d'une culture trmoin (non trai tre par la Sm). Dans la culture 
trmoin, les variations de la teneur des cellules en chlorophylles sont nrgligeables: 
la courbe de la synth~se des chlorophylles en fonction du temps est pratiquement 
parall~le ~t la courbe de croissance des organismes. Au contraire, le traitement par ]a 
Sm provoque un arrr t  de la synth~se des chlorophylles. Remarquons que le milieu 
conteuant de la Sm ne reste en contact avec les cellules que pendant une demi-heure, 

Unit6s a i rb i t ra i res  ( l o g )  

10 3 

10 2 
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T e m p s  en jours 
F ig . i .  

Fig. I. Courbes de croissance cellulaire 
( O - - O )  et de synth~se des chlorophylles 
((D--O) d'une culture d'Eug]~nes traitre 
par la Sm h 0.2 %, pendant  1/2 heure, au 
moment indiqu6 par la fl~che ~. R = repi- 

quages de la culture (voir texte). 

Uni t~s  a rb i t ra i res  ( l o g )  
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Fig. 2. Courbes de croissance cellulaire 
( O - - O )  et de synth~se des chlorophylles 
(O--(D) d'une culture d'Eugl~nes trmoin. 
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soit environ 2 % du temps de g6n~ration. Cependant, son effet se manifeste pendant 
une bien plus longue p6riode, vraisemblablement parce que l'antibiotique est con- 
centr6 ~ l'int6fieur des cellules par un m6canisme d'accumulation active et n'en 
ressort que tr~s lentement, comme c'est le cas pour l'a]gue Nitdla (PRAMERT,S). 

Durant les 24 k 48 heures qui suivent le traitement par la Sm (soit I ou 2 g6n6rations), 
le taux de synth~se des chlorophylles s'abaisse progressivement. D'une mani~re 
g6n6rale (il a 6t6 r6alis6, k des fins diverses, une vingtaine d'exp6fiences de ce type), 
dans le milieu de culture utilis6 pour ce travail, toute synthSse de chlorophylle a 
cess6 apr~s deux g6n6rations, tandis que les cel]ules continuent k se diviser ~ une 
vitesse k peine r6duite. Pendant une dur6e qui varie d'une exp6rience k l 'autre (I 
IO g6n6rations et m~me davantage), la quantit6 totale de chlorophy]le de ]a culture 
reste constante ou peut m~me d6croitre, bien que la population s'accroisse sans cesse. 

2.0 

Ouantit6 moyenne de chLorophytte 
par cellule e n  

unit6s arbitraires 

Sm 1 

1.5 

1.0 

I l l 1 l r l l l l 5 t t l l 

o 2 4 6 8 10 12 14 

Temps en jours 

0.5 

Fig. 3. Evolut ion de la teneur  moyenne des 
cellules en chlorophylle au cours de l'ex- 

p6rience rapport6e sur  la Fig. i. 

Enfin, une fois cette p6riode 6coul6e, la synth~se des chlorophylles reprend, 5. un taux 
g6n6ralement plus 61ev6 que dans les conditions nol-males. La Fig. 3 illustre l'6volu- 
tion de la teneur des EuglSnes en chlorophylles au cours de l'exp6rience rapport6e 
sur la Fig. I. 

Si la dose de Sm appliqu6e est plus 6tev6e (concentration plus forte de Sm ou 
dur6e d'application plus longue), la pdriode d'arrSt de la synth~se des chlorophylles 
se prolonge. Une augmentation de la dose de Sm appliqu6e (les essais n'ont pas 
d6pass6 la dose de 2 g/Ioo ml, pendant 24 heures) ne permet pas d'obtenir un arrSt 
imm6diat de la synth~se des chlorophylles. La lenteur de la p6n6tration de l'anti- 
biotique 5. l'int6rieur des cellules ne pourrait expliquer ce retard, puisque tout ceci 
se pr6sente alors que la Sm a 6t6 retir6e du milieu de culture depuis plus de 2o heures. 

Lorsque la dose de Sm appliqu6e est plus faible, le blocage de la synth~se des 
chlorophylles est partiel et le retour k l'6tat normal est plus rapide. 

Si la Sm (0.2 g/Ioo ml) est laiss6e au contact des cellules d'une mani~re per- 
manente, la synth~se des chlorophylles ne reprend pas, tandis que les organismes 
continuent k se multiplier pendant de nombreuses g~n6rations (plusieurs cultures 
ont 6t6 suivies pendant une vingtaine de g6n6rations en pr6sence de Sm). Nous 
n'avons jamais observ6 de lign6es r6sistantes ~ l'effet de la Sm sur les chloroplastes. 
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A part ir  de 2 ou 3 g6n6rations de ce traitement,  on peut d'aiUeurs repiquer les ceUules 
darts le milieu utilis6 pour ces exp&iences et d6pourvu de Sm sans voir r6apparaltre 
aucune cellule verte (souches suivies pendant plusieurs centaines de g6n&ations). 

Le nombre de chloroplastes par  ceUule dans les cultures trait6es par la Sm k 
0.2 % pendant une demi-heure a 6t6 suivi par l 'observation microscopique des cellules 
vivantes. Les r6sultats d 'une telle exp&ience sont rapport& sur les Figs. 4 et 5- 

U n l t 6 s  arbttralres ( log ) 

8&I0 4 2 1 507,*0 757.--0 
50Z~1 25Z-1 / 

v nombre de chloroplastes par cellute 

Fig. 4. Evolution du hombre de chloroplastes par 
cellule apr~s un traitement par la Sm A 0.2%, 
pendant i]2 heure, au temps o. O- -O Croissance 

cellulaire; O- -O SynthSse de chlorophylle. 

quantlt~ moyenne de chtorophylte 
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Fig. 5. 

Fig. 5. Evolution de la teneur moyenne des Eugl~nes 
en chlorophy]le au cours de l'expdrience rapport~e 

sur la Fig. 4. 
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Temps en jours 

Fig. 4, 

Les mesures d'opacit~, les dosages des chlorophylles et les comptages des cbloroplastes 
ont 6t6 fairs toutes les 24 heures, ce qui correspond & une g6n6ration. Le nombre 
des chloroplastes a 6t6 d6termin6 en examinant chaque jour 400 & 500 cellules. Le 
comptage des chloroplastes est extr~mement malais6 dans les Eugl~nes normales, 
du fait des grandes dimensions des chloroplastes et de l 'abondance des grains de 
paramylon trbs r6fringents: nous n'en tiendrons pas compte. I1 devient plus facile 
lorsque le nombre de chloroplastes par cellule baisse. Les Euglbnes & 4 plastes sere- 
blent pr6dominer 48 heures aprbs le trai tement par la Sm. A la g6n6ration suivante 
(3~me g6n6ration), on peut reconnattre ais6ment que 80% environ des organismes 
de la culture poss~dent 2 chloroplastes; les autres cellules en ont 4, 3 ou I. A la 
4~me g6n6ration, environ 8o% des ceUules ont un seul chloroplaste; les autres en ont 
2 ou o; tr~s rares sont celles qui en ont plus de 2; aucune n'est  rest~e normale. Dans 
l 'exp&ience que nous rapportons ici, la teneur des ce]lules en chloroplastes &ait, 
k ce moment  (4~me g6n6ration), de 1/8 de ceUe des cellules normales. Dans toutes 
les exp&iences r6alis&s, cette valeur s'est localis6e entre 1/8 et I/IO. C'est £ ]a 5brae 
g6n6ration qu'apparaissent  les premieres Euglbnes d6pourvues de chloroplaste, 
raison de 45 £ 50% de la population, tandis que des cellules & I chloroplaste consti- 
tuent 6galement 45 k 5o% de la population. A c e  moment,  la teneur des ceUules en 
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chlorophylles repr6sente 1/15 ~t 1/20 de celle de la souche avant  le traitement par la Sm. 
Ces r6sultats nous paraissent justifier deux conclusions: (I) que l 'estimation de 

la teneur des Eugl~nes en chlorophylles fournit une mesure satisfaisante du nombre 
de chloroplastes par cellule dans tes Eugl~nes normales ou trait6es par la Sm; (2) que 
les Eugl~nes vertes normales de la souche ~tudi6e contiennent, en moyenne, 8 k IO 
chloroplastes. 

Lorsque le blocage de la synth~se des chlorophylles est partiel, le taux de dimi- 
nution du nombre de chloroplastes par cellule est 6videmment abaiss6. 

Notons que la Sm ne d~truit pas les chloroplastes: elle emp~che simplement 
leur croissance et leur multiplication. Le paramylon continue d'Stre synth6tis6 et 
de s 'accumuler sous la forme de grains tr~s r6fringents, mSme dans les Eugl~nes 
blanches. 

Au moment  oh les dosages indiquent que la synth~se des chlorophylles a repris 
et que les chloroplastes se sont remis ~ se multiplier, on ne voit pas imm6diatement 
rfapparai t re  des organismes contenant plus d 'un chloroplaste. C'est le nombre de 
cellules k un plaste qui augmente au cours d'une premiere p6riode, qui correspond 
k une phase o~ la synth~se des chloroplastes a repris, mais k un taux qui ne d6passe 
pas celui des divisions cellulaires. On pourrait s 'attendre k voir se perp6tuer, d~s 
lors, des lign6es d'Eugl~nes poss6dant un unique chloroplaste. Cependant, il n 'en 
est rien et cette p6riode, qui peut ~tre plus ou moins longue, est toujours transitoire. 
Apr~s une ou plusieurs g6n6rations caract6ris6es par ce r6gime, apparaissent des 
cellules poss6dant plus d 'un chloroplaste, tandis que le taux de croissance des chloro- 
phylles d6passe celui de la croissance cellulaire (voir Fig. I). Au bout de quelques 
g6n6rations, on ne peut plus d6celer de cellules ~ nombre r~duit de chloroplastes; 
il ne subsiste plus que deux types de cellules: les unes sont vertes et contiennent en 
moyenne 8 k IO chloroplastes; elles ne pr6sentent aucune diff6rence d6celable avec 
des EuglSnes normales qui n 'ont  pas subi l 'action de la Sm; les autres sont blanches, 
d6pourvues de chloroplastes d'une mani~re hfr6ditaire. 

Dans les conditions exp6rimentales que nous avons adoptfes, l 'action de la Sm 
n'est  donc pas irr6versible pour toutes les cellules et nous n 'avons certainement pas 
affaire ~ une mutat ion en masse. 

I I .  Vdrification de ces donndes au niveau cellulaire 

I1 paraissait raisonnable de penser que, des deux types stables de cellules trouv6es 
en m61ange dans les cultures trait6es par une faible dose de Sm, les Eugl~nes vertes 
normales provenaient des cellules qui, par hasard, avaient h6rit6 d 'un chloroplaste, 
au  cours de la r6partition du nombre limit6 de ces organites entre des cellules plus 
nombreuses que ceux-ci, alors que les cenules h6r6ditairement blanches devaient 
~tre issues de celles des Eugl~nes qui n 'avaient  pas emport6 de chloroplaste au cours 
de cette distribution. 

La v6rification directe de cette hypoth~se, en suivant, k l 'aide du microscope, 
le sort de cellules isol6es, pr6sente des difficult6s techniques dues notamment  au fait 
que l 'observation des chloroplastes exige l'utilisation d 'un tr&s fort grossissement. 
Elle est actueUement en course t  les r6sultats seront publi6s ult6rieurement. 

Nous ne pr6senterons ici que les donn6es obtenues sur une base statistique. Le 
pfincipe des exp6riences est le suivant. Une culture d'Eugl~nes est trait6e par la 
Sm pendant une dur6e br~ve et maintenue ensuite dans un milieu liquide normal.  
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Supposons un cas id6al oh la dose de Sm appliqu6e bloquerait la synth~se des chloro- 
plastes d'une mani~re imm6diate et complete; la r6partition des chloroplastes se 
ferait suivant le sch6ma de la Fig. 6. Si, toutes les 24 heures environ, c'est-k-dire 
une fois par g6n6ration, des aliquotes de cette culture liquide sont dispers6es dans la 
profondeur d'un milieu de culture g~los6 (technique d6crite plus haut), les pr@l~vements 
successifs contiendront des Eugl6nes renfermant un nombre d6croissant de chloro- 
plastes par cellule. Dans les pr61~vements o, I, 2 et 3 (voir Fig. 6), toutes les cellules 
6tal6es contiennent au moins un chloroplaste. A la g6n6ration suivante (pr6l~vement 
4), 50% environ des cellules 6tal6es ont un chloroplaste, tandis que les autres n'en 
ont plus. En (5), il n 'y  a plus que 25% de cellules ~ un plaste, en (6), 12.5% etc.. .  

t, lombre de chioropiastes par ceiIule 

t 
Sm 

pendant ]/2 ~ 
l I I I I I 

0 1 2 3 ~ 5 

Temps en g~n~ratlons 

Fig. 6. R~par t i t ion  des  chloroplas tes  en t r e  les cellules filles, apr~s u n  t r a i t e m e n t  des Eugl~nes  
pa r  la S m ~ 0 . 2 %  p e n d a n t  I/2 heure ,  au  t e m p s  o. 

I1 faut donc s'attendre, si notre hypoth~se correspond k la r6alit6, ~t ce que, au 
moment oh chaque cellule aura donn6 une colonie dont la couleur puisse ~tre d6cel6e 
(2 k 3 semaines; k ce moment, les ceUules capables de former des chloroplastes ont 
retrouv6 depuis longtemps leur teneur normale en chlorophylles), toutes les cellules 
aient donn6 naissance ~ des colonies vertes en o, I, 2, et 3, tandis qu'en 4, 50% des 
ceUules donnent des colonies vertes et 5o%, des colonies blanches, qu'on trouve 
25% de colonies vertes en 5, 12.5% en 6 etc...*. 

I1 va de sol que l'arr~t de la multiplication des chloroplastes n'6tant pas imm6diat, 
mais progressif, la r6duction du nombre de chloroplastes par cellule est plus lente 
que dans le sch6ma d6crit ci-dessus. Dans les conditions exp6rimentales adopt6es 
pour la p]upart des exp6riences (Sm 0.2% appliqu6e pendant une demi-heure), il 
faut g6n6ralement 2 g6n6rations environ (k partir du traitement par l'antibiotique) 
pour obtenir des cellules contenant 4 chloroplastes. A la g6n6ration suivante, on 
retrouve le rythme de r6partition type  d6crit plus haut. 

La Fig. 7 montre les r6sultats d'une telle experience, confront6s avec les valeurs 
th6oriques envisag~es ci-dessus. Une culture d'Eugl~nes a 6t6 partag6e en 4 lots 

* Les "colonies  ve r t e s "  son t  6 v i d e m m e n t  cons t i tu6es  d ' u n  m61ange de cellules ver tes  et  de 
cell ules b lanches .  

Bibliographie p. 155. 



I 5 2  M. DE DEKEN-GRENSON, S. MESSIN VOL. 2 7  (1958) 

6quivalents qui ont 6t@ trait6s par 4 doses diff@rentes de Sm: 0.04% pendant 1/2 
heure et 2 heures, et 0.2% pendant les m@mes temps. On y remarquera tout d'abord 
que le pourcentage des colonies vertes d6nombr@es dans les pr@l~vements successifs 
r@Mis@s ~ partir d'une culture liquide diminue progressivement, ainsi que le pr6voyait 
l'hypoth~se de d@part. Cependant, les pourcentages de lign@es vertes trouv6s exp@ri- 
mentalement sont, dans tous les cas, largement inf6rieurs aux valeurs pr6vues, ce 
qui signifie que certaines des cellules contenant au moins un chloroplaste ne donnent 
pas naissance ~ une lign6e verte. De plus, les valeurs trouv6es d@pendent de la dose 
de Sm appliqu6e : plus la dose augmente, plus grand est le nombre de ceUules poss6dant 
un chloroplaste qui donnent naissance ~ une lign6e blanche. 
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Fig. 8. Trai tement  de 3 cultures ind6- 
pendantes  par la Sm 5, o.2 %, pendant  
i/2 heure, au t emps  o. Expl i ca t ions  

dans le texte .  Temps en g~n6rafions 

F i g .  7- Pourcentage  de colonies vertes  n@es d'Eugl~nes  trait~es par l a  S m  au temps  o, cultiv@es 
ensuite  sur milieu l iquide normal,  et  6tal6es sur milieu solide aux  m o m e n t s  indiqu6s en abscisse.  

O - - O  courbes th6oriques;  0 - - 0  courbes exp~rimentales .  

D'autre part, une mSme dose de Sm peut produire des effets quantitativement 
fort divers d'une exp@fience k l'autre. Les diff@rences semblent provenir de l'6tat 
physiologique de la culture (cependant toujours trait6e alors qu'eUe se trouve en 
phase exponenfielle de croissance). Un facteur important de variabilit6 r@side dans 
l'importance de l'inoculum au moment du transfert des organismes dans un milieu 
normal, apr~s le traitement par la Sin. La Fig. 8 montre les r@sultats du traitement 
de 3 cultures ind@pendantes par la Sm ~ 0.2%, pendant une demi-heure*. 

* Le fa~teur principal responsable  de cette  variabilit~ a 6t~ actue l lement  identifi~: il s 'agit  
de  la concentrat ion du mil ieu de culture en fer assimilable,  concentrat ion qui d~pend de l'~ge 
du milieu.  Ce ph6nombne,  ainsi que le r61e de l ' importance de r inocu lum seront analys@s ult6- 
r ieurement.  
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DISCUSSION DES RI~SULTATS ET CONCLUSION 

Deux remarques s'imposent k propos de la premiere partie de ce travail. En premier 
lieu, les r6sultats obtenus interdisent de penser que les doses, relativement faibles, 
de Sm qui ont 6t6 utilis6es n'atteignent que certains organismes tandis que d'autres 
6chappent ou r6sistent k l'action de l'antibiotique. En effet, non seulement le dosage 
des chlorophyUes montre un temps d'arr~t de la synth~se des chloroplastes qui peut 
8tre fort long (une dizaine de g6n6rations dans plusieurs cas), mais encore, tant  que 
la synth~se des chloroplastes n'a pas repris, l 'examen microscopique r6v~le une 
grande homog6n6it6 de la population cellulaire du point de vue du nombre de chloro- 
plastes par cellule. En second lieu, il est clair qu'un traitement des Eugl~nes par la 
Sin, qui a pour effet d'interrompre totalement la synth~se des chloroplastes pendant 
plusieurs g6n6rations, peut ~tre suivi d'une reprise de cette synth~se. 

Ainsi, toutes les cellules de la culture ont manifestement 6t6 touch6es de la 
m~me mani6re durant la p~riode d'action de la Sm. Pendant plusieurs g~n6rations, 
aucun chloroplaste n'a 6t6 synth6tis6. Si l'action de la Sm a consist6 k induire une 
mutation, elle l 'a donc fait dans toutes les cellules, et tous les  noyaux ou tous les  
chloroplastes ont 6t6 atteints. Or, l'inhibition est r6versible pour certaines cellules. 
I1 faut donc admettre soit que le Sm n'a pas provoqu6 de mutation, soit que le pour- 
centage de r6versions est fort grand. 

La deuxi~me partie du travail accentue encore la faiblesse de l'hypoth~se d'une 
action mutag~ne de la Sm. Les r6sultats peuvent ~tre r6sum6s comme suit. Lorsque, 

partir d'une culture d'Eugl~nes en milieu liquide, qui a subi l'action de la Sm 
pendant une dur6e br~ve, on disperse, k chaque g6n6ration, quelques milliers de 
cellules sur un milieu nutritif g61os6, de mani~re k pouvoir suivre individuellement 
les diverses lign6es cellulaires, on constate que le pourcentage de lign6es blanches 
ainsi obtenues augmente de g6n6ration en g6n6ration. Si le pourcentage de colonies 
blanches isol6es par ce proc6d6 k chaque g6n6ration 6tait identique k celui des cellules 
ayant  perdu tout  chloroplaste, nous serions en droit de tirer sans 6qnivoque la con- 
clusion que la Sm a inhib6 la reproduction des chloroplastes sans modifier irr6versi- 
blement leurs propri6t6s et que l'alt6ration du patrimoine h6r6ditaire qui en r6sulte 
est due simplement k la perte des chloroplastes. Cependant, le pourcentage de colonies 
blanches obtenu exp6rimentalement est, k chaque g6n6ration, plus 61ev6 que celui 
qui 6tait pr6vu, comme si tousles  chloroplastes n'6taient pas capables de reprendre 
leur croissance, une fois la Sm disparue. Une telle situation n'a rien de surprenant 
si l 'on tient compte des faits suivants. 

La mortalit6 des ceUules au sein d'une culture d'Eugl~nes en milieu liquide n'est 
pas n6gligeable (sans que l'allure exponentielle de la courbe de croissance en soit 
n6anmoins alt6r6e) ; sur milieu solide, eUe est encore bien plus 61ev6e. Si l'on dissocie 
une colonie, on y trouve un grand nombre de cellules mortes. La proportion de ces 
derni~res augmente progressivement lorsque la colonie vieillit. Lorsqu'une cellule 

un chloroplaste est seule ~ 6tre responsable de la couleur verte d'une colonie, il y a 
d 'autant  plus de chances qu'eUe meure avant d'avoir pu donner naissance k d'autres 
cellules k chloroplastes (ce qui a pour r6sultat de transformer la colonie qui devait 
6tre verte en une colonie blanche) que la dose de Sm ~ laquelle eUe a 6t6 soumise 
6tait plus forte ( e t a  donc interrompu la multiplication des chloroplastes pendant 
un temps plus long). 
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I1 est 6galement possible que le chl0roplaste seul p~risse au sein d'une cellule 
qui n'en renferme qu'un exemplaire. Ceci est sugg6r6 par l'observation que nous 
avons mentionn6e plus haut et suivant laquelle, lorsque la p6riode d'arr~t de la 
synth~se des chlorophylles se prolonge, la quantit6 totale de chlorophylle de la 
culture peut d6croltre transitoirement. Cette destruction d'une partie des chlorophyDes 
pourrait correspondre ~ la disparition d'un certain nombre des chloroplastes, r6sultant 
de leur inertie m6tabolique. Dans ce cas ~galement, chaque cellule dont le chloroplaste 
a 6t6 d~truit donnera naissance k une lign6e blanche. 

Seul ]'examen microscopique des Eugl~nes descendant de cellules k un chloro- 
plaste et isol6es k chaque g6n6ration permettra de donner une r6ponse d6finitive 

cette question. 
Reste k envisager la possibi]it6 que la Sm cr6e, au sein du cytoplasme, des con- 

ditions rendant impossible la reproduction des chloroplastes. Si ces conditions 
d6favorables disparaissent au moment Oil cesse l'action de la Sm, nous sommes 
6videmment ramen6s au cas pr6c6dent. D'autre part, l'hypoth~se d'une modification 
persistante du eytoplasme, au regard des faits connus actuellement, ne ferait que 
compliquer inutilement le probl~me et paratt injustifi6e. 

Ainsi, sous r6serve d'une v6fification directe, il faut admettre que la formation 
de lignfies d'Eugl~nes incolores est le r6sultat de la perte des chloroplastes due 
nne simple inhibition temporaire de la synth~se des chloroplastes, aecompagnfie 
de la r6partition de ces organites entre des eellules dont le nombre ne cesse d'aug- 
menter. Remarquons que, dans nos exp6riences, s'il fallait adopter une terminologie 
devenue courante, l 'action de la Sm serait qualifi6e de "mutag~ne" dans le cas o/1 
la dur6e de l'inhibition de la multiplication des chloroplastes aura 6t6 suffisante 
pour que naissent des cellules sans chloroplaste et, au contraire, de non-mutag~ne 
si la dur6e de l'inhibition a 6t6 moins longue. 

Les r6sultats pr6sent6s ci-dessus indiquent une fois de plus que la synth~se de 
chloroplastes par une cellule est subordonn6e k la pr6senee d'au moins un chloroplaste 
dans cette cellule, sans qu'aucnn indice ne conduise ~ postuler l'existence de l'6qui- 
valent de g~nes nucl6aires au niveau des plastides. 

Un fait remarquable est apparu au cours de cette 6tude. Les Eugl~nes dans 
lesqueUes la multiplication des chloroplastes a repris apr~s un traitement par la Sm 
ne forment pas de lign6es ~ un chloroplaste comme on pouvait s 'y attendre. N~es 
d'individus ne poss6dant plus qu'un seul chloroplaste, elles retrouvent, au bout de 
quelques g6n~rations, les 8 ou io chloroplastes des Eugl~nes qui n'ont pas ~t6 trait6es. 
Ceci est dfi au fait que, pendant ces quelques g6n6rations, le taux de croissance des 
chloroplastes d6passe celui des cellules, ainsi que le montre la Fig. 1. 

Notons enfin, quoique la question ne puisse 6tre discut6e compl~tement ici, les 
analogies frappantes des effets de la Sm sur les chloroplastes des Eugl~nes avec 
l'action de l'euflavine sur les enzymes respiratoires de la levure (EPHRUSSIg; 
SLONIMSKI10,11). Comme l'inhibition de l 'adaptation respiratoire pr6c~de l'induction 
de la "mutation petite colonie", l'inhibition de la synth~se des chloroplastes pr6c~de 
l'apparition de lign6es d'Eugl~nes incolores. De m6me, l'inhibition complete des 
syntheses 6tudi6es n'est atteinte qu'apr~s une latence ind6pendante de la dose 
d'inhibiteur utilis6e. Bien que les r~sultats de Slonimski et les n6tres ne soient directe- 
ment comparables, du fair de conditions exp6rimentales quelque pen diff6rentes, 
il n'est pas exclu que, dans les deux cas, l'inhibition de la synth~se des constituants 
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du  s y s t b m e  e t  l ' a l t 6 r a t i o n  du  p a t r i m o i n e  h6r~di ta i re  r e p r 6 s e n t e n t  d e u x  a s p e c t s  d ' u n  

seul  e t  m ~ m e  p h 6 n o m 6 n e ,  le p r e m i e r  p o u v a n t  ~tre r6vers ib le  (si l ' i n h i b i t e u r  p e u t  se  

r e t i r e r  s ans  q u e  les s i tes  b loqu6s  a i e n t  ~t6 modif i6s  ou  d6 t ru i t s ) ,  le second ,  i r r6vers ib le ,  

l ' i r r6vers ib i l i t6  p o u v a n t  n 'S t r e  d u e  q u ' k  la p e r t e  (par  d i lu t ion)  d '616ments  dou6s  de  

c o n t i n u i t 6  g6n6t ique .  

R~SUMt~ 

Lorsqu'une culture d'Eugl~nes est trait~e par la streptomycine (Sm) pendant  2 ~ IO % du temps 
de g~n~ration, puis est transf~r6e dans un milieu normal, la synth~se des chloroplastes est totale- 
ment interrompue pendant  plusieurs g~n6rations, puis reprend. Pendant  la p6riode transitoire 
d'inhibition de la multiplication des chloroplastes, ceux-ci sont distribu~s r6guli~rement entre 
les cellules filles, de telle sorte que la culture se trouve bient6t constitu6e d 'un m~lange de cellules 
~. un chloroplaste et de cellu]es sans chlorplaste dont la proportion va croissant. Dbs que la multi- 
plication des chloroplastes reprend, ]e nombre de chloroplastes par cellule rejoint rapidement le 
niveau normal de 8 chloroplastes par cellule. Mais il subsiste eependant des cellules irr6versible- 
ment blanches qui sont h l'origine de lign6es incolores. 

Les r6sultats d'une 6rude des proportions des lign6es blanches et vertes isoMes par 6talement 
sur milieu solide ~ chaque g~n~ration au cours de la premiere phase du ph~nom~ne sont compatibles 
avec l'id~e que Faction de la Sm se borne b. un abaissement s~lectif du taux de croissance des 
chloroplastes qui ne peuvent r6apparaitre de novo dans une cellule qui a perdu jusqu'au dernier 
exemplaire de ces particules. 

SUMMARY 

"When a culture of Euglena is treated with streptomycin (Sm) during 2 to IO % of the generation 
time, and then transferred to normal medium, the formation of the chloroplasts is stopped for 
several generations and then resumes. During the period of transitory inhibition of the multi- 
plication of the chloroplasts, the chloroplasts are equally distributed between the daughter cells, 
resulting in a mixture of cells with one chloroplast per cell and other cells without chloroplast 
(the number of these increasing with time). As soon as the multiplication of the chloroplasts 
resumes, the normal number of 8 chloroplasts per cell is rapidly recovered. But nevertheless there 
remains a number of definitely white cells (without chloroplasts) which gives rise to white clones. 

The results of a study of the percentage of white to green clones isolated by plating once 
per generation during the first phase of the phenomenon agree with the idea that  all that  Sm 
does is to selectively decrease the growth rate of the chloroplasts which, when lost, cannot be 
formed de novo. 
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