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1 N T R O DU C T'I O N 



1. 

1. LA RELATION STRUCTURE-FONCTION: UNE CLEF POUR LA COM­
PREHENSION DES Y!ECANIS , lES DE L \ VI E . 

Qu'est-ce que la vie? D 'où vi en t-e l le? Comment exp l iquer qu'un 
ass e mblage p a rticulier d 'atomes d e matière ine rt e puisse d onne r 
n a issance à des phé nomènes ctussi ext raord inairement mouvants 
et complexes que l'on a ppelle la vie? Ce c ontraste a p paremment 
si mystérieux entre le monde inerte e t l e mpnde vivant est 
expliqué par ce que l'on a ppelle le principe d 'émargence. Ce 
principe prédit l'apparition de propriét é s nouvelles dans un 
système en voie de structuration en affirmant qu'une qualité 
n'appartenant pas a ux composants peut a pparaître dans le composé. 

La ~tructure est d onc géné ratrice de l a fonction. 

De trè s no mbreux exemples i l lustrent cette relation s t ricte 
existant e ntre la structure et l a fonction. 

Ainsi, co mment une chaîne d'acides aminés (c'est-à-dire la 
séquence primaire) d 'une p rotéine ayant un rôle enzymatique 
peut-elle induire chez c e lle-ci les possibilités de réaliser 
un "travail 11 surun substrat déterminé et souven t très spéci­
fique? 

Au cours d e la biosynthès e de la p rot é ine, les chaînes lat é rales 
des acides a minés constitutifs interagissent entre e l les, ou 
avec des molécules d 'eau, formant des li a isons non covalentes 
faibles. 

En fonction des t y pes d e chaînes latérales en p résence et de 
leur position dans la p rotéine, une fo rce e st ainsi creee oui 
d onne à la p rotéine sa conformation par t ic u lière et une st~­
bilité accrue (1 ) . 

Un des facteurs les plus i mportants gouve rnant le replieme nt 
de la protéine, escla p olarité d es chaînes lat é r a les. Ains i, 
lors ~ e la biosy nthèse de la protéine, les chaîne s hydro phobes 
(non polaires) t e ndent à s e r egroup e r à l'int érieur d e la mo­
l é cule (pour éviter le con tact ave c l' e nvironne me n t aqueux), 
tandis que les g roupe ments p o l a ires tend en t à s ' o r g aniser i l ·t 
p ,; 1' i .J:-'h er1e ae 1.a mo1.ècu.1e ( :r'ig. 1 ) • 

folded conformation in aqueous environment 

unfolded polypept ide 

hydrophobie 
core region 

Fi _. I : Repliement de la protéi e avec 

hydrogen ~ 
can fo rm froni 
polar side c"-­
on the out.sida 
of the moll!QIII 

r g a nisetion 

des g r oupe s hy drophobes vers l' intéri e u r et 

des group es polaires ~ la périp hérie( 2 ) . 
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Les ponts hydrogène existant e ntre les chaînes lat érales 
polaires, et mê me e ntre les liaisons peptid iques liant 
les acides aminés entre eux, jouent un rôle fondam e ntal 
dans le maintien d e la structure (fig. 2). 
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Fig.2; Types de ponts hyd rog èn e e x istant au sein 
d'une protéine(2). 

2. 

C' es t ain s i que la protéine a cquiert sa configuration propre, 
qui condi tionne la fonction, la s p é cificité e t la r é gulat i on. 

Cela est tellement vrai que, dans certains cas, tout ce bel 
édifi ce fonctionnel peut s'écrouler si un seul des a cides 
aminés (un acide aminé occu pant une place majeure dan s la 
p rotéine) est rempl a cé par un autre n'ayant plus les c a ract é ­
ristiques req u ises. 

Ainsi, une maladie humaine te l le que l'anémie falciforme, 
caractérisée par l a présence d e g l o bul es rouges en forme 
de faucille, est une malad ie g énétique due au change ment 
d'un seul acide aminé dan s l a séquence p rimai r e de l'hémo ­
g lobine. La structure tridimensionnelle de l'hémo g lobine 
est ains i c h a ngée, c e qui d i minue l'affinit é p our l'oxygène 
~ •où l' a n émi e) e t explique la forme anormale des g lobules 
rouges (J, 4 ,5). 

Il a égale me nt été d émontré en 1 98 2, que le change ment d 'un 
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seul nucléoti d e (une mutation ponctuelle), d ans un gène 
humain normal d e 5.000 nucléotides de long, convertit ce 
dernier en oncogène ( c'est-à -dire un gène susce p tible de 
provoquer une tumeur maligne). Cette mutation ponctuelle 
se t raduit par le remplacement d 'un a cide aminé par un 
autre dans la protéine correspondante, ce qui lui confè re 
des propri été s nouvelles modifiant considérablement le 
métab:iisme cellulaire (6). 

Toutes les mutations ne sont ce p endant p as a ussi catastro­
phiques : de faibles modifications de la st ructure peuvent 
a u contra ire améliorer la fonction qui subit dè s lors une 
pression de sélection positive. 

L'évolution d'une molécule s'exp lique d e cet t e f aç on par 
"essais et erreurs" (7) . 

Mais les protéines ne constituent pas le seul exemple il­
lustrant la relation structure-fonction. 

Ainsi, les ARN d e transfert d ont la s tructure primaire est 
une séque nce de nucléotides adoptent une configuration 
spatiale en boomeran g, suite à des ponts hydrogène ent re 
les nucléotides. 

Cette forme particuli è re s'adapte p articuli è remen t bien à 
l'aminoacyl-tRNA s y nthét ase, l'enzyme qui va r é aliser le 
couplage tRNA-acide ~miné (8). 

Cependant, la nature i nt ime d u mécanisme moléculaire par 
lequel la st ructure conditionne la f onction, est lui-mi me 
trop rare men t compris dans le détail. La t âche de la bio­
logie moléc u laire est d onc d'id e nt ifier les effecte urs des 
fonctions, d e p ré ci s er la nature de l eurs a ttributs s t ruc­
turaux spécifiques , et de découvrir enfin les mécanismes 
souvent dynamiques qui p ermettent les interactions intra-
et intermoléculaires pr é sidan t à l'exécution de leur rôle. 
L'acquisition d e connais sances d a ns ce domaine est un p ré­
alable à l a ro mpréhe nsion des p rocessus mo léculaires d u 
vivan t, et à fortiori, à tout ess ai d'interventions di rect e s 
dans ceux- c i. 

2. COMMENT RESOUDRE LE PROBLEME ? 

Po ur tenter d'établir une relation entre une s t ruct u re mo­
léculaire et une fonction, d eux types d ' a n p roche s'offrent 
au c h erche ur. 
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2.1._-Approche_biochimique. 

Sa principale caractéristique est de se réaliser in vitro. 

Quel en est le principe? La structure à étudier (une en­
zyme par exemple) est extraite de l'organisme utilisé, 
purifiée, puis soumise à un test in vitro (une mesure 
de l'activité enzymatique, par exemple). 

Ce test permet de caractériser la fonction dans les con­
ditions expérimentales définies. On pourra également étudier 
la variation de fonction par rapport à un changement de 
structure imp:sé artificiellement. 

Le gros avantage de cette a proche biochimique est de per­
mettre une simplification du problème, souvent très com­
plexe à traiter in vivo, par l'utilisation de conditions 
connues et contrôlées. 

Cette simplification constitue cependant le point vulné­
rable de l'approche. 

En effet, la strud:ure étudiée ne fonctionne pas ici dans 
son environnement biologique naturel, mais dans un milieu 
artificiel considérablement simplifié, qui ne garantit 
dès lors pas le bien fondé de l'extrapolation à la situa­
tion in vivo. La fonction observée dans cet environnement 
restreint ne constitue pas nécess a irement la fonction véri­
table au sein de la cellule. 

L'étude des polymérases de Escherichia coli (enzymes de 
transcription de l'ADN), constitue un exemple classique 
illustrant ce problème. 

En 1958, Kornberg et al (9) ont pu mettre en évidence, in 
vitro, une activité de polymérisation du DNA à partir de 
précurseurs et d'un extrait purifié de Escherichia coli. 
Cette approche a donc permis de purifier une DNA polymérase 
(dite de Kornberg ou Pol I), dont on pouvait raisonnablement 
penser qu'elle constituait l'enzyme de réplication in vivo. 
Par la suite, ce n'est que la découverte de mutants défici­
ents pour cette enzyme et à croissance normale d'une p a rt 
(10), et celle de mutants déficients pour une autre enzyme 
biochimiqueme nt différente et incapables de croitre d'autre 
part, qui a permis d'identifier et d'attribuer avec exac­
titude les rôles in vivo de ces deux enzymes distinctes. 
La Pol Ide Kornberg avait en fait comme fonctio~ bi o lo­
gique la réparation du DNA (11). 

Une étude de la fonction in vivo est donc souhaitable, 
car elle co mplète l'approche biochimique en déterminant 
avec sûreté le rôle biologique. 
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Une autre difficulté, de nature plus technique, moins im­
portante, existe dans l'approche biochimique : la puri­
fication de la structure, souhaitable pour éviter des effet s 
dus à des contaminants, n'est pas toujours aisée et doit 
répondre à des nécessités contradictoires. Le traitement 
doit en effet être suffisamment énerg ique pour arriver à 
une purification la plus parfa ite p ossible, mais doit à la 
fois être assez doux pour limit e r les dangers d'altérer 
la structure étudiée. 

D'autres effets s e condaires dus à la structure elle-même 
peuvent exister et s'avérer très gênants pour l'interpré­
tation. !oit par exemple une protéine ribosomique. Elle 
peut assurer au sein du ribosome deux fonctions importantes 
distinctes : un rôle d ans la traduction des protéines et 
un rôle de coopération lors de l'assemblage du ribosome 
(une fois mise e n place, la protéine facilite l'assemblage 
des éléments restants) (12). 

Pour étudier le rôle traductionnel de cette protéine, un 
test biochimique de traduction acellulaire peut être ~ ii­
lisé avec des ribosomes normaux d'une part, et des ribo­
somes déficients pour cette protéine d'autre part (l'as­
semblage du ribosome pouvant se réaliser in vitro - (12, 
13) -). Mais les différences de traduction obtenues peu­
vent être dues au défa ut du rôle traductionnel (c'est bien 
ce qu' on espère), mais aussi au défaut d e conformation du 
ribosome, provoqué par l'absence de l'effet coopératif de 
la protéine. 

De tels effets secondaires peuvent être diff iciles à dis­
tinguer de l'effet primaire recherché. 

Quoi qu'il en soit, l'approche biochimique reste une tech­
nique de base très puissante, d 'autant plus qu'elle sera co m­
plétée par le second type d 'approche, tournée vers la fonc­
tion i~ vivo. 

2.2._-Approche_génétique. 

Cette seconde approche vise donc l'étude des fonctions in 
vivo et a pour but de déterminer les mécanismes précis par 
lequels elles sont assurées. 

Sa co mbinaison avec l'approche biochimique permet une étude 
d étaillée et opérationnelle d'une fonction. 

L'étude g énét ique consiste en la comparaison d'un org anisme 
mutant pour la fonction visée, avec l'organisme isogénique 
sauvage (c'est- à -dire possédant un patrimoine génétique 
identique, mis e à par t la mutation en question). 
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Suite à cette mutation, l'org anisme mutant possède un trait 
phénotypique qui le caractérise et p ermet au che rch eur de 
le reconnaître parmi les autres mutants. Ainsi par exemple, 
un mutant pour une enzyme nécess a ire à la synthèse d'un 
acide aminé, présentera comme phénotype particulier sa 
non viabilité d ans un milieu ne contenant pas cet acide 
aminé on dira que le mutant est auxotrophe pour cet acide 
aminé. 

Ces traits phénotypiques sont variables et plus ou moins 
faciles à repérer: cela va du trait morpholo g ique visible 
par simple observation au microscope, jusqu'au trait bio­
chimique ou physiologique nécessitant des dosages enzy­
matiques, par exemple (14). 

Un trait phénotypique n'est ce p endant pas nécessairement 
lié à un seul type de mutation: un phénotype d'auxotrophie 
pour un acide aminé caractérisera l'ensemble des mutants 
pour une étape quelconque de la synthèse d e cet acid e aminé. 
Un trait phénotypique limite donc souvent une classe de 
mutants. 

La recherche du trait phénotypique constitue l'identifi­
cation d'un mutant. 

_La recherche du site précis d e mutation (quel est le gène 
touché?) constitue la caractérisation du mu t ant. 

L'ap proche génétique permet de couvrir un champ d'investi­
gations très vaste, puisqu'en principe chaque gène de 
l'organisme est susceptible de subir une mutation (15). 

D'autre part, sa spécificité est très grande. En effet, une 
mutation unique affecte d irectement, en .;-éné r a l, la synthèse 
ou la Lonction d'une seule protéine ou d 'un seul RNA. Le 
disfonctionnement primaire introduit par la mutation est 
par c onséquent limité à un seul processus cel l ul a ire (15). 

Ces deux caractéristiques donnent à cette a pproche le pouvoir 
de définir les rôles biologi q ues pré cis joués par des mo­
lécules ou des structures particuli è res. 

De s conséquences d'une carence spécifique d 'une fonction 
quelconque sur la biochimie, la physiologie ou le dévelop­
pement cel l ulaire pourront être observées (15). 

C'est a insi que l'approche gén ~tique a permis et permet 
d'élucider de nombreux pathways métaboliques et d e com­
prendre les interact i ons possibles entre ceux-ci, soit 
par 1' intermédiaire de substrats ou: , de produits co mmuns, 
soit par des effets d e ré gulation croisée (16). 



Dans un organisme, la grande co mplexité des voies méta­
boliques , et la nécessité de s'adapter le mieux possible 
aux conditions changeantes de l'environnement,nécessitent 
la mise en place de mécanismes de régulation efficaces, 
visant à moduler l'activité métabolique en fonction des 
circonstances. De tels mécanisme s sont difficiles à étudier 
in vitro, car ils dépendent généralemen t d'un milieu 
cellulaire complexe. 

L'utilisation de mutants a permis l'étude de tels méca­
nismes régulatoires (16). 

La princi pale faiblesse de l'approche génétique vient cer­
t~i n~ ment de son côté aléatoire. En effet, l'approche gé­
nétique habituelle se base sur une mutagenèse aveugle, 
c'est-à-dire que la mutation peut toucher n'importe quelle 
partie du génome. On n'a donc jamais la c ert itude d 'obtenir 
le mutant désiré, mais seulement une certai ne probabilité. 

Cependant, les tec hniques nouvelles du génie génétique 
permettent à présent de réaliser une mutation sur commande 
dans un gène choisi. On crée en quelque sorte le mutant de 
toute pièce, ce qui élimine le côté aléatoire, mais néces­
site une connaissance du gène, et la possibilité de le 
manipuler (17). 

Par rapport à l'approche génét i. que "classique" (mutagenèse~ 
mutant-;. gène), cette approche constitue une sorte de 
géné tique "à l'envers" (gène -;;.. mutant). 

Outre cet aspect aléatoire, l'approche génétique présente 
l'inconvénient de n'être réalisable que sur des organismes 
possédant certaines caractéristiques, ce qui limite les 
possibilités d'utilisation. 

L'étude d e mutants constituant une des deux phases de l'étude 
d e la relation structure-fonction, il est donc intéressant 
de réaliser une "banque" de mutants qui pourront servir 
à diverses études, 

C'est dans ce cadre de trava il que se situe ce mémoire, qui 
constitue en fait une étape de la réalisati o n de cette banque. 

3. L'ORGANISME UTILISE SACCHAROMYCES CEREVISIAE . 

J.l._-Exigences_dues_à_l'approche_ g én é tique. 

Certaines conditions sont né~e ssaires pour que l'approc he 
génétique soit réalisable. 
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Cycle de vie de Saccharomyces cerevisiae 
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Fig. 3 : c y cle de vie d e Sacc ha rom v ces cerevisiae. 
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- La plupart des mutations étant réc e s s ives, l' o r g a n isme d oit 
né cessairement pas s er p ar une ph as e haploïd e, au mo ins pen­
d ant une p ar t ie d e so n cycle d e vt e. 

- Il d oit s 'ag ir d' u n microorg anisme, à c y cle d e d ivi s i o n 
rel a tive men t c ourt. Il es t n é c ess a i re en ef î e t, à par ti r 
d 'une seule cel l ule a y ant subi une mutat i on, d ' o b tenir 
r e l a t ivemen t r ap i d e men t une lig n ée de c e l lul e s to u t e s i den­
tique s géné tique me n t (un c lone). L e s te c hn i que s d e mi c ro­
biol o gie mises au p oint sur de s b act é ries tel l e s que 
Escherichia coli sont aus s i utilisabl e s (r épli q ues s u r 
velo u rs, c u ltures en milieux -s o lid es ou l iquides • . • ) . 

- E tan t d o n né le côté a l é atoire d e l' ap p roch e géné ti q ue, 
il est souhaitable d e pos séder un org anisme gé n é tiqueme nt 
le plus simp le p ossible p lus l e n ombre de gènes s e ra 
pet it, plus l a p r o babilité d 'ob tenir un mutant déte r mi né 
sera élevé e. 

J ,2 . _-L'org a n isme Saccharomyces cer e v i si a e . 

La l e vure de brasserie, ou d e b o u l a n ge rie, Saccharomyces 
cerevisiae, est un champ i gnon unicellul a ir e Eu myc è te 
Endomy c étal e d e l a f a mi l le d es S accha ro my c étac ée s. 

De p ar ses carac tè res, ce t 
d e choix p o u r l a génét ique 

o r g a n i sm e c onstitue un ma téri e l 
(14, 1 8 , 1 9 ) 

c'est un eucary ote simp le 

c' e st un o r g ani sme unicel lul air e non diffé r enci é 

s o n temp s d e gén é ra t i o n est r elat i ve ment c our t (2 à 
4 h eur e s ) 

l'exi s t ence d e phases haploïd es et d i p lo ï de s st a bles 
d ans so n c y cle c e l l ulaire f a cilit e l' é t u d e gé n étique 
(fig . 3 ) , L 'exis tence d ' u n mo d e d e r epr oduct i o n 
s exu ée par co n j u g ai s on p erme t l ' étu de de s di s jonct i ons 
d es cara ct è r e s ass oci é s dans l e zygo te 

sa c art e génét i que e s t de mieux e n mieux co nnue (20) 

la l e vure se pr ê te tr è s b ien à l'inducti o n d e mu ta ti ons 
a ussi bi en par irradia t io n UV o u X que par t r a i te ment 
p a r de s a gent s c himi q u e s d i v e rs 

so n u til is a t i o n e n l aborat o i r e est p r atique 

• org an isme de pet it e ta ·j_ '_le e t no n mobile 

. croi s sance r a pide s ur mil i e u a déquat en cond i ti o n s 
d 'a~ro b iose , et donc no n l i mit ation du nombre d ' in­
di v idu s o b s e rvé s 

c ulture s a i sées en mi l ieux gélosé s, comp lexes et 
définis 

. rep iquage aisé en milieux st é ri l e s divers ; ré pl i c ati o n 
facile s u r velours stérile 
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Saccharomyces cerevisi a e présent e la particularité 
étonnarte pour un eucaryote de posséder un plasmide 
nucléai re ap pe lé le plasmide 2/'- (brin d'ADN circu­
laire extrachromosomique) p ermettant la r é alisation 
de génie génét iqu e sur e u caryote (17, 1 9) . 

L'APPROCHE SUIVIE UNE A~PRO CHE GE~ETIQUE CLASSIQUE. 

~~!~_-Qu'est-ce_qu'une_approche_ g énétique_classique? 

Nous trouvant en possession d 'une souche de Saccharomyces 
cerevisiae, comment obtenir les mutants désirés? 

Nous sivons à présent que, dans le cadre d'une fonction 
particulière dont le gène est connu, il est possible d e 
réaliser une rnutage nèse dirigée, sur mesure. C'est ainsi 
que l'étud e d e la fonction assurée par l'actine chez 
Saccharomyces cerevisiae a été réalisée grâce à une telle 
méthode (21, 22). 

Mais l'approche la plus utili s ée jusqu' à présent est 
l'approche génétique classique, basée sur une mutagenèse 
aveugle, et qui pe rmet d'obtenir un nombre voulu de 
mutants très divers . C'est ce type d'ap proche que nous allons 
suivre. 

Les mutations a pparaissen t s p ontanément dans la nature, 
mais pour obtenir r ap idement un nombr e relative ment im­
portant de nutants, il est préférable d' a ugmenter la 
fréquence de ces mutations par l'utilisation d'un a gent 
mutagène (radiations UV ou X, a gent s chimi ques ) . 

Cette mutagenèse perme tt ra de récupérer une quantité plus 
ou moins élevée de mutants qui constituera ce que l'on 
a ppelle une "banq ue d e mutants". 

Ces mutants doivent ensuite être i dent ifiés, c'est-à - dire 
soumis à divers examens morpholo g ique s, tests d e crois ­
sance sur certains milieux ... (14 , 15). 

Si, d ans le cadre d'une étude précise, 
classe d e mutants s'avère intéressant, 

un mutant ou une 
il est souha itable 

de caractériser ces mutants, d e manière à 
le site préc is de mutation (1 8) . 

conna ître 

Le mutant intéress a nt est alors comparé à la souche iso­
gé nique sauvage (la s ouche d e base ayant servi à la 
mutagenèse), ce qui permet, par de s études biochimiques, 
morpholo g iques ou physiologiques, de détermine r les effets 
de la mutation, toutes a utres cond itions étant égales . 

Diverses fonctions pe uvent ains i êt re étudié es, ;~a is un 
problème se pose lors qu 'il s'ag it d e fonctions essent ielles, 



11 . 

5. GENES ESSENTIELS ET MUTANTS CONDITIONNELS. 

Un gène essentiel est un gène nécessaire pour la croissance 
végétative, c'est-à-dire un gène qui code pour une fonction 
essentielle pour la survie et la multiplication de l'orga­
nisme. 

Cette notion est toutefois relative car indissociable du 
contexte dans lequel se trouve l'organisme. Ainsi, un gène 
intervenant dans la synthèse d'un acide aminé se révélera 
essentiel dans un milieu ne contenant pas cet acide aminé. 
Par contre, si le milieu contient cet acide aminé, le 
gène devient non essentiel car l'organisme peut puiser l'acide 
aminé dans le milieu et ne doit donc plus le synthétiser. 

Un gène ess e ntiel se définit donc par rapport au milieu 
utilisé. 

Pour notre part, nous utiliserons un milieu riche, c'est-à­
dire contenant les éléments essentiels à la cellule tels 
que les acides aminés par exemple. La source d'énergie est 
le glucose (milieu YPD). 

Les gènes non essentiels, quant à eux, constituent le reste 
du génome et assurent des fonctions telles que la reproduc­
tion sexuée, la sporulation, diverses synthèses •.• 

Pourquoi cette distinction: parce qu'une mutatio n aura 
des effets très différents sur la cellule selon qu'elle 
touche un gène essentiel ou non. 

En effet, si une mutation touchant un gène non essentiel ne 
pose pas de problème particulier, une mutation toucha nt un 
gène essentiel, en empêchant la fonction de se réali s er, 
va provoquer la mort d u mutant, interdisant a insi l'étude 
de celui-ci (15, 2J). 

Ce problè me important de létalité semble donc restreindre 
l'étude gé n étique aux gènes et aux fonctions non essentielles. 

5.2. -La solution: les mutations conditionnelles. -------------------------------------------------
5.2.1.-Notion de ~utation conditionnelle. 

Ce problème important, diminuant c onsidérablement la puis­
sance de l'ap proche g énétique, a trouvé sa solution en 
194 8 lorsque Horowitz découvrit des mutants dits thermosen­
sibles, qui présentent le ph é notype mut a nt à c e rtaines tem­
pératures e t pas à d 'autres ( 24 , 2 5, 26). 

De cette d é couve rte a découlé la notion de mutation c ondition­
nelle. 
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Par mutant conditionnel, on e ntend un org anisme présentant 
le type sauvage sous certaines conditions de l'environnement 
a ppelées conditions p e rmissives (température, pression 
osmoti q ue par exemple), mais présentant le phénotype mutant 
caractéristique sous d es c onditions différentes appelée s 
conditions non permissives ou restr i ctives (température 
différente, pression osmotique différente par exem pl e ) (15). 

Si le gène muté est essentiel, le mutant conditionnel meurt 
en conditions restrictives, alors qu'au contraire, il survit 
en conditions permissives on parle de mutation létale 
conditionnelle. 

Ces mutants perdent leur viabilité (c'est-à~dire leur capa­
cité de reprendre leur vie végétative après retour de con­
ditions restrictives à des conditions permissives) après 
des temps d'exposition variables aux conditions restrictives 
(15). 

Ces mutants présentent évidemment un grand intérêt : un 
mutant pour un gène essentiel peut ainsi être maintenu en 
vie, multiplié, répliqué, avec la possibilité de lui faire 
exprimer sa mutation à l'instant voulu, simplement en 
changeant les conditions de l'environnement. 

D'après le type de conditions de l'environnement qui influence 
l'expression de la mutation, on distingue plusieurs types 
de mutants. 

5.2.2.-Les mutants thermosensibles (mutants ts). 

Ce sont de loin les plus utilisés jusqu'à présent. Les condi ­
tions permissives et restrictives sont res pe ctivement cons­
tituées par des températures relativement basses et relative­
ment hautes, choisies d ans la fourchette des températures 
perme ttant la croissance de l'organisme sauvage. 

S i ces mutations thermosensibles p rovoquent des effets impor­
t ants de la t empérature, elles ne permettent cependant 
pas néc e ssairement à l'organisme d'élargir sa gamme nor-
male de températures viables (15). 

Que lle est la base moléculaire d 'un t el phénomène? Co mment 
expliquer de tels e ffet s a ussi drastiques d e la température? 

Dans la ma j eure partie des cas, les mutations qui d onnent 
lieu à la the rmosensibilité sont des mut ations conduisant 
à la substitution d'un acide aminé par un autre dans la 
structure primaire de la prot éine (15)~ Or , nous savons 
que la s t r ucture de la protéine dépend fortement des inter­
actions entre g roupements latéraux des a cide s a minés cons­
titut ifs, notamment au p oint de vue polarité ( v oir 1 ) . Le 
nouvel aci d e aminé pe u t bien sûr po sséder d es g roupes laté­
raux n'ayant p as les mêmes caractéristiques que celles de 
l'acide aminé origin2l. Il s' e nsuit, en fonction d u rôle 
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plus ou moins i mportant joué par l' a cide aminé orig i n el 
dans le maint ie n d e la st ructure, e t e n fonction d e l'im­
por t ance d e l a d iffé r e nce e ntr e les g roup e ,nents la téraux 
des deux acid e s aminé s, une d é stabilisation de la protéine 
q u i peut aller jusqu' à la destruction de la structure, et 
par cons é quent d e l a fonction. 

Si une mutation produit une d éstabilisation partielle de la 
structure, on observera le ph é nomène d e thermosensib i lité (15 ) . 

En effet, si la te mpérature amb i ante reste assez bass e, la 
protéine mutée pourra maintenir sa structure tri d imension­
nelle et d onc sa fonction. Par contre, u n e él é vation d e 
température, en provoquant une augmentation de l'énergie 
cinétique a u sein de la molécule, induit u n e modification 
plus ou moins impor t ante d e la c onfigura t ion, a vec perte 
d e la fonction et expression du phénotype mu t a n t (1 5). 

Des mutations t h ermosensibles p euvent en outre touch er non 
plus des p r o téines, mais d es RNA : i l y a alors subs t i t u­
tion d'un nucl é otid e par un autre, qui p roduit une d é sta­
bilisation du RNA . 

Au vu du mécanisme moléculaire, il apparaît que ce phé­
nomène n'est pas un phénomène "tout ou ri e n", ma is plut8t 
une grad a t ion dans la déstabilisation de l a structure.La 
fonction affe c t é e n' e st d 'ailleurs pas tout à f a it normale 
à température permissive, ni tout à fait absente à t e m­
péra ture restrictive , d ans be a ucoup de cas. 

5.2. J .-Les mu t ants cryose n s i bles. 

Au contraire des mu t ants t h ermosensibl e s, ces mu±ants ex­
priment leur mutation à des températures relativement basses 
et ne l'expriment pas à d es températures relativement hau t es 
ou moyennes d e la g amme de survie. 

Des mutants cryosensibles ont é té isolés à plusieurs reprises 
chez Saccharomyc e s cerevi s iae (27 , 2 8 , 2 9 , J O) , mais s ont 
beaucoup moins u t ili s és que les t h e rmosensibles. 

Quel est le mécanisme moléculaire d e la cry os e nsibilit é ? 

Nous savons que les ! orces h y dro phobes son t i mpor tante s 
p our main t enir une p rotéine correcteme nt r e p li é e. Or, d e 
te l les forces d i minuent si la temp érat ure dé croît. S i une 
mutation induit une s u b s ti t ution d 'un a c ide aminé se tradui­
s ant Ear une déstab ilisation de la s tructure (comm e pour 
lest ), i l p eut arr i v er que de s ba s ses tempé r a t ure s p r ovo q u ent 
la des t ruc t i o n d e la s t ruc t ur e , d ' où c ryos ensibi l ité . 

Cert a ins mu t a n t s p e uve n t d ' a i lleur s êt re à l a foi s cryos e n­
s i bles e t thermo s en s ib l e s i ls surviv en t à des températ u r e s 



moyennes mais l'abaissement ou l'élévation de la tempé­
rature provoque leur mort (31). 

Il semblerait toutefois que certains gènes so ient p lus fa­
cilement to u chés par des mutations cryosensibles que par 
des mutations thermosensibles. 

L'étude . d es mutants cryosensibles pourr a it donc révéler 
des gènes restés cachés par l'étude des thermosensibles, 
d'où l'intérêt de ces mutants (32). 

5.2.4.-Les mutants osmosensibles. 

14 , 

La mutation est exprimée dans un milieu normal, alors qu'on 
observe le type sauvage dans un milieu dont l'osmolarité 
est supérieure à la normale. Ces mu t ants sont relative ment 
fréquents chez Saccharomyces cerevisiae (33, 34, 35). 

Cette osmosensibilité s'explique d ans certains cas par une 
défection dans la synthèse d'un ~om,,Posant çie la mem tW 
ou de la paroi ui entoure la levure, ce qui fragilise l'or­
gani srrîë et provoque une perte de matériel cytoplasmique 
ou même la lyse, en absence d'une pression osmotique élevée 
dans le milieu (35). 

Mais dans la plupart d es cas, la mutatiop provoque une 
d éstabilisation de la protéine entraînant une p e rte de 
fonction. 

L'augmentation de la pression osmotique provoque une plas­
mq:ityse cellulaire : d ans ces conditions, l a protéine est 
confortée dans sa confor~ ation active (33), 

Ce mécanisme explique que de nombreux mu t ants ts sont éga­
lement osmosensibles : à haute température et à pression 
osmotique élevée, l'effet déstabilisateur de la température 
est compensé par l'effet stab i lisateur de l'osmolarité du 
milieu. 

Il semble que les mutations osmosensibles soient plus fré­
quentes que les mutations ts (34, 36). Il serait dès lors 
possible que certains gènes ne puissent donner lieu à la 
thermosensibilité, alors qu'ils pourraient donner li e u à 
1 1 osmosensibilité. 

6. LA BANQUE DE MUTANTS. 

6.1. -Induction de mu t a n ts. 

Bien que des mu t ants ther ~osensibles puissent a ppara î t re 
s pontané ment, il es t souhaitable d 'u t iliser un a gent mu~ag è ne 
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de manière à obtenir assez rapid ement un nombre suffisant 
de mutants. 

Puisque la t hermosensibilité résulte d 'une déstabilisati on 
partielle de la s tructure, il est n é cess a ire d'employer 
un agent mutagène qui provoque de s mutations ponctuelles, 
c'est-à-dire d es mutations induisant la substitution d 'un 
acide aminé par un autre dan s une p rot é ine, ou d 'un nucléo­
tide par un a utre dans les ARN ( 15). 

De s a g ents tels que les radiations UV, le N-méthyl-N'-nitro­
N-nitrosoguanidine ( NG) , l'éthyl méthane sulfonate (EMS) 
ou l'acide nitreux sont g é néralement utilisés (15). 

Les conditions de mu t age nèse doivent être étudiées de façon 
à obtenir une mutation par génome (intensité et durée 
d'exposition à l'agent mutagène), En effet, la présence d e 
plus d'une mutation par génome rendrait difficile l'iden­
tification des mutants et l'interprétation des résultats. 

6.2. -Isolement des mutants. 

6.2.1,-Choix des températures permissives et restrictives, 

La température restrictive doit être la plus élevée possible, 
de manière à augmenter les chances d'obtenir des mutants 
ts pour des gènes dont les produits sont normalement rela­
t ivement thermostables (15). 

Cependant, la souche sauvage doit être le mo ins possible 
affectée par cette h a ute température, de manière à ne pas 
introduire d'effets s econdaires d angereux à interpréte r lors 
d e la comparaison sauvage-mutant. 

Un compromis doit donc être trouvé il semble qu'une tem­
pérature de J6°C soit raisonn able pour des mu t ants de crois­
s ance (15, J 6). 

La températ u re pe rmissive doit ê t re suffisamment élevée pour 
que le taux d e croissance ne soit pas trop diminué, Une 
tempéra t ure d e 2J°C est g én é ralement utilis é e (15, J6) . 

6, 2 .2.-Isol ement des mutants. 

Après la mut a genè se , d e nombreuses cellule s sont mort e s, ma is 
il reste un cert a in p ourc e ntag e de survivants. Ce ux-ci sont 
repérés e n étalant la culture mutagenisée sur boîtes d e 
P e tri à 2J°C. A partir de chaque c e llule survivante va se 
former une colonie. C~ acune des colonie s est a lors ,,,t..e..s é e !iliï 
p~ur la thermosensib i lité : ce lle s gui p oussent à 2J°C 
mai s non cr-Jti 01:: son -E re t enues co mm e t h ermosensibl ~'s. --
Ce ci constitue l'approche clas sique non s é l e ctive d 'iso­

s lement de mutants t • 
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Certaines méthodes d 'isolement sé lecti f ont été emploxées 
qui permettent d'augmenter la fréquence des mutants t 
p ~rmi les survivants. 

Le principe en est le suivant : la culture mutagenisée est 
placée en conditions restrictives (à J6°C) et on y ajoute 
une substance toxique pour l'organisme - uridine tritiée (J7) 
bromodeoxyuridine (J8), nystatine, amphotéricine B (18, J7). 
Seules les cellules qui continuent l e ur croissance incor­
porent ces substances et sont tuée s alors que les mutants 
ts qui stoppent leur croissance n'incorporent pas et, si 
le passage à J6 ° C est suffisamment cout, peuvent reprendre 
leur croissan~e à 2J°C (15). 

En ce qui concerne la réalisation de notre bangue 
men non selec 1 a è t é suivi. 

un isol e -

Au cours d e la mutagenèse et d e l'isolement des mutants, 
certaines précautions doivent être prises. En e ffe t, juste 
après la mutagenèse, les cellules sont lavée s et mises en 
culture p our leur permettre d'évacuer l' EMS complètemen t. 
Il faut prendre garde à ce que ce te ~ ps de culture soit 
assez court pour ne p as permettre aux cellules de se diviser 
complètement. 

En effet, si les ce l lules s e divisent, on obtiendra, lors 
de l'isolement, des colonies venant de cellules soeurs : 
ces colonies seront donc semblables. 

Il faut s'assurer que ceci ne peut pas arriver, sinon, parmi 
les mutants ts sélectionné s, nous aurons plusieurs colonies 
identiques. 

Nous verrons donc (voir Matériel et Méthodes) comment le 
protocole de réalisation de la banque évite ce p roblème. 

6.J. -Gènes et thermosensibilité. --------------------------------
Tous les gènes essent i e l s peuvent-ils donner lieu à d es 
mutations thermosensibles? C'est une question qu e le cher­
c h eur qui désire étudier une fonction es s e ntielle par l'in­
te rmédiaire d'un mutant thermosensible doit s e poser. 

Nous avons vu que certains gènes étai e nt plus s ensibles à 
des mutations cryosens ibles qu'à d es mutations thermosensibles. 
Nous avons vu égal ement que les mutations osmosensible s 
semblaient toucher plus d e gènes que les mutations thermo­
sensibles. Ce ci tend à montre r que tous les gènes ne peuvent 
pas donner lieu à la thermo sensibilit é ou en tout cas 
qu'un cert ain nombre d e g ène s n' est pas très sensible à 
ce phénomène (44) . 
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Un autre point important est à considé rer. Il est assez 
c l a ir maintenant qu'un c e rta i n nombre d e gènes d e Saccharomyces 
cerevisi a e c odant pour d es protéines sont pr é sents en 2 ou 
J co p ies par génome haploïde ( ~xistenc e d 1 isoenzymes) (44 ). 

Dans ce ca s , la probabilité d e trouv er un mutant p our t ous 
les isoenzymes peut ê t re con s id é rée comme nulle. 

S i au-delà de ces co n sidérations, on s u ppose qu'un gène 
p articuli e r peut do nner une muta t ion thermosensible, la 
question qui se po s e dans une a pproche génét ique classique 
(mutagenèse a v e ugle) est d e savoir que l le est la probabilit é 
d'obtenir ce mutant dans une banque de taille X. Cela 
revient à p e u près à se demander c ombi e n d e g ènes essent iels 
susceptibles de donner des mutants the rmo s ens ibles · le 
génome d e Saccharomyces cerevisi a e conti ent. L'e s timat ion du 
nomb re d e gènes essen t iels e st di f ficile car c e rtai ns résul­
t ats s'opposent. 

Ainsi, d es é tudes g éné tiques d e diffé ren t s org anismes d onnent 
l'impression q ue le nombre d e gènes essent i e ls est en g é n é ­
ral assez p e u é l evé. Par contre, les étu de s b ioch i mi ques 
montrent un grand nombre de molécules d i ffé rentes (prot é ines 
ou acides nucléiques) chez ces mê mes organi s mes, ce qui 
donne l'impression que de très nombreux g è n e s essentiels 
sont i mpliqués (44) . 

En 1 98 3, Kaback et a l ont réalisé une étude orig i nale sur 
Saccharomyces cerevisiae (44), utilisant une souche haploïde 
pour le chromosome I et di p loïde pour les autres c h romosomes. 
Etant do n né la récessivité de nombreuses mutations the rmo­
sensibles, l a p lup art des mu t ants ts i s ol é s port a i e n t leur 
mutat ion sur l e chromosome I. 

Ce petit chromosome ( 1 / 50 du g énome total ) , a près caract é ­
risation de J2 mutants ts, s e mblait cont enir seulement J 
gènes es se n t iels. Ce no mbre très faible est incompatible avec 
les a nalys e s bioch i miques. 

Ce paradoxe d u nombre d e g ènes essentiels n' es t p a s encore 
r ésolu, si b ien qu'il est d i f ficile à l'he ure a ctuelle 
d'estimer l e no mbre d e g ènes susc ept ibles de conduire à de s 
muta t ions t hermo s e nsibles. 

7 .1._-Princi p e_ du_cri b l a g e. 

No us savons qu ' u n mu tant es t i dent i f iable par l e tra i t phé ­
notyp ique qui l e c a r actéri s e et qu 'on p e ut r egro up e r u n c er­
tain no mb r e de mu t an t s p r és ent ant un t r a it phénotypique 
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commun (suite à des mutations touchant le mê me process_J.ls 
cellulair e), pour form : r a~nsi une classe d'.ident ~fication. 

Le criblage consiste à former des classes d'identification 
avec les mutants de la banque, obtenant ainsi une première 
classification. 

Le but poursuivi est de mettre au point une technique 
relativement simple et rapide, réali s able sur un grand 
nombre de mutants, qui met en évidence un trait phéno-
typi ue et permet ainsi de discriminer p armi t ous=res mutants 
ceux appartenant à la classe correspondante. 

La taille d'une classe dépend évidemment d e la complexité 
d u processus cellulaire· auquel elle est liée : plus le 
nombre de gènes impliquésest élevé; plus . le nombre de 
mutants dans la classe sera élevé statistiquement. 

Il est intéressant de commencer le criblage de la banque 
par les classes les plus importantes en taille, de manière 
à réduire d'autant le travail par la suite. 

Il s'agit donc pour nous de découvrir des processus cellu­
l a ires essentiel s, les plus complexes possibles, donnant 
lieu à ~n trait Rhé:Q,_otynig~ permettant la mise au point 
d'une t echnique d'identification simple et rapide. 

7 .2._-Le_métabolisme_énergétique . 

Tout être vivant est un agencement précis d e molécules 
dites organiques. 

Ces molécules org aniques ont ceci d e particulier et de 
commun qu'elles sont constituées d'un squelette d'atomes 
de carbone liés entre eux et formant une chaine plus ou 
moins longue et plus ou moins ramifiée, sur laquelle 
viennent se greffer des groupements divers. 

Pour fabri q uer ces molécules indis p ensables à sa survie, l'or_ 
ganisme doit disposer de deux choses : les matiè r es premières. 
(c'est-à-dire en grande partie du carbone) et de l'énergie. 

7.2.1.-L'énergie : une nécessité pour l'organisme. 

Pour maintenir sa s t ructure org anisée, tout être vivant a 
besoin d'énergi e. Il puise celle-ci dans son environnement, 
sous forme d'énergie lumineuse pour certains (plantes, quel ­
ques bact é ries), sous forme d'énergie chimique pour d'autres 
(animaux, champignons, bactéries) (3 9 ). 

Cette énerg ie chimique con t enue dans les liaisons ato miques, 
ou sous forme de p otent i el d'oxyde-réduction (ca pacité d e 
transférer des électrons), n' es t cepend ant p as d irectement 
acc e ssible à l'org anisme : la mo l é cule source d 'énerg ie doit 
subir des t ransformations au c ours desquelles l'éne r g ie sera 
t ransférée sur des molécules s pécialisées où elle e st stocké e 
et disponible p our l'org a n isme. 
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Cette mobilisation de l'énergie nécessite donc un p rocessus 
biochimique : le métabolisme energétique. 

7.2.2.-La glycolyseJle tronc central d u métabo lisme 
énergét-tgue. · 

La glycolyse, p remi ère partie d u mé t abolis me énergétique, réa­
lise la dégradation anae r obie du glucose ou d'autres sucres 
(sources principales d'énergie) en pyruvate (fig 4). 

Glucose-1-P Glucose 

HXKrATP PGL 
PC GLK 2'i,.._ €>-Pi:lucono- - &-P-Gluconate 

~ctone t---- 2H 
Frudose Gluco,e-&-P ZWF GND r--- CO 

AT~ PC/ l Xylulose-5-P ÎiPÊ Ribulose-5-P 

1 

Nlannose-&-P PMÎ Fructose+P '--..___ ) RPI t 
HXK t rf,,FK FB~ . TKT . 
GLK t'--ATP ATP \ '}-- P, TAL - Ribose-5-P 

Ma•- '3C~P, ( 
Dihydroxyacetone-P TPÏ' Glycer.ildehyde-3-P 

cur2I--.. 2H-\OAR . GLD t---- P, 
\ 2H ) f'-2H 
Glycerol-J-P 

Ç 
P,0 1.3-Diphosphoglycerate 

GUT1 GPP PGK t 
ATP f- ATP 

Fio.4 

Glycerol 3-P-Glycerale 

GPM l _A.tfX. EthMtoA 
· 2-P-Glycerate A~ 2H 

ENO t Aceta~LD --~1=·~ . ~ \ 
PCK ATP ::~~;~JP AœCMI 

CO, PYC r- ~~' PD~ 

MDD ~ Ox.ilacetate Acetyl-Coll M:S 

>,;;;: <? L-NlalJte Ml5 CIT 

FUM/ 
'I Gtrate 

Fumarale \ 

SDHt._ :'1,FRO /CL tACO 
\" ~ ,.,.,c ·itr.11e 

211 
Cl> _. 

CoA 

KGD 

co,--J 
2H/ICD 

Métabolisme énerge~ique d e Saccharom vc es cerevisiae: 
f e rm e n ta t i o n e t c y cl e d e K r e b s . ( 5 8 ) 
Pour les symboles utilisés,voir anne xe 2 . 
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La mobilisation d e l'én~r g ie se fait lors d e d eux é t a p es 
seulement, les aut res étapes c onst ituant d es ét a pes d e pr é ­
paration à c e lles-ci (~o) . 

Au cours de la premi è re, la g l y c e raldéhyde - JP subit une 
oxydation (une perte d 'électrons), catalys é e p ar la GLD: 
2 électron s ainsi que 2H+ s ont c éd és à une mol é cule d e NAD . 
Cette oxydat ion libè re de l'énerg ie qui p ermet la formation, 
à partir d'un phosphate inorganique, d 'une liais on phosphate 
riche en énergie. Ce phosphate sera transfé ré à une molé-
cule d'ADP lors d e l'étap e suivante , p our former l' ATP , molé cule 
dans laque ll e l'énerg ie est st o ckée sous forme de liai son 
phosphate. 

La seconde étape mobilisatrice d 'énerg ie suit à p eu près 
le mêm e p rocessus : le 2 P g lycerate s ubit une o ~ do­
réduction interne ce tt e fois (l'echange d'él e ctrons se 

-fait entre d eux atomes de carbone de la molé cule elle-même, 
et ne nécessite pas de NAD), dont l'énerg ie sert à former 
ù ne liaison . phosphate riche en énerg ie, avec s to ckage sous 
forme d' ATP à l'étap e suivante. 

La g lycolyse conduit do n c à la formation de 2 ATP e t d e 
1 ~ADH par molécule de triose, soit 4 ATP et 2 NADH par 
mo lé cule d'hexose. 

La g l ycol y s e te rminée, le métabolisme énergé tique de 
Saccharomyc e s cerevisiae peut suivre deux vo ies diff é rentes, 
en fonction des conditions du milieu. 

7.2. J .-La fer ·nentation. 

Au cours de cette première voie, le pyruvate obt enu suite 
à la gly colyse subit une dé carboxyla t ion catalysée par 
la PDC qui mène à la f c rmation d 'acetald éhyde . Cel u i-ci 
subit une réduction catalysée par 1 1 .\.DH (J is o enzymes : 
ADC, ADR et ADM) menant à la formation d'éthanolt p r oduit 
final de la fermentation, Les éle ctrons et les H c édé s à 
l'acetaldéhyde p r oviennent d'une molé cule d e NADH. Ce tt e 
étape p er~ et ainsi de régénérer la molécule de NAD u t il i sé e d ans 
la g lycolys e, Cett e r é ~é n é ration, indis p ensabl e pour éviter 
l'épuisement de NAD , const i tue e n f a it l e seu l but de ces 
deux de rni è res étapes. 

Le bi l an énerg étiqu e glo b a l d e la fe rm ent at i on est d onc 
d e 2ATP form~ s par molé cule d'hexo se conso mmée (~o) . 

7,2, 4 .-L a res n ira t i on. 

Au co u rs d e la d e uxièm e voie métabolique p ossible, le pyruvate 
rentre dans u n cycle de r éacti ons (appelé c yc le ~ e Krebs, 
repr és enté sur la fig , 4) , au cours duquel il se pro duit 
une s é rie d 'oxyd a tio œ succ e s sives (en p r ésence d 'oxygène ) 
me~ant fi nalement à l'oxydation totale de la mo lé cul e en 
CO . Les électrons sont cé dé s à de s molé cule s spécialisées comme 
la NAD ou l e Co Q. 



21 

L'énergie réductrice ~tockée peut bien sûr être 
utilisée mme telle -, mais elle peut éga-

transformée en énergie de liaison (formation 
au cours de transferts successifs des électrons 

entre divers trans porteurs présents d ans la membrane 
mitochondriale. Lors d e certains transferts, il se produit 
une chute d'énergie de l'électron suffisante pour permettre 
la synthèse d'une molécule d'ATP. Cet ensernble,oxydation 
totale et tra nsferts d'électrons, constitue la respiration 
(fig. 5) (41). 

Mobilisation 
de l'acétyl-CoA 

Le cycle des acides 
tricarboxy/iques 

Transport d'électrons et 
phosphorylation oxydative 

Glucides 

1 Acétvl Co.-\ / 

~ 
oxaloacétate ci trate 

\ 
cis-aconitate 

\ 
malate 

\ 
fumarate 

~ isocitrate 

L2J~ 
a-cétoglutarate 

1 CO, 1 

( 2H 

yn•te 
@) 8 ZH 

// 
NAD 

1 
flavoprotéine 

ADP+P, -1- B 
coenzyme Q 

1 
cytochrome b 

ADP +P,-1- B 
cytochrome c 

1 
cytochrome a 

ADP+P, -1- B 
zH+ + !O, ,,--..,.._ §] 

Fio.5 : Oxyd ation d es glu ­
cides et transferts d ' 
é lec t rons de la respiration 
( 4 I ) • 



Le bilan énergétique de la respiration est de J6 ATP 
formés par molécule d'hexose consommée. Il est donc 
18 fois plus élevé que celui d e la fermentation. 

D 'un point de vue évolutif, la terre ét a nt apparue en 
conditions d'anaerobiose, la fermentation a certainement 
constitué le premier métabolisme énergétique pour les 
êtres primffi rs. Ce n'est que p l us tard, a près l'appa­
rition de l'oxygène due à la photosynthèse, que lares­
piration Elus performante, est venue se greffer sur la 
fermentation et la supplanter peu à peu chez la majorité 
d~ e res v l vants (4J). 
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Cependant, chez certains organismes primitifs comme 
Saccharomyces cerevisiae, la respiration, bien que possible, 
n'a j · rem lac' la fermentation en conditions normales. 
~ est probablement du à ce que la respiration chez ces 
organismes n'est pas très "au point" (les e nzymes sont 
moins actives), contrairement à la fermentation. 

La fermentation alcoolique reste donc préférentiellement 
utilisée par Saccharomyces cerevisiae en conditions nor­
males, ce qui fait de cet organisme une véritable machine 
à t ransformer le sucre en àicool. Cette par t icularit e ± 
vau son grand int ~rêt économique (fabrication de la bière, 
du vin ••• ). 

Cependant, si la source d'énergie disponible est du lactate 
par exemple, la levure peut le transformer en pyruvate 
par la LDH. Mais elle sera obligée de respirer pour en 
tirer de l'énergie. Le lactate est dit pour cette r a ison 
un substrat res iratoire, par opposition aux substrats 
fermentables. 

Le g lycérol constitu e un substrat un p eu particulier: sa 
fermentation produit 1 ATP par molécule de g lycérol. 

On constate qu'une levure placée sur un milieu contenant 
du glycérol comme unique source d'énergie utilise lares­
piration plutôt que la fermentation, alors que nous s a vons 
qtre, quand elle le peut, la levure utilise préférentiel­
lement la fermentation. 

La préhension du glycérol par Saccharomyces cerevisiae 
constitue peut-être l'étape limitante. Zn effet, Gac e nd-0 
et al ont montré en 1 9 68 que la pénétration du glucose dans 
Saccharomyces cerevisiae est beaucoup moins rapidi! que chez 
d'autres champignons comme Candi d a utilis par exemple (45). 
Cette lenteur relative associée au faible rendement de 
1 ATP par molécule de glycérol fermentée, pourrait em­
pêch er la levure de survivre par fermentation uniquement. 

D'autre part, la transformation du g lyc é rol en dihydroxy­
ac e tone-P cède 2 électrons et 2H+ à une molécule d e NAD. 
La fermentation du g l y cérol utilise donc 2 NAD dont u n seul 
est ré g énér é par la ferme ntation. La respiration est d onc 
nécessaire pour la r é g é nération de NAD. 

Le g l y c é rol es t d onc un s u bs t r at res pirat oire. 

\ 
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7.2.5.-Autres rôles du métabolisme énergétiaue. 

Nous avons vu que l'organisme avait besoin pour vivre d'une 
source de carbone. Le s substrats du métab olisme énergé­
tique servent, en plus de leur rôle de d onneur d'énergie, 
de sources de carbone. 

En effet, la glycolyse et le c y cle Krebs sont en fait 
des voies amphiboliques elles fonctionnent non seu­
lement dans le sens catabolique décrit, mais fournissent 
également des précurseurs utilisables dans les voies 
anaboliques (40, 41). 

Plusieurs réactions enzymatiques importantes détournent 
ainsi de la voie catabolique des intermédiaires spécifiques 
tels que le ~ lucose-6.-P,, le J-P-glycér a t e, le .P- é nol 
.E.Yruvate, l'oxaloacetate , l'i-cetoglutarate et le succinate. 

Ceux-ci constituent ainsi les \/1)récurseurs 4 e :, com osés or­
ganiquesll aussi essentiels que les acides aminés, les bases 
puriques et pyrimidiques, les acides gras '140, 41). 

Pour que le cycle de Krebs puisse continuer à tourner, il 
est nécessaire d'alimenter celui-ci en intermédiaires 
dérivés sur ces autres voies. De s mécanismes enzymatiques 
sont mis en place dans ce but ce sont les réactions 
~na_p lérotiq ues telles que la transformation du pyruvate en 
oxaloacetate par la PYC ou encore le c y cle du g l y oxy late 
(voir fig. 4) • Pf.1twwl, ~')(Ad ,i,"n~ -

7.2.6.-La gluconéogenèse. 

La croi s sance sur un substrat respiratoire tel que le 
lactate nécessite donc de realiser une sorte de "glycolyse à 
l'envers" de manière à obtenir les intermédiaires néc~ssaires 
c'est la gluconeogenese. 

Toute réaction chimique est en fait un équilibre plus ou 
moins déplacé, répondant aux lois de la thermodynami q ue 
(conservation de l'énerg ie totale d u système et d u milieu 
extérieur, augmentation de l'entropie de l' univers ) . 

Au niveau du système, ces lois se traduisent par une valeur 
AG. 

LeÂG est la variation d'énergie libre, c'est-à-dire la 
fraction de la variation totale d 'énerg ie qui est dispo­
nible pour fournir un t rav -.il, lorsque ce s y stème évolue 
v e rs l'équilibre à tempé rature, pression et volume constants. 
L'énergie l i bre d u s y st èm e a toujours tend ance à diminuer (46). 
Soit la ré a ction 

ou a, 
A , B, 

a A + bB ~ cC + dD 
b, cet d re présentent le nombre d e molécules de 
C e t D qui participent à la réaction. 



24 . 

Le Ll G de cette réaction, à température et pression cons­
tantes vaut : 

(J : concentrations molaires 
R constante des gaz parfaits 
T température absolue 
LlG 0 : variation d'énergie libre standard, c'est-à-dire le 

~G de la ré~ction dans des valeurs standard d e T, 
de P et de C 1 . 
C'est une constante pour la réaction. 

La réaction sera toujours dé p lacée dans le sens pour lequel 
le "1G est né g atif. 

Si le ~G 0 est relativement proche de O, le déplacement 
de la réaction dans un sens ou dans l'autre dépendra surtout 
des concentrations relatives : la réaction est dite ré­
versible. 

Par contre,. si leD.G 0 est net t ement inférieur à O, les 
concentrat i ons en Cet D devront ê ~re très élevées pour 
compenser et déplacer la réaction vers la gauche ~ n pra­
tique une telle réaction est irréversible. ◄ 

Les AG 0 de chaque étape d e la glycolyse ont été déterminés 
et sont représentés à la fig. 6. 
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Ce profil correspond à la glycolyse dans l'érythrocyte humain 
et malheureusement pour nous pas chez la levure, mais le 
raisonneme nt reste semblable. 

On constate que la plupart des réactions sont r éversibles 
et sont utilisées indépendamment dans le sens glycolyse 
et gluconéogenèse. 

Mais J é tapes montrent un âG 0 nettement négatif: elles 
ne sont utilisables que pour la glycolyse. Ces étapes 
(phosphory latis _n ,2 ~ .,g_.l,_4..Ç.g se, phos h.2,.!'ylation du f~ uc~ ose-6-P 
et formation du pyruvate) nécessitent donc la mise en place 
de voïês de retourfil stinctes, utilisant d'autres enzymes. 

La gluconéogenèse n'est donc pas exactement la glycolyse 
à l'envers: elle possèd ' 

7.2.7.-Effe ts particuliers du glucose. 

Comme nous allons le voir, le glucose exerce des effets 
particuliers sur la gluconéogenèse. 

En 1975, Haarasilta et Oura (47) réalisent le dosage 
d'enzymes propres à la gluconéogenèse et aux voies ana­
plérotiques, lors d'une croissance sur un milieu contenant 
du glucose et de l'éthanol comme sources d'énergie. 

Une répression du glucose sur les gènes codant pour ces 
enzymes est mise en évidence. De plus, le glucose semble 
également exercer un effet inhibiteur sur les enzymes 
de la gluconéogenèse. La présence de glucose dans le milieu 
empêche donc la _glg conéog e.I].èse par ce double effet. 

\ 
L'inhibition par des sucres fermentables (glucose mais 
aussi fructose), est étudiée plus en détail en 1979 (48) 
grâce à divers mutants. Cette étude montre que l'inhi­
bition est due non pas aux sucres tels quels, mais aux 
~ucres phos ~horyl é s. En o u tre, c'est la synergie entre le 
glucose-6-P et le fructose-6-P qui provoque l'inhibition. 

~ 
Cet aspect de répression et d'inhibition de la g luconéo­
genèse sera déterminant pour nous par la suite pour la mise 
au point de notre technique d'identification. 

\ 

7.J_-Le_cycle_de_division_ce l lulaire. 

7.J.1.-La nécessité de sauvegard e r l'espèce. 

La sauve g arde du patrimoine g énétique constitue l'une des 
p réoccupations majeures d e tout être vivant. Pour un org a­
nisme unicellulaire tel que Sacch aromyces cere visiae, deux 
moyens sont utilisés. Le premier est la re p roduction 

\ 
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sexuée c'est-à-dire la conjuga ison de d e ux individus de 
sexes opposés. Ce moyen implique un brassage du patrimoine 
géné tique de l'espèce. 

Un second moyen est la multiplication végétative qui consiste 
en divisions successives des cellules en deux cellules filles 
géné tiquement identiques à la cellule mère. Toutes les 
cellules descend a ntes seront en principe (sauf mutations), 
rigoureusement identiques et formeront un clone. 

La multiplication vé gé tative, qui nous occupe ici, a néces­
sité la mise en place d'un processus bien défini et com­
plexe appelé cycle de division cellulaire. 

Comme nous allons le voir, ce processus met en jeu un 
nombre important de gènes évidemment essentiels p our la 
vie végétative. 

Le -~c l.e de ,division ce · e doit donc logiquement donner 
lieu 1 un certain nombre de mutations thermosensibles, 
d'où l'intérêt que nous lui portons. 

7.J.2.-Description du cycle de division de Saccharomvces 
cerevisiae. 

Comme pour les autres eucaryotes, le cycle de division de 
Saccharomyces cerevisiae est conventionnellement divisé 
en phases la phase Gl qui pr é cède l ' initiation de la 
réplication du DNA chromosomique; la phase S, phase de 
réplication du DNA chromosomique; une phase G2; une phase 
M pendant laquelle a lieu la mitose. 

La division de Saccharomyces c e revisiae se fait par bour­
geonnement et non par d ivision binaire co mme c'est le cas 
pour d'autres levures (49). 

La fig. 7 représente le cycle normal de d ivision qui 
d ébute en Gl par la formation des centrosomes. Puis il 
apparaît dans la paroi non chitineuse épaisse de la cellule, 
un cercle de chitine à l'int é rieur duquel se développe un 
bourgeon. Dans ce t te r égi on a p paraît un cercle de micro­
filament orienté vers l e bourgeon. 

Vers la fin de la phase S, le fuseau c ompl et se forme puis 
s'allonge rapidement et le noyau se d ivise. La cy t oc i nèse, 
c'est-à-d ire la séparation des cytoplasmes des deux cellules 
par une barrière membranaire, se réalise alors, suivie de 
la séparation des cellules (50). 

Il faut noter qu'~ aucun moment, on n'observe de conden­
sation des chromosomes. Cela est du a u fait que la d ivision 
cellulaire est débuté e très t ôt dans la phase Gl et que 
la c e llule ne peut mainten ir ses chromos omes cond ensés 
(la tr a nscri p tion e st inhibée) pendant une aussi g r a nde 
partie du cycle (4 9). 

La question qui se p ose maintenant est d e savoir c omme n t 
c e s diffé rentes étap e s s 'agencent entre elles . 



Fig.T: Cycle de division d e Saccharomyces cerevisiae.~o). 

SPBSF: Spindle Pole Body Satellite Formation 
SPBD: Spindle Pole Body Division 
CRF: Chitin Ring Formation 
MRF: Microfilament Ring Formation 
BE: Bud Emergence 
SPBS: Spindle Pole Body Separa t i o n 
NM : Nuclear Migration 
mND: medial Nuclear Division 
SE: Spindle Elongation 
l ND: late Nuclear Division 
CK: Cytoki n esis 
CS: Cell Sep aratio n 
i DS: initiation of DNA Synthesis 
DS: DNA Synthesis 

27 . 
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7. J . J .-La co ordination des événe me nts les modèles 
possibles. 

De u x mod è les possibles e x pliquent la s é q u ence des évé nements 
du cycle de d ivision ( 51) ( fig 8). 

dependent pothwoy model 

A-e-c-o-E-F 

independenl · polhwoys model 

~B 

0----c-o 
'----------E 

\__ _____ ::_---------F 

Fi a . 8 : Mod èles dé~endQn t 
les séquences des 
d ivision. (SI) 

e t i ndé pe n dan t e xp l iq u a nt 
év é ne men t s d u c y cle de 

Le mod è le ''dépendant"imp lique une co nnexion c a us a le directe 
entre un événement et le suivant. Ainsi, l'événement C 
ne pourra se faire que si l'événement Best enti è rement 
terminé. · 

Dans le modèle indépend ant, par contre, les événements sont 
o r donnés par des sig naux provena nt d 'un mé c a nisme temporel 
central. 

Dans ce mod è le, l'événeme n t C p ourra se f aire mê me si 
l'événement B ri' e st pas terminé, ou même s'il es t complè­
tement absent. 

Il e st bien sûr possible que le c y cle de division cor­
r e sponde à un mod è le mixt e , mél a n g e d es d eux mod è les 
pré ~entés (fig 9). 

C--- D 

E F ---G 

Fi g. 9 : Mo dè le mi x t e expliq u ant la séqu e nce des 
évén eme nt s du c y cle d e di vis i on . 
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Il est possible de distinguer entre ces deux modèles fondamen -
talement différents en bloquant le cycle à un stade d onné. 
Selon que les événements suivants se réaliseront ou non, 
on aura affaire à un modèle indépendant ou dé p endant. 

Po ur ce fai re, l'utilisation d 'inhibiteurs s pécifiques 
d'un événement du cycle peut donner des renseignements 
utiles. Ce p endant, c'est l'utilis ~ tion de mutants thermo­
sensibles qui a donné le plus de détails (51). 

7.J.4.-Les mutants cdc. 

Une mutation menant à l a perte d'une fonction parti culière 
dans un stade du cycl e de division est dite mutation cdc 
( cdc p our "cell divisi,on ~c.-~ J.e") . Si la fonction touchee 
est essentiel l e pour le c y cle, la mutation est létale 
l'utilisation de mutants conditionnels s'impose. 

Des mutants ·thermosensibles ont ét é utilisés à cet effet 
(50, 51, 52, 5J). 

Lorsque des mutants cdc thermosensibles sont placés en 
conditions restrictives, chag ue_ cellule cesse son dévelop­
e_ement au même p--9.i:nt du cycle de division (au moment 
où le produit du gène muté devrait normalement entrer en 
jeu). Donc, à partir d'une p opulation initiale asy nchrone 
(cellules à d es stade s d ivers du c y cle), se d ével oppe une 
population de cellules homogènes morphologiqueme nt, pré­
sentant toutes le phénotype terminal caractéristique de la 
mutation (50). 

'

L'identification de mutants cdc est donc basée sur la mor­
P.hologie particulière du mutant en conditions res t rictiYes. 

7.J.5.-La séquence des événements ré pond à un modèle 
mixte. 

Les études réalisées sur des mutants cdc ont permis d'établir 
que le cycle de division de Saccharomyces cerevisiae rép on­
dait à un modèle mixte (51). Un schéma reprenant les évé­
nements du cycle et montrant les relations entre eux, ainsi 
que les gènes impliqués à chaque stade, a pu être établi (50) 
(fig. 10 ) • 

Dans ce schéma, si deux événements sont situés s ur des 
flèches parallèles, cela signifie qu'ils sont indépendants 
entre eux. 

Les événe~ts dépendants sont d irectement reliés entre eux 
par les flèches. Les numéros corres p ondent aux num é ros 
d e s gènes cdc i mpl iqués au stade où ils sont indiqués. 
La position des événe nmts d e l a g auche vers la d r o ite 
corres pond a pproximative ment à l'ordre temp orel dan s 
lequel ils se déroulent. 
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Fig . IO: · Schéma reprenant les événements du c y cle de divi s ion 
de Saccharomyces cerevisiae . Les nombres représentent 
les n um éros des gènes cdc impli qués à c ha q u e s tade . 
Les lettres en t ourées d'un cercle repr é sentent le 
p h énoty pe correspondant( voir explication dans RESULTATS · 
ET DISCUSSION: 7 . -I denti;ication des mutant s cdc) . 
Les lettres entourées d ' u n rectangle s y balisent l'évé ­
nement du c ycle. ( 50) 
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1. - . SOUCHE UTILISEE. 

Nous utilisons comme so u che de départ pour la mutagenèse 
la souche Saccharomyces cerevisiae D585-11C (a, lys 1) 
provenant des Cold Spring Harbor Laboratories; Cold 
Spring Ha rbor, New Yok, U .S.A. 

2. MILIEUX DE CULTURE UTILISES. 

2.1. _-Préparatio n_des_milieux. 

Après ajustement des proportions précisées ci-de~sous et 
ajustement du pH à pH 4,8 à l'aide de HCl ou de Na OH, 
le milieu est stérilisé dans une casserole à pression 
pendant 15 minutes à 120°C, d ans une atmosphère saturée 
en vapeur d'eau. 

Pour les milieux solides, 2% de Bacto Ag ar (Difco) sont 
ajoutés. Après stérilisation, le milieu est coulé dans 
des boîtes de Petri et mis à sècher deux jours à tempéra­
ture ambiante avant utilisation. 

2.2._-Composition_des_milieux. 

Les proportions sont données en p oids par volume d'eau 
distillée. 

2.2.1.-Milieu YPD = milieu complet. 

Bact o Yaast Extract (Difco) 
Peptone de caséine ( Merck) 
D (+) Glucose ( monohydraté) ( Merck) 

2.2.2 .-Milieu YPM = milieu d'identification des 
mutants de Rréhe sion du g lu~ose. 

Bact o Yeast Extract (Difco) 1 ~ 
Peptone de caséine ( Merck) 2 ~ 
Maltose 2% 

Le maltose est mis en solution dans de l'eau distillée, 
solution qui est stérilisée par filtrage s ur filtre 
Gelman GA- 8 (o,2}!-n). 

Il est ajouté a u milieu jus te avan t de couler c elui-ci 
dans les boîtes. 



2.2.J.-Milieu YPGL. 

Milieu d'identification des mutants de fermentation et 
de préhension du glucose. 

Bacto Yeast Extract (Difco) 
Pept one de caséine ( Merck) 
Glycérol 
Acide lactique 88% (UCB) 

2.2.4.-Milieu YPGE. 

Milieu d'identification des mutants de fermentation et 
de préhension du glucose . 

Bacto Yeast Extract (Difco) 
Peptone de caséine ( Merck) 
Glycérol 
Ethanol 
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L'éthanol est ajouté après stérilisation, juste avant de 
couler le milieu dans les boîtes. 

2.2.5.-Milieu YPG. 

Milieu d'identification des mutants de respiration. 

Bacto Yeast Extract (Difco) 
Peptone de caséine ( Merck) 
Glycérol 
D(+) Glucose (monohydraté) (Merck) 

J. CULTURES EN MILIEU LIQUIDE. 

19la 
2% 
2% 
0,0259{, 

La quantité de milieu requ ise est placée dans un erlenmeyer 
stérile de contenance double du volume de milieu, bouché 
par un tampon d'ouate. Le milieu est ense mencé st é rilement 
(en flambant le col de l'erlenmeyer après avoir retiré 
le bouchon et en maintenant l'erlenmeyer incliné à pro ­
ximité de la flamme d'un bec Bunsen), à p a rtir d -'un peu 
de colonie prélevée sur un fil de platine (préalablement 
stérilisé par chauffage au rouge et refroidi dans l'agar). 

La culturB est alors placée à ·température voulue, sur un 
agitateur maintenant une agitation constante. 

- Courbe de croissance. 

Une préculture d e 5 ml e s t réalis é e comme dé crit ci-dessus 
(dans un tube à essai , vu le faible volume) e t l aissé e 



à 2 J°C pendant d 2ux à trois jours, c' e s t - à -dire le temps 
nécessaire pour p ermettre à la culture d ' atteindre une 
v a leur de 7 à 8 DO (l e.cture au s pe c t rophotomètre selon 
le principe d e la turbid imétrie). 

Un erlenmeyer con ten ant 1 00 ml d e milieu es t prépar~ 
et servira à la r é ali s ation de la courbe p roprement dite. 

Ce milieu est ensemencé à partir d e la préculture de ma­
nière à obtenir une valeur d e départ de e nviron O,l DO 
(à partir d e plus ou moins 1, 2 5 à 1, 50 ml de préculture). 

A partir d u temps O (mo ment de l' e nsemencement), la 
croissance e st suivie réguli è rement par lecture de la 
DO a u s p ectrophotomètre, jusqu'au mo ment où la culture 
a tt e i nt la phase stationnaire. 

4 . CULTURES EN , :ILIEU SOLIDE . 

Etant donné l'immobilit é des cellules sur milieu solid e, 
on peut ici obtenir un cl one issu d'une seule cellule 
isolée sur le mil i eu. 

On peut é g alement met t re en culture plusieurs colonies 
di ffé rentes sur une seul e boîte, sans risquer qu'elles 
se mélangent. 
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Plusieurs d e nos techniques d'identification vont f aire 
app el à des comparaisons d e croissance sur des mi lieux 
différents, ce qui implique de pouvoir obt enir des r ép liques 
des colonies. 

Techniques d e réplication utilis é es. 
0 Pa r_mise_en_sus p ension_des_cellules. 

Dans chacun des "puits" d'une boî t e ~ dépression stérile 
(Falcon J.040) sont 'déposés l OO}il d'eau distillée s té rile. 

Un pet it échantillon de chaque col onie à r é pl iquer est 
prélevé sur la p oin t e d'un cure-de nt stérile e~ mis 
e n sus pension dans l'eau cont enue d ans un des puits. 
Ch aqu e puits conti e nt a in si une suspension de cel l ules 
v enant d'une col onie di ffé r ente . 

De ces suspensions, 8 )-Ll s ont prélevés et dép o sé s sur une 
boîte vierge, formQnt après p énétration de l'eau dans le 
milieu un min ce film de c e llules à l a surfac e d u mil i eu . 
Ch aque clone p e u t a i ns i être répliqué sur plus ieur s 
boîtes différe n te s. Sur cb aque boîte, la qua n tité de 
c el lules déposée sera stat is tiquem e nt se mblable puisqu 'il 
s 'agi t c haqu e fois d ' u n mê ::10 vol urn e d ' une même suspension 
cellulaire . 
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0 Par_l e_réplicateur_à_clous. 

- Description du réplicateur à clous. 

La position des colonies sur les boîtes est standardisée 
25 colonies sont disposées par boîte, d ans des p ositions 
obtenues par référence à une g rille numérotée Ce ci a 
permis l'utilisation d' u n instrument que nous avons a p pelé 
le rep..icateur à clous (photos 1 et 2). 

Celui~ci est composé d'un disque d'aluminium de di amètre 
semblable à celui d'une boîte d e Petri, et d'épaisseur 
suffisante pour y forer des trous dan s lesquels seront 
enfoncés des clous - 2 5 clous à t ête plate et striée sont 
enfoncés et collés, de manière à ce que les têtes de clous 
se trouvent toutes dans un mê me plan. Les clous sont dis­
posé s d e telle manière que , si l'on applique correctement 
le réplicateur à clous sur une boîte de Petri avec ses 
25 colonies, chaque tête de clou se trouvera en fa ce d'une 
colonie. 

- Réplication. 

Les têtes de clous sont d'abord stérilisées par trempage 
dans l'alcool et flambage au Bunsen. Elles sont refroi­
dies par application sur une boîte vierge. Le ré p licateur 
à clous est ensuite appliqué sur la boîte à répliquer, de 
manière à ce que les têtes de clous entrent en contact 
avec les colonies. Chaque clou retient ainsi un échantillon 
de la colonie, qui est déposé par ap p lication du réplicateur 
à clous sur la boîte vierge. Celle-ci d evient donc la 
réplique d e la boîte de départ . 

5. PROTOCOLE DE LA : füTAGENESE . 

La mutagenèse qui a mené à la const itution d'une banque 
de mutants thermosensibles, a été ré~li sé e en 1 98 2 par 
Hé lène Bouchet et Camille Lo cht, au laboratoire de g éné ­
tique moléculaire de l' U . C . L . 

Bien qu'elle ait été réalisée e n d ehor s de ce mémoire , il 
est important pour nous de considérer le protocole, princi­
palement pour s'assurer que les mutants obtenus sont indé­
pendants , et pour voir dans quelles condi tions (sur quel 
milieu surtout) les mutants thermosensibles ont été isolés. 

Une culture de 1 0 ml a été réalisée à partir d e la souche 
D585-llC . 

Les cellules obt enues sont lavées avec 1 0 0 ml d'un mélange 
tampon phosphate pH 8 , 0 ,1 M et glucose 2 ~~ , avant d 'ê t re 
resus p endues dans 10 ml de ce mê me mél a n g e . 
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Ph oto 2 . Bo~ te r é pli q u é e p a r l a mét ho d~ du r é pli c a t e u r à 
clous , aprè s 2 j o u r s de croissan c e à 2 3 ° C. On peut 
voir la disposition s tan dar d d e s 25 c o l onie s. 
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MS 
200 / ~ l d'éthy+ méthane sulfonate sont ajoutés et le tout 
est incu e pendant 9 0 minutes à J0 °C sous a itation cons-
tante. -

Les c ellules sont ensuite lavées J fois avec de l'eau 
froide, p u is resuspendues dans 10 ml de mili eu YP 
On laisse incuber 2 à J heures a J0 °C sous a g itation 
constante (pour permettre i 1 élimination d e l'EMS) . 

6 
Les cell u les sont alors compt ée s : 10 cellules par ml 
sont obtenues. -Trois dilutions so n t réalisées lOx , SOx, lOOx), à 
partir desquelles lOOfal sont prélevés et é~alés sur 
boît e YPD, l'opération étant répétée quatrë fois. -

Dilution lüx 
4 - 4 

Dilution sox .. 
Dilution 1 0 0?( 

4 

X 

X 

X 

100 iv1> 
100 ,Al:> 

1 00 ~~ 
) 

4 boîtes 

4 boîtes 

4 boîtes 

Après incubation à 2J°C, les colonies obtenues sont 
comptées, de manière à calculer un 9ourcentage de survie 
d~s ce Î ules à la mutagenèse , 

14J col onies par boîte --Dilution lOx 
en moyenne 

Dilution 50x 25 colonies par boîte -en moyenne 

15 colonies par boîte 
_en moyenne . ( ~ &., 1 , ) 

Dilution l OOx 

Cette o pération est ensuite réalisée en série à partir 
d'une dilution lOx , 150 boîtes sont ainsi étalées. Les 
colonies obtenues ap:r'rs incubation à 2J°C sont repiquées 
sur de s boîtes d 1 ~ rè k,l a grille de r éfér~nce . 

La thermosensibili t é est testée par réplicati on sur velou rs 
des boîtes à 2 J°C et à J7 °C . Environ 1 a 2 colonies par 
boîte -;ont thermosensioies . Chaque co l o n ie thermosensible 

ensuite retest é e par méthode de la mise en suspension . -----On peut contrôler facileme nt la fréque n ce de mutation 
par le repérage des mutants d~auxotro hie pour l'ad é ni~a. 
En effet , ces mutants ont la caractéristique de former 
des colonies rouges. 

Sur 150 boîtes contenant environ 145 colonies chacune , 
c'est - à - dire environ 21. 1 0 col onies, 50 mutants a uxo ­
t rophes pour l'adénine ont é t é rGp: é rés- (soi t 0 , 2J ~&). 

Un test d e com plémentation a permis de déte r miner les 
proportions de mutants ade 1 et de mutants a cte 2. Sur 
39 mutants c a ractérisés, 2 1 étaient des mu tant s acte 2 et 8 
étaient des mutants ade 1 . Cett e d iffé rence de proportion 
est intéressante à noter. 
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Le point impor t ant à examiner pour nous est le temps laissé 
aux cellules pour se diviser entre le début de la muta­
genèse à l' E1lS et le mo ment de l'iso l ement. S i ce temps 
est trop long, on risque d'obtenir des colonies "soeurs". 

Depuis le moment d'adjonction d' EMS jus qu'au mo ment où 
la culture est étal é e (en partie, et le reste est mis 
au frigo), il s'écoule environ 4 heures . Dans les 90 
premières minutes (mutage nèse proprement dite), les 
cellules sont placées dans un milieu peu favor a ble à la 
croissance. El es subissent ensuite un choc (J lavages 
à l'eau frai e)- avant d'être placées pour 2 à J heures en 
milieu YPD. En tenant compte de ces chocs et du te mps 
de lafence nécessaire ·pour perme t tre à la cellule de 
s'adapter aux possibilités du milieu, et en s a chant que 
le temps de gén é ration est d'environ 2 heures, on p eut 
raisonnabl e me nt penser que peu ou pas de cellules ont 
eu le temps d'effectuer un cycle de division complet. 

D'autre part, l'isolement des mutants se fait sur milieu 
complet YPD (contenant des acides aminés, des bases, 
des vitamines ••• ) . C'est important puisqu'on sait que la 
notion de gène essentiel est liée au milieu utilisé. Da ns 
notre cas par e xempl e, des mutants d 1 auxotrophie ne 
peuvent pas être thermosensibles puisque le milieu contient 
tous les acides aminés nécessaires. 

6 .. CONSERVATION DE LA BANQUE. 

Depuis février 1982, date de fabrication de la banque, 
celle-ci a été conservée à l'ultra freezer, à - 8 0°C, 
dans un milieu YPD + 50~ glycérol. Chaque souche the rmo­
sensible a ainsi fait l'objet d'une petite culture de 
1 ml dans ce milieu liquide , dans une cupule Ep p c ndorf. 

Chaque souche a reçu un numéro t~à ts 8 8J . Les cupu les 
sont ensuite congelées directement au freezer. 

Cette méthode permet la conservation à long terme. 

6 .2. - A court terme . 

Au cours de ce mémoire , les souches ont en outr e é t é 
con~ervé es sur milieu YPD solide, à r a ison de 25 colonies 
p ar boî te, en chambre froi d e à + 4°c. Cett e méth ode ne 
permet pas une conservation à long terme mai s laisse 
l'accès p ermanent e t i mmédiat à n'impo rte quel le s o u c h e. 

Les souches sont p l a c é es s u r l e s boîtes d 'aprè s la grille 
r é f é rence, p ar ord re de leur n umé ro t a t ian . C'1 aqu e b o îte 
e s t numé ro t é e ( 1-2 5 ; 2 6- 5 0 ; 51 - 7 5 ; . . . ; 8 7 5- 8 8 J ) • 
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CRIBLAGE DE LA BA1 QUE . 

7 .1._-Mutants _ de _ fermentation. 

L'identification de ces mutants se fait par corn araison de 
la croissance à J6°C sur mili 2u YPD d 'une part et sur 
milieu YPGL d 'autre part. 

Une boîte contrôle YPD à 2J°C est ajoutée (pour véri­
fier la viabilité de chaque souche). De plus, sur chaque 
boîte est ajoutée la souche sauvage D5 8 -llC qui consti­
tue la réf é rence sur laquelle est jugée l a crois sance 
( voir schéma ) . 

,11 

(§ / 
Milieu YPD Milieu YPGL 36 ° C 

0 • /fa ' • • • Q 0 • • 0 • " 0 C • • • ,:, C 0 • • • • 0 

• • • • Q 0 ,., , 
0 0 • • • • <l 

.:, ., 
0 • • • • • a <) 

~ eu Y PD 36 ° C ( Œ tant de fermentation j 
~ -- -- l 

., a 

• ~ souche sauvage ., 0 0 

-~ C 

,. 0 0 0 aJb tP tt, 
0 0 0 à 

J ,&ib ✓l ~ 
" " 0 0 

,, <) 0 

C, 0 

Tes t d'identification des nut a nt s de f e~rn e n ta t i on . 

ne 
I 



7 .J._-Mu tants_de_respiration. 

La croi ss ance est compar é e à 2J °C sur milieu YPD d 'une 
part et sur milieu YPG d ' autre part . 
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Le contrôle est simplement constitué par la souche sauvage 
D585-llC p l acé e sur chaque boî t e. 

7.4._-Mutants_du_cy cle_de _ d ivision_ce l lulaire. 

Ces mutants se repèrent par leur morphologie pa~ticuli è re. 

Une culture de 1 ml en milieu YPD liquid e est r éalisée 
dans une cupule Eppe ndorf pendant environ l~ heures à 
23 °c·. 

SOO)c,l de la culture sont pré levé s et dilués dans 4,5 ml de 
milieu YPD ( d ilution lOx) pour obt enir une v a leur d'environ 
0,6 DO. 

La suspension est soniquée (Bronson, Sonifier B 12) pen­
dant 15 secondes à 67.000 W de manière à obt e nir une 
séparation convenable des cellul e s aggrégées. 

8 ,Al sont prélevés et déposés sur milieu YPD solide 
préchauffé à J 6°C, et 8_}.l sont déposés sur milieu YPD solide 
à 2 J°C, cons t ituant le contrôle. 

Après pénétration du .liquide dans le milieu, la zone 
de cellules est recouverte d'un p e t it t reillis de nylon, 
qui forme ainsi une grille facilitant le repérage au 
microscope. 

La boîte est alors placée à J6°C. 

Pour la simple identification des mutants, les c el lules 
sont observée s au microscope (boîte de Petri ouve rte sur 
la platine), a pr è s 5 à 6 h eures d e c u l t ure à J6°C , puis 
après une douzaine d'heures, et éventuellement encore 
par la suite pour les mutants non bloqués. 

Les grilles peuvent s ervir à réaliser des photos d'une 
même plage de cel l ules à différents moments de la crois­
sance. Pour ce fai r e , une p lag e de la grille est re péré e, 
notée et photographiée aux moments vo u lus. 
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1. REVEIL DE LA BANQUE. 

La banque de 883 mutants t hermosensibles, r é alisée en 
1 98 2, a é té conservée à l'ultra-freezer à - 80 °C s ous 
protection au glycérol, dans des cupules Eppendorf de 
1,5 ml. 

Cette méthode de conservation à long t erme ne permet 
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pas des a ccès rép é tés aux souches, car des dé~ongélations 
et recongélations successives sont déconseillées (elles 
provoqueraient chaque fois la mort de nombreuses cellules). 

Un autre mode d e conservation, à moins long terme, mais 
qui permet l'accès permanent aux souches, consiste à 
ma int e nir chaque souche sous forme d e colonie sur milieu 
solid e, à basse t empérature (+ 4°c) pour stopper la 
croissance. 

Le r~veil de la banque constitue ce passage d e l'ultra­
freezer à la chambre froide. La banque est simplement 
décongelée à température ambiante. 

Les cultures so n t ensuite homogénéisées (au vortex). 
lüftl de chaque culture sont prélevés et déposés sur 
des boîtes vierges, selon la position st a ndard adoptée 
(voir Matériel et Méthodes). 

Deux jours de croissance à 2J°C permettent aux colonies 
de se développer. La banque ainsi constituée est placée 
en chambre froide à+ 4°C où elle est constamment dis­
ponible. 

La banque origina le est recongelée directement à l'ultra­
freezer. 
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2. COURBE DE CROIS SANCE . 

Mis e n culture dan s un milieu liquide à température 
choisie et sous a g itation constante, un microorg anisme 
tel que Saccharomyces cerevisiae va se multiplier, et la 
masse de levure va donc a ugmen t er en fonction du te mps. 

On peut suivre l'évolution de la culture au cours du 
temps par turbidimétrie (c'est-à-dire mesure du pour­
centage de lumière absorbée par les cellules en culture, 
ou densité opt ique). Les mesures sont réalisées d ans un 
spectrophotomètre, à une longue ur d 'onde d e 640 nm. 

Du fait de la consommation des éléments nutritifs et d e 
l'accumulation des produits termina ux du métabolisme , 
la composition du milieu varie en fonction du temps . Ceci 
se répercute sur la vitesse de croissance, qui variera 
don c elle aussi en f onction du temps . 

Une courbe de croissance typique présente trois p ha se s 
distinctes (54, 55) 

une phase de latence, où le taux d e croissance est 
quasi nul, puis augmente progressivement le micro­
organisme s 'adapt e aux conditions d u milieu 

une phase exponentielle où le taux de crois s ance e st 
maximal et cons tant l'organisme est adapté au mi lliu 

une phase de ralentissement suivie d ' une phase station­
n a ire où le taux de croissance d iminue progre ss ivement 
pour s'annuler finalement à c aus e de la disparition 
des éléments nutritifs et d e l'accumula ~Ï on des d é~he ts 
métaboliques. 

La phase de la tence sera d'autant plus longue q ue l'or­
ganisme est e n état de tt do r manc e'' (s 'il sort du frigo 
par exemple), ains i que si l'org anisme provient d'un 
milieu d iffé rent il lui faut plus de temps pour adapter 
son métabolisme a ux possibilités du mili e u. 

Dans le but de réduire cette phase d e latence, e t p our 
obtenir une même DO de départ p our cha q u e culture (ce qui 
facilite l es comparai sons ) , une p réculture est r é alisée 
dans le milieu identiq ue à celui dans lequel la courbe 
de croissance se réalise . A partir de cette pr é cul t ure , 
un volume calculé po ur obtenir une d ensité optiq ue d e 
départ de 0 ,1 DO e st ~ r élevé_ et s ert à iroculer le milieu 
pour la courb e de croissance. 



u ... .. 
IO N C0 
CO NN 
IO (0 (0 

0 (/) (/) - -
0 
CO ... .,_ 

(0 

IO 
IO 

(/) -

(/) 

Q. 

E 
q) 

>-

0 

""' 

IO 
C') 

0 
C') 

0 
N 

0 ... 

44 · 

(/) 

q) ... 
~ 
q) 

..r::; 

l_..._ __ ..._ _ ___._ __ ....___,.__...__~.__-__,_ _____ ....___,_ ______ _._ ___ ~------'O .. 
+ 

Fig .:l: 

0 .. 0 

Co u rbe de croissance 3 23°[ de la so u che sa u vage et 
de 4 mutants pris a u hasard . Les différences de pente 
indiq u ent un ralentissement de la croissance des mutant s 

par rapport a u sa uvage . 
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2. 2. _ -Ré s ·.•l ta ts _et_ int e r pré tat i on. 

Des courbes de croissance sur milieu YPD à 2J °C ont été 
réalisées pour la souche sauvage D585-11C e t pour quatre 
mutan~s ts quelconques (fig 11). 

Des différenc e s sensibles sont constatées, mais le t a ux 
d e cro issance des mutants est toujours inféri eur à celui 
de la souche sauvage. 

Cela s'expliq ue par le mécanisme moléculiare de la thermo­
sensibilité la p rotéine ou le RNA déstabilisé garde 
en général une activité suffisante à 2J °C pour permettre 
la croissance mais qui reste néanmoins inférieure à l'ac­
tivité normale. 

Souvent, cela constitue un facteur limitant pour la 
croissance q ui s'en trouve ral e ntie. 

Les différences constatées entre les mutants eux-mê mes 
peuvent être dues à plusieurs causes. D'abord, la désta­
bilis a tion de la structure peut être plus ou moins im­
portante en fonction du site to u ché et de la substitution 
provoquée. 

Ensuite, l'étendue du do maine couvert par la fonction 
touchée est variable. Par exemple, une pro téine ribo­
somique touche toute la synthèse p rotéique, et la mutation 
provoquée à des effets sur toute la ~ellule. Par contre, 
une mutation dans une étap e particulière d e la synthè se d'une 
p rotéine constitutive de la paroi touche un domaine 
beaucoup plus restreint. A J6°C , l e s conséquences s eront 
dramatiques dans les deux cas, mais à 2J °C, l'effet s era 
beaucoup plus nuancé. 

La p rincipale conclusion à tirer est qu'un mutant the rmo­
sensible garde des t races de sa mut a t ion mêm e à 2J °C. Il 
s'ensuit -. que, sur une boîte d e P e tri, toutes les colonies 
n'ont pas exactemen t la même taille. No us verrons que cela 
influencera nos mé thodes de réplication. 

J . VARIATIONS DE LA THERMO SENSIBILITE. 

Le fa it que la thermosensibil ité n' est p as un phénomène 
"tout ou ri en" s e mar que également de f açon trè s ne t te 
à. J6 °c. 

L'obs ervation des mu t ants au microscope (pour la technique , 
voir 7.-Mutants cdc ) , met trè s cl airement e n évide nce 
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des différences de croissance entre les mutants ts placés 
à J6°c . 

La photo3 montre l'organisme sauvage a près 6 h e ures de 
croissance à J6°C . Les gros amas de cellules sont dus 
à la fusion de plus petits amas et ne sont bien sûr pas 
issus d'une seule cellule. 

Aprè s 1 2 heures de croissance, toute la plage serait 
recouverte de cellules 

Photo 3: Souche ~auvage D58 5-IIC après 6 heure s 
de croissance ~ 36° C. Grossissement B □ x . 

Environ 25~b des mutants thermosensibles (r é pertoriés 
sous le signe+++ dans l'annexe) stoppent très rap idement 
leur croissance après le u r mise en conditions restric ­
tives. C'est le cas notamment de la colonie ts 107, 
comme on peut le constater sur la phot o réalisée apràs 
12 heures d'incubation à J6 °C (phot o 4 ). Sur cette 
photo comme sur les autres photos prés e ntées , les 
différences d e taille entre les amas de cellules sont 
dues à une mauvaise sé Earation p' t 
(voir 7. - Mu t ants cdc). 



Photo 4: Mutant tsl07 après !2 heures d'incubation 
à 36°C. Grossissement Box. 

Les 75% de mutants restants, par cont r e, montrent une 
croissance résiduelle d'importance variabie . 

La g rosse ma j o ri té d e ceux-ci (répe rtori é s sous le signe 
++ dans l'anne xe), continuent l e ur croissance pe nd a nt 
deux ou trois g én é r a t ions après l eur mis e en condi­
tions restrictives. C'est le cas de la c o lo n ie ts 2 5, 
photographi é e après 12 h eures de croissance (photos ) . 

La colonie atteint déjà ce stade apr è s environ 6 heures 
d'incubation, puis reste bloquée. L 'ima g e observé e e st 
typ ique d e la g rosse partie des mu tan ts de la banque. 

Photo 5 : Mut an t t s 2 5 a p r è s !2 he u res d 'i n c ubati □ n à 
36°C. Grossiss ement B □ x . 

4 7 · 
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Parmi les 75~½ de mutants montrant une croissance résiduelle, 
on en trouve un faible p ourcentage qui continuent leur 
croissance pendant plusieurs cycles de division, pour 
finalem e nt stopper celle-ci aprè s une dizaine d 'heures 
d'incubation à J 6°c. C'est le cas de la colonie ts 512, 
également photographiee a p r ès 12 heures et qui montre des 
amas de ce llule s beaucoup plus i mp or t ants (phot o 6 ). 

Ph ot o 6 : Mutant ts5I2 après 12 heures d ' in c ub at ion 
à 36°C. Grossissement BOx . 

Quelques mutants (répertoriés _so~ s le signe+ q~ns l'annexe) 
ont été obs ervés, qui ne sto ppaient pas du tout leur -
~ sance. Celle-ci etait ce pe n dant nettement r ale n t ie 
par rapport à l'organi sme sauvage. Après trois jours 
d'incubation à J 6°C, ces mutants sont c apables de former 
des colonies aus si dévelo ppé es que celles formée s par 
la souche sauvage après deux jou rs. Ce ci peut s'expli -
quer de deux faç ons. Soit la fonction n'est pas vraiment 
essentielle, et la mutation ne p rovoque dès lors pas la 
mort du mutant. Soi t la thermosensibilité est fa i ble et, 
même à J6~c , la fonction g arde une e f ficaci te suffisante 
pour maintenir l'organi sme en vie. 

Ce s observations d u ph énomène d e the r mosensib i li té et d e 
ses variations à 2J °C ou à J6° C sont essentie l les à 
connaitre avant de dé buter l'identification p ro rement 
dit e des mutants. 
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4. TESTS DE THERMOSENSIBILITE. 

Dans un organisme mutant, une mutation spontanée, inverse 
de la mutation originelle et ramenant ainsi le mutant 
à l'état sauvage, peu arriver: c'est une réversion (2J). Or, 
un révertant, même d'un mutant con ~ tionnel, en . conditions 
permissives, est avantagé par rapport au mutant. Lors des 
étapes diverses qui ont suivi l'isolement des mutants de 
notre banque, de telles réversions peuvent être apparues. 
Il est donc nécessaire pour nous de vérifier avant toutes 
choses, la thermosensibilité des 88 J souches. 

Ceci se fait par comparaison de la croissance sur milieu 
11'~ à 2i 0 c et sur milieu YPD à J6°c. 

Cette comparaison des croissances dans des conditions 
différentes nécessite donc de réaliser des répliques 
de la banque qui seront placées dans ces conditions. 

Plusieurs techniques de r ép lication peuvent être utilisées 
(18) 

méthode des cure-dent: sur la pointe d'un cure-dent 
stérile, un petit échantillon de la colonie à repiquer 
est prélevé. Le simple piquage dans un milieu vierge 
dépose des cel l ules qui donnent naissance à la future 
colonie; 

méthode de réplique sur velours : un morceau de tissu 
(type velours),stérile, est tendu _sur une base d'un 
cylindre, de dim'ënsions légèrement inférieures à celles 
~ e boîte de Petri. La boîte à répliquer est appliquée 
sur le tissu ui ::r,:~til3nt ainsi_ des cellule$ ,9e chaque 
colonie. L'ap plication d'une boîte vierge sur le tissu 
permet de déposer des cellule~· q ui formeront les colonies. 
La nouvelle boîte cons t itue ainsi la réplique exacte 
de la boîte de départ ( fig. I 2). 

11 l 
boite à répliquer 

incubation 

boite vierge réplique 

Fig.I?: Méth ode de réplique sur velours 
I. Application du ve lours sur la boî te à répliquer 
2. Appli cetio n d'une bo!te vierge sur le velours . 



méthode de mi se en suspension: un échantillon de la 
colonie est mis en suspension d ans l' e au (pour les 
détails techniques, voir Matériel et Méthodes). Des 
aliquots sont prélevés et d é posés sur les boîtes à 
ensemencer. 

Le gros avantage de cette métho d e est de permettre 
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I
de déposer sur les boîtes à comparer des quantit é s sta­
tisti e t égales de cel Ïules. La comparaison des 
croissances est donc beaucoup ~ us précise, ce qui e_st 
néce s saire étant donné les variations assez fortes de la 
thermosensibilité. C'est pourquoi nous avons choisi 
cette technique, malgré qu'elle soit très fastidieuse. 

Résultats obtenus. 

Sur les 883 souches testées, 66. ont été considérées comme 
tpn therm'ô"s"ènsibles (elles sont répertoriées sous le signe E) 
dans l'annexe). Toutes rie constituent pas nécessairement 
des révertants. 

En effet, malgré la sensibilité de la méthode, certains 
mutants qui montrant une croissance résiduelle non stoppée 
sont parfois difficiles à classer. La subjectivité de 
l'expérimentateur entre en jeu. Des mutants ont pu être 
écartés cette fois alors qu'ils avaient été retenus 
comme thermosensibles lors d e la fabricatio~ de la banque. 
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5. I DENTIFICATION DES MUTANTS DE FER~ENTATI ON. 

5.1._-Principe_de_sauvetage_des_mutants. 

Sur le milieu utilisé pour isoler les mutants ts, qui contient 
du glucose comme source d'énergie (milieu YPD), Saccharomyces 
cerevisiae réalise la fermentation alcooli ~ . 

Mais si une des enzymes nécessaires à cette fermentation 
subit une mutation thermosensible, la voie biochimique restera 
bloquée au niveau de l'étape ~ffectée, à J6°C, entraînant 
la mort de l'org anisme incapable d'utiliser le glucose qui 
l'entoure. 

Ce même org anisme sera par contre capable d'utiliser l'énerg ie 
contenue dans du actate, puisque celui-ci est respiré, et 
que son métabolisme énergétique n'empru nte aucune des étapes 
de la fermentation (fig. 11). D'un point de vue énergétique, 
le b l oquage provoqué par la mutation dans la fermentation L 
n'a donc plus d'effet, en présence de J,,act te. Pmc- /JUvf 0'1,4,t/,v 

. ~ ~a-1 ! el t(•_ 
Mais nous avons vu que, pour survivre, l'org anisme doit encore 
fabriquer les i ~ termédiaires essentiels de la glycolyse comme 
le gluc ose- b- P, le J - P-glycérate ou le P-énolpy ruvate. 

A partir du lactate, ce ci se réalise ar gluconéogenèse 
(fig. 11). Mais si la mutation affecte une etape reversible, 
donc empruntée par la g luconé ogenèse, celle - ci restera éga­
lement bloquée à ce niveau et les intermédiaires essentiels 
fabriqués en amont de cette étape ne p ourront être obtenus 
à partir du lactate (nous parlerons d'amont et d 'aval p ar 
rapport au sens de la glucolyse). 

Pour survivre à J6°C, l'org anisme doit donc trouver dans le 
milieu, ~n plus du lactate à partir d uquel il tirera son 
énergie a insi que les intermédiaires en aval de l'étape mutée , 
un substrat X qui intervient dans la g l col se en amont- de la 
mutation, de manière a f ourn i r Ïe s i ntermédiai r es en aman .- J I 
- - - - - r;~ i l'J,/ ~~,) 

Le substrat X que nous a vons utilisé est le g lycerol : un / 
mutant de fermentation sera d onc cap able de croire sur milieu 
YPGL (milieu avec g lycérol e t lactate) à J6 ° C. ---
Nous utilisons le glycérol à la place des s ucres fermentables 
car ceux-ci ont tendance à ina ctiver les enzyme s ' d e la gluco ­
néo g enèse. 
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Mannose-o-P °PMÎ Fructose-o-P '------- ) RPE RPI t 
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\ 2H ) GlDt--2H 
Glycerol-3-P 

( 

P, 1.3-Diphosphoglycerate 
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17 
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SDH~:iFRD 
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CoA 

!CL 

Gtrate 
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co,--j 
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f i o 13: Mé tabolisme énerg é tique de Sac c haro myces cerev i siae: 
fermentation et cycle de Krebs ( 5 8 ). 
Pour les symboles:voir anne xe 2 . 
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5.2. - Mut an ts i d e n tifiables. 

Nous al l ons p as se r e n revue les é tapes de la fermentation 
du g lucose e n éthanol, et no u s de mand er, p our cha c une 
d'elles, si une ~u t ation surve n ant à cette étap e d onn era u n 
mu t ant détec t able 2 ar notre mét h o d e (vo ir f ig. 13). -~ 

- Le cel lule do it tou te d 'abord faire p as s e r le g l u cose d u 
milieu exter_ne ye,r~ s o cytop.lasme. Le mécanis me d e trans­
port i mp liqué p e u t lui-même subir des muta t ions q ui empêc h ent 
donc cette préh ension d u g l ucose par l'org anisme. Le lactate 
et le g lycérol sont des molécules nette men t p lus petites 
que le glucose et n'utilisent certain e rn e n t p as le même méca­
nisme d 'ent r ée que celui-ci ( 4 5,57) · 

L ors d G leur iden t ification d e mu t an t s d e fermentation p a r 
la mê !:i e méth o d e, Ciriacy et Br e itenbach ava i en t d'ailleurs 
id en tifié un certai n nombre cter mutants d e r éhens i on aU{ 

(klucose f (56). 

- Mutants de phosphorylation du g lucoee. Trois enzymes 
p euvent réaliser cette ét a pe la GLK, s pé cifique au glucose, 
et les HXKl et HXK2 qui p euvent ég~ ment phosphoryler le -fructose ou le mannose. L'existence d e ces trois enzymes 
rend très hautement improbable l' e xistence d 'un mu t ant 
pour cette étape. 

Un tel mutant serait t ou tefois r e p érable p ar la méthode 

7lj
mp loyée car, d 'une p art l'étap e est irréve rsible, et d'autre 

part, même si elle ne l'était pas, le g lucose-6-P, qui 
est l'intermédiaire es s ent i el le p lus en amont, serait 
Qb t e n ~tJ ç on. liJ{J .~/. ,u, ,A.,.,...,,, 

!f'1,()Ar_'~ ! ',~ J.1 . r;rrrr,..,, .. 

... 

- Ylutants d e la PGI . Cet t e étap e est r é v e rsible : la PGI 
est d onc utilisée pour la glycolyse et ? Ou r la gluconéo­
genèse. 

Au vu du méc a nisme d e la therrnosensibili t é ( d éstabilis a tion 
chang ement de confor;;i ation à h a ute t e mp érature - p erte 
d' a ctivité), on peut considérer que le bloquag e s e fe ra 
sent ir aussi bien d ans le sens glyc o lyse que d ans le s e ns 
gluconé oge nèse. 

Or, cette é t a pe s e d éroule en am o n t d e l'intervention d u 
glyc é rol dans la g l y colyse. On n e g ourra d onc 

1
p a s , ci ans 

ce cas, obtenir le g l ucose- 6 - P i n dis v e nsable et le mutant 
ne pourra ê t re s auvé. 

- '.'>[u t ants de PFK . L 'étap e est irréve rsible : la gluco­
néogenèse utili s e une e nzyme d iffé rente, 
vet a ge d 'un tel mutant e st d onc possible e n p i nci p e. Ce p e nd an t , 
ces mut a nts, mê Te s'ils ac cumule n t des h exo se mono phos-
phates à p a rtir du g luc o s e, g ard e n t un métaboli s-'..M-,""-_..,_........,~ 
fisant pour s u rviv re (jS, 59) . Da n s c e cas, n t el mu tant 

~ ~p-o ~ f ~ tÂ#~ 
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ne serait p as sélec t ionné co mme t h ermosensible , et ne se 
trouve donG p robablement p as dans la bar que testée. 9 

f tt..M. c h,1, .f; .... c, /l1tA/ , A k ol '> J-t.-
--3- - iVou t ants d e FBA. L' étap e est réversible et se si tue en 

a mont de l'intervent ion d u glycérol da:::-is la g lycolys e. 
Comme pour les mutants d e PGI, d e te l s mutants ne so n t d onc 
en principe pas i d e n tifiables par notre méthode. 

D 'autre part, il est possible que plusieurs isoenzymes 
existent (5 8 , 60), ce qui r e ndrait très i mprobabl e la 
présence d 'un tel mutant dans notre banque. 

7~-t "' ,~ f~ -c.....---
- Mu tants d e la T PI. Lorsqu'un tel mutant ferme n te le 
glucose, la co nsommation d ' ATP est égale à la p roductio ~ 
d' ATP, car s e ulement la moitié des trioses obtenus par 
clivagi du fr u ctose 1-~ BP servent à fa ~re d e l' ATP . Ceci 
explique qu'un tel mutant ne pousse pas sur milieu YPD_, yu..1 Pr> 
mais est sauvé sur milieu YPGL. 1 

-~ 

- Mutants pour les étape~s venant du gl ceraldéhyde-J-P 
jusqu'au phosphoén~ lpyru,.;::9-j: e. Tous ces mutants p euvent 
être sauvés, les intermédiaires étant obtenus soit à partir ---du lactat e , soit à partir du g lyc é rol, les ét a p es étant 
révê'rsibie ·s. - ft, , I /f c.-b,. , 
- Mu t ants de la pyruvate k inase. Cette ét ap e est irréve r­
sible : la gluconéogenèse se fait par tr a n s formation d u 
pyruvate en oxaloacétate par la FYC (voie anaplérotique) , 
oxaloacétate qui est transformé en phosphoénolpyruvate par 
la PCK (gluconéogenèse). Le sauvetag e de ces mutan ts ne p ose 
donc pas d e p roblème. fPV,1.tt /; If t,Ocf • 

- Mutants de transformation d u p y ruvate en éthanol. Nous 
savons que ces deux dernière s étapes de la fermentation, 
si elles n' apportent rien è 'un point d e vue é nergét ique, 

1 sont indispensables pour l a r égénérati o n d e la NAD •• Un 
mutant à ce niveau sera d o n c incap able d e survivre sur milieu 
YPD car la respiration est r éprimée p a r le g luc ose (effet 

1 -- ) Crabtree et ne suffit pas p our permettre la survie de cet 
org anisme. 

Su r milieu YPGL par contre, l'org anis me p eut respirer e t 
ainsi régénérer la NAD indis p e n sable. 

f 
Nous pouvo ns donc par notre méthode i d entifier les mut ant s 
pour la PD C . L 'exis t ence d ' u n mu t ant pour r t-]: iH est t"1e s 
i mp r o babï:7' étant d o n né l'existence de trois isoenzymes 
{ADC , ADR et ADM ). f~ /i f/lt...,e4, 

5. J . - Résultats obtenus . -----------------------
Nou s savo n s que la techi ique d e r ép lication par mise en 
sus ~ension de s ce l l ule s et pré lèvement d ' a liquots e st la 



meilleure pour faire des c omparais c ns de croissance. Du 
fait de sa lentew , elle n e se prête toutefois p as 
~ l'identification d'un g r qnd nombre de mutant s. C'es t 
pourquoi, n o us avons utilisé une mét::ode dérivée d e la 
méthode d e réplication sur velours, mais plus rap i de car . 
elle ne néces s ite p a s le nettoyage et la stérilisation 
en autoclave des tissus entre chaqu 2 utilis at ion: c'est 
l a méthode d u "réplica teur à clous" (voir ;,Jat é riel et 
Méthodes). 

Les résultats obtenus au p remier test étaient surprenants 
environ 200 mutan t § semblaient être s a uvés (soit 2 5 ~~ !) 
après trois à quatre jours è e cro i s sance. 
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Le test a r1 onc été recommencé par la même méthode, mais en 
surveillant régulièrement la croissance, ce qui a p e rmis 
d'expliquer ce no mbre très élevé de mutants apparemment 
sauvé s. 

En effet, le ré p licateur à clous ne permet pas de déposer 
sur la boîte un film très mince d e cellules, mais dépose 
en fait une quantité beaucoup p lus i mportante. Or, co mme 
nous le s avons, un certain nombre d e mutants présentent 
encore, à J6°C, une crois ~a nc e résiduel l e relativemen t 
importante. S i une quanti té trop élevée d e cellules d 'un 
tel mutant est déposée, on aura l' imcp ress i ,on 9,~te le mutant 
est sauvé, alors que ce n'est que la croissance résiduelle 
?i"ormal e r ui est observée. Le nombre de 2 0 0 mutants e ·st donc 
surestimé. 

Le test par le ré p licateur à c lous n'est donc pas suffisamment 
précis à lui seul, mais p ermet né a nmoins d e réaliser une 
première sélection d e mutants parmi lesquels se trouvent 
les mutants de fermentation . 

Au lieu de tester toute la banque par mi se en suspension, 
il nous suffit dès lors de tester ainsi les 200 mutants 
sélectionnés par le répl icateur a clous. 

Nou s avons ainsi i den tifié 61 mutants sauvés sur milieu 
YPGL. 

De plus, 8 mutants semblaient ê t re s a uvés, mais prés e ntai e nt 
encore une crois s ance résiduel le assez forte sur mi lieu 
YPD (voir d étails en annexe) . 
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6. I DE! TIFICATION DE S :Y!UTANTS cd c • 

Nous savons que l'étud e du cycle d e d ivision cellulaire chez 
Saccharo myces cerevisiae s'est réalis ée à p a rtir de mutants 
thermosensibles a ppelé s mu tants cdc. Ceux-ci ont mi s en 
évidenc e une cinqu antaine de gènes i mpl iqué s et ont permis 
d'établir une séquence. d'événements, ave c leur interrelation. 

L 'id entification des mutants cdc est basée sur l'homogénéité 
morphologique d'une p o pulation de cellules p lacées en con­
ditions restrictives, d ue a u fait que toutes les cellules 
sont bloquées à un mê :r. e stade du cycle. 

Le phénotype terminal ainsi observé ne corres p ond cependant 
pas nécessairement à un stade normal d u c y cle de division . 
En effet, n ous savons que la séque nce des événements ré p ond à 
un modèle mixte du t y pe suivant (fig. 14). 

Début 

/ A 
du 8 [ 

cycle 

~D E 

- Fig.I4: Type de séq u e n ce d'événements A, . B, C, D, E. 

Lors d u c y cle normal, l'événement B et l'événement D se 
passent au même moment : la cellule observée à ce mo ment 
aura donc une morphologie caract éristique de ces deux évé ­
nements. 

Par contre, si une mutation ta..che un gène impliqu é dans 
l'événement D et e mpê c h e celui-ci d e s e dérouler, la chaine 
B ~ C pourra quand .: ême se pours u ivre car e lle est indé ­
pendante d e la c haine D _,. E . 

Lorsque l'on observera les cellules, celles-ci a uront une 
morphologie correspondant à l'événement D, mais pas à 
l'événement B puisque ce stade pourra être d épassé par la 
cell u l e. 

La morpholo ~ ie type d u mu t ant ne c o rrespond d onc en r i e n 
à u n stade normal d u cycle dans c e cas . No u s a llons en 8 ff et 
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constater que certaines morphologies des mut ants cdc dif­
fèrent très fort de la morphologie normale de Saccharomyces 
cerevisiae. 

6.1. -Phénotypes caractéristiques et techniques d'identification. ----------------------------------------------------------------
En 1970, Hartwell a identifié quelques mutants c d c __ en photo-­
graphiant,à intervalles de temps réguliers, des cellules 
placées en culture sur milieu solide en conditions restric­
tives . Les photographies montrent a insi très clairement 
l'évolution de chaque cellule au cours du temps, qui mène 
pour c h acune d'entre elles à une même morpho logie caracté­
ristique (52). 

Certains mutants ainsi repérés ont fait l'objet d'une légère 
sonication après culture en milieu liquide en co nditi ons 
restrictives. Les cellules ainsi sé p arées ont été observées 
au microscope et classées en fonction de la relation 
Volume du bourgeon/Volume de la cellule mère. Un histogramme 
de fréquence a ainsi été réalisé (fig. 15). 

Fig. 15 
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Distribution des cel l ules en fo nc tion du volume 
bourgeon/ cellule mère après incubation à 2J°C 
et à J6°C pour les mutants J70D l et J6 9Dl de 
Hartwell (51). 

A 2J°C, on observe une distribution homogène p our l'ensemble 
des classes les cellules observées se trouvent à d ivers 
stades du cycle. 

Par contre, pour les deux mutants observés à J6 °C, on constate 
que la distribution est f o rtement déplacée : la p lup art des 
cellules observées se trouvent bloquées au même stade du 
cycl e et le rapport Vo l ume du bourg eon / Volume de la cellule 
mère est donc semblable pour toutes ces cellules. Cette 
technique montre très bien l'homogé néité morphologique carac ­
t é ristique d es mutants cdc. 

Dans le but d'observer l'état d u no y au d a n s l es ce ll u l es 
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bloquées, Hartwell et al ont égale me nt ré a lisé une colo­
ration d u noyau sur ces mutants. 

58 . 

En 1973, une métho d e d ifférente a ét é e mployée pour i d enti­
fier des mutants cdc (53). Après culture à 23 ° C en milieu 
liquide et transition à 36°C en phase exp onentie ll e d e 
croiss a nce, les cellule s étaient trait é es à la g lusulas e, ex~ 
trait d'esto mac d'escarg ot qui a la fac ulté de d i gé rer 
la paroi d o nt est entourée la levure. Ceci permettait 
de séparer radicalement tout e s les cellules qui n'étaient 
plus maintenues e ntre el le s par d es ponts cytoplasmiques. 
Ces cellules traitées étaient alors observées au micros­
co p e et les mutants cdc étai en t sélectionnés sur base de 
l'homogénéité morpholo g ique. 

La coloration des noyaux des mutants ainsi i dent ifiés a 
permis de mettre en évidence, d ans la plupart des cas, une 
homogénéité de la morpholo g ie nucléaire égal 2m~nt. 

Ces d ivers techniques ont p ermis d 'observer plusieurs phéno­
typ es caractéristiques des mutants cdc (fi g . 16), liés à la 
séquence des événements (fig. 17). 

Au début du cycle, les centrioles émettent des p rolon­
gements qui vont s'allonger pour finalement aboutir à la 
duplication des centrioles. 

Si un bloquage survient tout au d é but d u c y cle, ava nt mê me 
la formation des p rolongements des centrioles, les cellules 
stoppent ü nmédia tement leur croissance, sans for,:1er de 
bourg eons. Ceci correspond a u phénotype A (mutants c d c 1, 
cdc 19, cdc 25, cdc 29, cdc 33, cdc 35). Une mutation peut 
survenir juste aprè s la for~ ation des prolo n gements : 
dans cecas, la croissance continue mais la cellule est in­
capable de former un bourgeon. Des excrois s ances vont d onc 
se for~ er, qui peuvent mê me se ramifie r (phénotype B: 
mutants cdc 22, cdc 26, cdc 28, cdc 32, cdc 37, cdc 38, cdc 39°. 

A ce stad e d u c y cle, plusi e urs cha înes d~v é nements se sé p arent 
et se déroulent indépendamment l'une d e l'autre. 

Une de ces c h aînes conduit à la formation d u bourge on. Un 
mutant dans ce tte c haîne montrera des cellules multi­
nucléées car, bi e n que le bourgeon ne se forme plus, la 
croissance, la r éplication d u D~A et la d ivision nucléaire 
continuent (phénotype C : mutants cdc 24, cdC 4 2, c d c 43) . 

Chez certains mutants, les centri ol es se dup liquent, mais 
leur séparation ne se fait pas. Il n'y a pas de f o rmation 
du fuseau, et don c pas ~ e d ivision nucléa i re. La cel lul e 
p eut p a r contre bourgeonner et c ontinue s a cro issance, ce 
qui mène à une c ellule avec p lusi eurs bourge ons en cro is­
sance, mais mononucléée ( ph é notyp e D: mutant s cdc 4 e t 
cdc 3 4 ). 
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~ig 16. Phénotypes caractéristiques des mutants cdc. 

Les nombres correspondent aux numéros des gènes 
cdc,les lettres aux phénotypes correspondants(53)~ 
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Fig 17. Séquence des évènement s du cycle de division de 
Sac charomyces cerevisiae .Les nombres représentent 
les numéros des gènes cdc impliqués à chaque stade. 
Les lettres entourées d ' un cercle représentent le 
p h ér.otype correspondant,et celle s entourées d 'un 
rectangle symbolisent l'é vènem ent du cycle { ~ □ ). 
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La voie du cycle qui mène à 1 & ré p lication du DNA et la 
division nucléaire implique de nombreux gènes. C'est a insi 
que de n ombreuses mutations peuvent empêch er la d ivision 
du n oyau: la cell u le se d ivi s e tout de même, mais les 
de ux cellules filles restent attachées par un pont cyto­
plasmique car elles doivent se partager le noyau unique 
(phénotype H: mutants cdc 2, cdc 6, cdc 7, cdc 8, c d c 9, 
cdc lJ, cdc 16, cdc 17, cdc 20, cdc 21, cdc 23, cdc 26, 
cdc 4 0, cdc 44, cdc 45, cdc 46, cdc 4 7, cdc 48 , cdc 51). 

Si la mutation survient un peu plus tard d ans la d ivision 
nucléaire, la cellule ne se divise pas mais continue sa 
cro is s ance, émettant des excroissances contenant des ex­
croissances du noyau un~que (phénotype J: mutants cdc 14, 
cdc 15, cdc 27, cdc JO, cdc 31). 

Des mutations peuvent suvenir un p eu p lus tard, après la 
division du noyau, et e mpêcher la division cel l ulaire cette 
fois la cellule devient al ors binucléée et bourgeonne comme 
si la division s'était faite. Les bourgeons continu ent à 
grandir (phénotype K: mutants cdc 5, cdc 18). 

Enfin, des mutations peuvent survenir tout à la fin du 
cycle toute la division se réalise (bourgeonnement, division 
nucléaire, croissance d u bourg eon),s.auf la d ernière étape 
que constitue la séparation propre ment dite des deux 
cellules filles. Des cellules co mpl e xes, avec plusieurs 
bourgeons et multinucléées, sont ainsi obtenues (phénotype 
M : mutants c d c J, cdc 10, cdc 11, cdc 12). 

D'autres phé notypes ont été observés par la suite, qui ne son t 
pas repris sur la fig. 16. 

Le mutant cdc 41 continue sa cro issance s a n s bourg eonner, 
sans for:ner d'excroissances, et sans réplique r son DNA . 

Enfin, les mutants cdc 49 et cdc 50 montrent des cellules 
uninucléées, avec des petits bourg eons. El les se mblent 
c ontinuer la crois sance sans que le ra pport taille d u bourgeon/ 
taille du parent en soit modifié. 

Certaines morphol ogies typiques des mutants cdc so n t évi­
dentes et se repèrent facile ment p ar s i mp le exame n e n 
microscopie c'est le cas des mutants multibourg eonnants ou 
présentant des excroissances par exemp le. D 'autres mutants 
sont cependant plus d ifficiles à rep é rer au simp l e e xamen: 
c'est le cas des mutants montrant. l e phénotype H p ~r e xe mpl e 
(l e s deux cellules filles r est en t at tach é es par un p ont 
cytoplasmique). En effet, l'arrêt d e cro issance a prè s une 
seule d ivision ne consti tue p as un crit è r e s uffi sant p our 
affirmer que l'on est en p r és ence d ' u n te l mu tan t c d c, car 
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ce t a rrêt rap i de p e u t être d u à une thermo s ensib ilité 
très marquée n'ayan t rien à voir avec le c y cle d e divisi on. 
Pou r s'assurer qu'il s'ag i t b i en d 'un mu t a nt c d c, il f a ut 
réaliser s o it un e coloration du no y au (pour mettre en 
évidence la non d ivision d e celui-ci), ou t r a i te r les 
cell u les à l a g lusulase (pour mettre en évi d ence le p ont 
cyt o p lasmique en t re les c e llules fill e s). 

Da n s le c ad re d ' u ne étud e s p é cifique d u c y cle d e divisi on 
cellul a ire, ces technique s sont bi e n sûr ind is p ens a bles, 
quoique longues à r é aliser sur de no mbreux mu t ants. 

Notre travail actu el n'est pas diri g é d ans ce sens, et n'a 
pas pour but d'identifier tous les muiants cdc e x is t ant 
dans la banque. 

Notre but est de trouv er des t echni q ues suffisamm en~ simp les 
et rap i d es pour p ermet t re d e r é aliser un p remier t riag e 
d 'une banq ue d e mu t ants d e t aille a s sez i mpo r t a nt e. 

Il est donc nécess a ire p our nous d e réaliser un c omp romis 
entre la rap i d ité d e la mé tho de et la ~ossibilité qu 1 elle 
offre d'i d entifier le plus de mu t ants cdc p ossible. 

Le trai t ement à la g lusulase, métho d e certaineme nt · la plus 
e f ficace, est à r ej e ter p our nous car elle né ces s ite, outré 
les cultures, de soume t tre les cel l ules à d ive r s traitements 
nécessi t ant des l a vag es (et d onc plusieurs cen t ri fug ations) 
et est d onc très long ue ( 53 ). 

La métho d e que no u s avons utilisée est en fait dérivé e de 
la méthode des photo g r aphies à interval l e d e temps, utili s ée 
par Hartwell e n 1 9 7 0 (5 2 ). Chaque souche à tes t er fait 
l'objet d 'une culture en milieu YPD liquid e à 2J °C, d e 
manière à l'amener en phase e x p onentie l le d e cro i ssance 
(après environ 12 h e u res ) . Un éc >anti l lon d e la cul t ure 
est d ilué 1 0 x et soumis à u ne sonication l é g ère vi s ant à 
séparer les c ellules. Une g outte est pr é levé e sur une a nse 
de platine et dép os é e sur milie u YPD solid e p r é c h auffé à 
J 6°C. La d ilut i on 1 0 x p ermet d 'obtenir un e concentration 
d e cellules convenable. Une grille d e n y lon d e t a i l le 
suf fi s ante pour co uvrir la c o lonie es t dé p o sé e s u r c e l l e-ci. 
Elle servir a p rincip a l em e n t à p e rme t tre l e r e? é rag e d 'une 
mêm e r égion d e l a c o lonie, d e ma n ière à pho togr aphi e r les 
mêmes cellules après d iffé r ents temps d e cro issance. Elle 
facili t e é g aleme nt le re pérag e des coloni e s s u r l a b oî t e 
d e Pe t ri, ce l l e s-ci n'é t a nt p a s t rès v is ibl e s, v u le 
p e t it no mbre d e ce llul e s dépos é es. 

A par tir de c e t t e situ a t i o n , d eux p roc J dés sont p os s ibles 

s o it on c h oi s it un e r é gi on d e cel l ul e s e t on la phot o g r aphie 
a p r è s di ffé r ents te rr. p s d e c r o i ss a nce, d e mani ère à suivre 
l' é vol ution d e s ce llule s au c curs d u temp s c' es t l a mé t h o d e 
d e photo g r aphies à in te rva ll e s; 
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- soit les colonies sont laissées quelques heures à J 6°C, 
puis simplement observées, s a ns r é aliser de photographies. C'est 
de cett e manière que nous avons repéré des mutan ts cdc dans 
notre banque. 

Cette métho c e nous permettait a insi d e re pérer les mutants cdc 
ayant un phénotype très caractéris t ique te l les que cellules 
à excroissance ou cellules multibourgeonnantes (les phénotypes 
B, D, J, M décrits pré c édemment) . Nous espérons é g a l e ment 
pouvoir ainsi ident ifier un certain no mbre de mu t ants bloqués 
dès le début du cycl e (phénotype A), ou bloqué s après une 
division (phénotype H: doublets de c ellules reliées par un 
pont cyt o plasmique). 

Pour c e faire, il étai t nécessaire que , au temps O ( c' est - à -dire 
le mom e nt où les cel l ules sont déposées sur la b o îte de Petri) , 
les cellules soient le mieux sépar é es possible, ce qui était 
obtenu par une sonicati on l é gère de la cul t ure liquid e . 

6 . J. _-Mise _ au_ point _ de _ la_ sonication. 

Pour déterminer la d ose d 'ultra- sons à laquelle les c ellules 
devaient itre soumises, nous a vons réalisé~ cultures à 
p a rti r de 5 mutants ts choisis a u has a rd (t 84 , ts27J, ts 479 , 
ts521 , ts651). . 

Après 12 heures de cul t ure à 2J°C, 1 2 é chan tillons de chaque 
culture étaient prélevés, d ilués 10 x et soumis à des 
soni c ations d e plus en p lus fortes en temps d'exposition 
et en pui ssance (voir fig. 18 ) • 

~ ) 5 secondes 15 secon d es 30 secondes 

e 
) 

5000 0 El E2 EJ 

6000 0 E4 ES E6 

70000 E7 EB E9 

800 0 0 ElO Ell El2 

Fig.18 : Mise au point de la so n ic a tion . Chaqu e échantillon 
est so umi s 3 la sonication au te ~ ps et à l a puis­
sance indiqués. 
El, •.• ,El2 : échantillons 1 à 12 de cha que s ou c he 
ts84, t s 27 3 , t s ll. 79 , t s5 21 , ts6Sl . 
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Les cellules étaient alors placées sur milieu YPD solide 
à 2J 1 C et la séparation contrôlée par observation au microscope, 
de même que la viabilité, après quelques heures d 'incubation 
à 2 J °C. Il est apparu tout de s u ite que toutes les colonies 
ne présentaient pas le même com portement face à la sonication 
(nous l'avons remarqué : voir variations de la thermosensi ­
bilité), que ce soit du point d e vue séparation d es cellules, 
ou du point de vue mortalité . 

Idéalement, il faudrait donc déterminer la meilleure dose 
d'ultra-sons pour chaque souche, ce qui est bien entendu 
imp e~sable dans le cad re de notre travail. 

Le traitement choisi est donc un compromis : d ans un certain 
nombre de cas, les cellules ne seront pas bien séparées. 

Nous avons ainsi choisi de soniquer toutes les souches à 
une puissance comprise entre 65 . 0 0 0 et 70 . 000 W pendant 
15 secondes. Une puissance supérie u re risquerait d'entraîner 
trop de mortalité. Un te mps d'exp osition supérieur ne semble 
pas provoquer une meilleure s éparation. 

6.4. - Résult a ts obtenus. 

Comme nous pouvions nous y attendre, la simp le observation 
des cellules après quelques heures d e croissance nous a 
révélé un certain nombre de mutants (40 mutants ré pertoriés 
sous le signe c d c d ans l'annexe) de morphologie très 
particulière, i ~médiatement reconnaissable. La photo 7 montre 
un mut ant non cdc, de morphologie normale pour Saccharomyces 
cerevisiae (cellules rondes ou ovales). 

Photo î: Morp hologie no rmale de Saccharomvces cerevisiae. 
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Les photos 8 à 13 par contre montrent des mutants c d c typ iques: 
cel l ules avec des excroissances, à bo u r g eons multi p les. 

Photo 8. Mutant t 5 48I après 8 h eures d'incubation à 36°C. 
Grossissement:BOX. 

Ph oto 9 . Mu tant t 5 J3 après 6 h eures d'incu b a t ion à 36°[ . 
G~ossissemen t : 320 X. 
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Photo ID. Muta nt ts 855 après 6 heu res d'incuba tio n à 36°( . 
Grossissement 320x . 

P hoto II . Mu t an t ts IO O après 36 h eures d 'i ncuba t ion à 36 °[ . 
Grossi ssemen t 320 i . 
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è? 

0 

Photo I2. Mut ant ts12 après 8 heures d'i ncubation à 36°[ . 
Grossissement 128x. 

Photo 13. Mutant ts62 après 6 heures d'incubation à 36°C . 
Grossissement 32Dx . 
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Sur d es mutants aussi caract é ristiques, nous avons réalisé 
des photos à intervalle d e temps, les photo s étaient prise s 
au te r. ps O , puis après 2 heures, 4 h eures, 6 heures et 
enfin 24 heures ~ e c r oissance à J6°c . 

La s é rie I montre l' évo lution de la souche sauvage D585-11C 
dans ces conditions. 

. . ' 
!a.Souche D585-11~ 

au moment □. 

lb.Souche D585-llC 
aprè s 2 heures. 

Série I: Photos a i nter val l e de la so u che sauvage D585 -llC 
à 36 °C (a ,b,c, d ,e: suite page suivante). 



68. 

le.Souche D58 5-llC 
après 4 heures à 

36°C. 
G. BOx. 

Id.Souche D585-llC 
après 6 heures à 
36°C. 
G. 80x . 

I.e.Souche D585-11C . 
après 24 heures 
à 36°[ . 
G. 8 0 x . 
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La série II montre l'évolution d'un ~utant cdc présent ant 
un phénotype "à excrois sance". Les photos IIf, IIg et IIh 
sont des détails apr~ s 4 heures, 6 heures et 2 4 h eures de 
cro issance. 

IIa.Mutant tsi4 
moment 0~ 
G.8Dx. 

----- - ----~ 

au 

s !Tb. Mutant t 14 après 
2 heures à 36°C. 
G. 80x. 

Série II: Phcitos è intervalles du mu tant t 5 14 à 36° [ 
(II a,b,c,d, e,f ,g, h :voir aussi pagffi s u i vantes. ) 
La croissance es t très ralentie par rapport 
au sauva ge. 
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IIe . Mutant t
5
14 après 

4 heures à 36°c. 
G. 80x. 

!Id.Mutant tsl4 après 
6 heures à 36°C. 
G. 80x. 

s 
IIe.Mutant t 14 après 

24 heures à 36°C. 
G. 80 x. 
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IIf.Détail du mutant 
tsl4 après 4 
heures -3 J6ac. 
G. 320x. 

IIg.Détail du mutant 
· tsl4 après 6 

heures à J6°C. 
G. 320x. 

IIh.Détail du mutant 
tsl4 après 24 
h eures ?i 36°C. 
G. 320x. 
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On constate ici que la crois s ance est stoppée ou en tout 
cas très ralentie par rap port à l'organisme sauvag e. 

Dans d'autres cas, n ou s avons observé des mutants ayant 
un phénotype d u même o rdre, mais qui gardent une croissance 
be a ucoup plus imp ort a nte. 

Sur la série III , on constate, apr è s 24 heures , l'existence 
d'amas de cellules à e xcroissances, enchevêtrées. 

s 
IIIa.Mutant t 62 au 

mom en t O. 
G. B □ x . 

IIIb.Mutant ts62 
après 2 he ures 
à J6°c. 
G. 80x . 

c:: 

Série III: Photos à intervalles du mutant t - 62 e 36 ° C 
( IIIa,b , c,d,e:suite pa g e s ui van t e). 
La croissa nce con tinue ju sq u ' à fo r mer des 
enchevêtrements de cellules. 
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I IIe . Mutant ts62 
après 4 heures 
à 36°C. 
G. 80x. 

IIId.Mutant ts62 
après 6 heures 
à 36°C. 
G. BOx . 

IIIe. Mut ant ts62 
après 24 heures 
à 36°c . 
G. BOx . 
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Sur la série IV, la croissance est mê me te l leme n t forte 
que, après 24 heures, la différe nce avec l'organisme sauvage 
n'est pas tellement marquée . Le phénotype mut an t cdc carac­
téristique atteste ici l'existence d'une mutation thermosen­
sible, dont la t hermosensibilité est peu marquée. Une fois 
encore, on p eut se rendre compte de la relativité d u 
phénomène de thermosensibilité. 

!Va.Mutant t 5 100 
au moment □ . 

IVb.Mutant t 5 1DO 
après 2 heures 
à 36°C. 
G. B □ x. 

Séri e I V: Photos à intervalles du mutant tsl □ D à 36°C 
(IVa,b,c,d,e,f,g:suite pa ges suivantes). 
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IVe.Mutant tslOO 
après 4 heures 
à36 °C. 
G. BOx. 

IVd.Mutant tslOO 
~près 6 heures à 
36°c. 
G • . 80x. 

IV e.Mutant tsl OO 
après · 8 heures 
-3 36°[. 
G. 80 x . 



76 

IVf . Mutant tsaprès 24 heures à 36°C . 
G. 80x . 

s I V,.Mutant t 10 0 après 24 heures ~ 36°C; dét ail . 
G. 32Dx. 
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Un a utre phénomène doit également être rem a rqué . Nous venons 
de voir q ue cer t ain s mutants formant des excroissances sont 
cap able s d e grandir très fort au point d e former des colonies 
visible s à l'oeil nu (série IV). 

Or , si l'on observe la photo 13 qui est un dé tail de la 
photo 14 représe n t ant un au t re mutant d e mê me type après 
24 heures d 'incubation à J 6°C, on observe, indiquées par d es 
flèches, des cellules aux c ontours f l ous, dont les l i8ites 
semblent même d isparaître. Il s'ag it en fait d e traces d e 
cellules ayant lysé ou en t rain de l y ser, On pourrait 
p enser qu e ces cellules lysant parce que incap ables de 
se d iviser mais continuant à croître e t for:::ant po u r cela 
des excroissances ne pe uvent continuer à grandir à l'infini, 
et finissent par lyser. Nais d ë.:.ns ce cas, il f aud r a it ex­
pliquer pourquoi le mu tan t ts1 00 IJar exemple ( série IV) peut, 
lui, grandir de la sorte . 

Il e st possible d'a~'. tre part q u e les mutants pour lesquels 
une lyse est observée soient sujets à une certaine osmo ­
sensibilité (voir 5.2.4. les mutants osmo s ensibles), 
alors que les a u tres ne le sont p as . Cette hyp othèse iourrait 
ê t re testée en réalisant le même test - s u r la s ouchet 216 sur 
un milieu à forte osmolarité (YPD + 1O~ sorbitol ) à cond ition 
toutefois que l'osmolari t é du milieu ne corrig e pas la 
t h ermosensibilité en confortant la s t ructure mutée d ans sa 
conformation active. Si cela n ' est pas e t si l ' hyp othè se 
de l'osmosensibilité e st j uste, les cel lul e s ne d e v r a i ent 
plus lyser après exposition à J6°C . 

Photo 13. Mu tant t
5

216 après 24 h e ures ~ 3 6 c c . 
Les f lèc h es indiquent les zones de l ys e 'l 
G. 32Dx. ce.1. ulaire . 
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Phot o 14: 
s 

Mutant t 216 après 24 heures 3 36 °[. 
La zone encadrée est détaillée sur la photo 13 . 
G. 320x. 

78 

Outre ces . utants montran t de s excroissances à J6°C , nous 
espéri~ns po uvoir i dentifi er d es mu tants cdc d e phé notype 
A (pas ri e d ivision) ou H (une s eu le d ivisi on). 

No us avons pu en eff et relever environ 200 mu t ants do n t la 
croi ss ance est sto p pée i mméd iat emen t : ~ alheureusernent , il 
est d ifficile, par l a métho d e d e simp le observati o n u tilisée 
de savoir si cet a rrêt d e cro issance est du à une mutat ion 
cd c ou simplement à une t he rmosens i bilité t r è s marquée . 

Ce que l'on peu t aff i r :ner, c'est que les mutants c d c d e 
ce type se trouvent parmi ces 200 mu tant s relevés et qu 'ils 
pourraient être iden ti fiés p ar une technique p lus p oussée 
telle q u e traitement à la 0 lusulas e p ar exemple. 

Un tel mutant d ont la cro issance 2s t st o p pée i mmédi atement · 
es~ prés e nté sur l a série V . Le contrô le réalisé à 
2J °C permet d 'aff irmer qu e les cellules n'étai ~nt p as mortes 
avant d'être dép os é es sur la boî t e. 

Page s uiv a nt e: Série V: Photos 3 in t ervalles d u mut a nt ts97 
à 36 °C. La croissan ce es t s toppée i mm é d iatemen t . 
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Va. Mut an t ts97 au 
moment O. 
G. 8 0 x . 

Vb. Mut ant ts97 après 
2 heures -3 36°C . 
G. 80x . 

Ve . Mut ant ts9 7 après 
4 heures à 36°C . 
G. 80x . 
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Nou s avons égaleme nt re péré u n mu tant (tslJO) qui présent e 
un phénotype un p eu p articulier. Apr~s mise à J6°C , ce 
mutant, au lieu de se ci iviser d an s toute s les d irections 
d e l'es p ace et d onne r a insi d es amas d e cellules comme 
cela se passe normale men t , réalise q uelques d ivisi ons dan s 
une direction privilégiée , forma n t ains i des ch~ i nette s d e 
cellules (photos 15 et 16 ) • 
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Photo 15. Mutant ts 130 apr~s 20 heure s ~ 3 6°[. 
Les cellules forment des "cha!nettes" . 
G. 80x. 

Ph oto 1 6 . Mut ant t 5
130 après 20 h e ures~ J6 ° C. 

G. 320.x . 

4 
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On observe que ces chaînettes p euvent ce p endant se r amifier 
ou se coude r, p rouvant ainsi que, de temps en temps, une 
divisi o n se réalise dans une autre direction . Ce ty~e de 
muta t ion s e mble e n tou t c a s bien af f ecter le cycle de 
division cellulaire, ce qui nous la fait classer d ans les 
mutations cdc, mo men tanément en tout cas. 

s 
Un a utre mutant particulier est le mutant t 727 , dont toutes 
les cellules lysent après quelques heures à J6° C (photos 
17 et 1 8) . Il pourraït s'agir d'une osmosensibilité très 
marquée, mais peut-être aussi s'ag it-il d'un mutant inca­
pable d e synthétiser un constituant es s en t iel de sa membrane 
ou de sa paroi. 

I DENTIFICATION DE ~IDTANTS DE RESPIRATION. 

7.1._-Princi p e. 

Nous avons vu que, en cunditions normales de croissance et 
en présence de glucose, une grosse partie de l'énergie 
nécessaire à la levure est fournie par la fermentation , 
alors que la respiration est rédui t e, malgré son rendement 
énergétique bien meilleur . 

P a r contre, on p eut p enser que plus on s'éloi g ne des cond itions 
optimales de croissance (élévation d e la températu re par 
exemple), p lus la levure a besoin de la res p iration pour 
satisfaire à ses besoins. 

Si l'on admet ce t te hyp othè se, il est possible que, d ans 
la banq~e, se trouvent des mutants de respiration qui meurent 
à J 6°C car, à ce tte te mpérature, la respirati o n est nécessaire 
pour la survie. 

Les mutants de respiration sont a ss ez faciles à i dent ifier: 
il suffit d e co mparer la crois ~a nce à 2J°C sur un .milieu 
contenant un substrat fermentable d ' une part (milieu YPD) 
et sur un mili e u contenant un sthtrat res p iratoire d 'autre 
part (milieu YPG: le glycérol est la seule so u rc e d'énergie) . 
Les mutants d e respiration p ourront donc former des colonies 
sur le milieu YPD grâce à l a fermentation, mais p a s sur 
YPG (puisque la fermentation d u g lycérol d o n ne un bilan 
énergétique nul et que sa respiration est rendu e imp ossible 
suite à l a mutation). 

7 . 2. - Résultats ob t enus. 

La banque en t i ère a d on c été testée selon ce p r inci pe par la 
méthode du r é p licat e u r à clous. Nou s avo n s a i n s i re p~ r é 62 
mutants q u i p o u s sai e nt moins b ien ou pa s rlu tout sur le 
milieu res pi r atoire YFG. 

No us avo n s en s uite retesté ces 6 2 mut an ts p a r la méthod e de 
mise en sus p e n sion d e s cel lule s, de manière à obs e rver plus 
fineme n t l a crois sanc e . No u s avons a ins i retenu 1 5 mu t ant s 
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Photo lT:Mutant t 5 72î après 12 heures d'exposition à 36°C. 
Toutes les cellules sont lysées. 
GBOx. 
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Photo 1 8 : Mu t an t ts aprè s 1 2 heures d ' e xposi t i o n à 36° C. 
G 80 x . 
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(ré pertori é s d a n s l'annexe) que no us c onsidérons a i n si 
co mm e d es mu tants d e r e s p ira t ion. 
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L 'exi st e nc e de ces mutants tend d on c à étay er n ot re h y p oth è se 
d e d é p art sel on laque l le l a levure a b e so i n d e la r es p ira tion 
p our survivre à J 6° C a lors qu'el l e s u rvit t r ~ s b ien g râce 
à l a f e r me nt a ti on à de s temp éra t ures p lu s basses ( 2 J ° C). 

Nous avons do nc affa ire ici à un type particu lier d e mutants 
la mutation n'est pas vraiment t he r mosensible d 'ap rès le 
mécanisme e xp liqué ( dé stab ilis a t ion d e la structure à haute 
t empérature) et _elle s' e x p rime à 2J °C co mme à J6° C. Ma is les 
effets sont trag iques à J 6°C et non à 2J °C. < 

No us retrouvons donc ici la rela t ivi t é d e la notion d e g ène 
es sen ti el, notion li é e e n t ière8 e n t a ux co nd iti o ns d e l' e n­
v iron ne me n t. 
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1. CONS I DER ATIONS su~ LE CRI BLAGE D t Ui•E B..\:\:QUE DE .1UTA:\TTS 
THERMO SENSIBLES. 

Dans l'optique d'un premier criblage visant à d égrossir 
quelque peu u n e banque de mu t ants thermos e nsi b les, nous avons 
vu qu'une t echnique d e ré p lication rapide et sensible 
était indis p ensable (i d entification des mu t a n ts de fe r men­
tation et de respiration pour nous), 

Nou s avons ai n si pu c onstater que la techni q ue de mise en 
suspensi on d es cellules est très précise, mais lente, 
alors qu'au contraire, le t echnique d u ré p licateur à clous 
est t r ès rapide, mais moins précise. En ce qui nous concerne, 
nous avons d onc concilié les d e ux méthodes : une première 
s é lection r éal isée par le rép l ic ateur à clous était e nsuite 
retestée par mise en sus p ension d es cel l ul e s. 

A l'avenir, un répl icateur à clous quelque peu modifié 
p ourra être utilisé : les clous à tête plate seront remp lacés 
p a r des clous à tête ronde. Les clous ne s eron t pas app liqués 
directement sur les colonies, mais p long és dans des sus p ensions 
cellulaires de celles-ci. 

Ch aque tête ronde retiendra a insi une g ou t te qui sera dé posée 
s ur une boîte vierg e. Cette mé tho d e gar d e donc la p r é cision 
de la mise e n sus p e n sion cel lul a ire, mais est p lus rapid e. 

Lorsqu'il s'agit d e comparer des croissances, il f a ut 
considérer la relativité du ph é nom è ne de la thermosensibilité, 
que nous a v ons mise e n évidence à 2J°C ( courbes de croissance)­
comme à J6°C ( photographies). En effet, no us avons vu que 
certains mutants poussent encore à J 6°C, ce q ui pose cert a ins 
problèm e s d'interprétations indis p ensables à considérer. 

2. MUTANTS I DEXT I F I ES. 

Nous avons utilisé le principe selon lequel un mutant de 
fermentation peut survivre à J6 °C, si on l u i fournit des 
substrats dont il pourra tirer son énergie d ' une part (par 
la respiration), et t irer les intermédiaires essentiels aux 
d iverses voies anaboliques d'autre part, et ce malgré la 
mutation . 

Nous avons ains i i dentifié 66 mutants de fe r mentat ion qui 
pourront être c a ract é risés plus en dé tail et a insi servir de 
base à l' ét u d e du métabolisme energ étique et d e sa r égulation 
chez Saccharomv ces cerevis i ae . 
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Nous basant sur l'hypothèse selon laquelle la respiration 
devient de plus en p lus nécessaire si la levure est placée 
à de plus hautes températures , nous nous sommes de mandé si, 
dans une telle banque, pouvaient se trouver des mutants de 
respiration. L'utili sation comme unique source d 'énerg ie 
d'un substrat respiratoire (comme le g lycérol par exemple), 
nous a ainsi permis d'identifie r 15 mutants incapables de former 
des colonies à 2J°C sur un tel milieu. Une étude plus détaillée 
de ces mutants et de leurs réactions vis-à-vis de la tem­
pérature notamment, permettra peut-ê tre de mieux comprendre 
le métabolisme énergétique de Saccharomyc es cerevisiae 
(importances et rôles respectifs de la fermentation et de la 
respiration notamment). 

~ En nous basant sur les phénotypes des mutants cdc observés 
/ jusqu'à présent, et sur les méthodes employées jusqu'ici pour 

identifier ceux-ci, nous avons choisi une méthod e simple 
pour cribler notre banque : la simple observation au_m Lc.ros­
cope de la croissance des cellules à J5°C. 

Cette méthode nous a permis d'identifier des mutants à 
phénotype très visible (bourgeons mult i ples, excroissances) . 
Par contre, l'identification sûre de mutants cdc dont le 
phénotype ressemble au phénotype normal en simple micros­
copie, nécessite une méthode plus démonstrative mais plus 
longue (traitement à la glusulase ou coloration des noyaux 
au moins). La méthode que n ous avons choisie ne convient 
donc que pour un criblage grossier de la banque. 

Le mutant tslJO nous a frappés parce qu'il semblait se 
divis er dans une direction privilégiée, avec de temps en 
temps, changement de cette direction de division. Ceci mène 
à la formation de "chaînettes 11 de cellules évent~.iellement 
ramifiées. L'explication de ce phénomène a ~p aremment lié 
au cycle de d ivision pourra être approchée par une étude 
de ce mutant. 

Le mutant ts727 est particulier du fait de la lyse totale 
des cellules après exposition à J6°C . La facilité avec laquelle 
on peut lyser les cellules de cette so uche pourrait s'avérer 
très intére s sante si l'on sait que la paroi de la levure est 
très résistante et nécessite d ' employer des mo y ens énergiques 
pour lyser les cellules : broyages violents avec billes de 
verre, tra itements à la g lusulase •.• Ces tra itements sont 
plus longs et plus d ifficiles et nécessitent toujours l'in­
tervention d'ag ents extérieurs. Ici un simp le chang ement 
~ e température suffit~ 

3 . PER SPECTIVES D ' UTILISATION DE LA BA~QUE ~ ANS LE CAS 
PARTICULIER DE LA t 1:E'T'HYLATI ON :)E LA Cl I FFE DES ARNm 
EUCARYOTIQUES. 

Pour être exp rimé, un gène eucaryotique doit d'abord être 
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transcrit co mp lètement en ARNhn, qui sera alors p rofond ément 
mo d ifié avant d'être exporté vers le cyto p lasme où il servira 
de messager pour la s y nth èse des p rotéines par les ribosomes. 

L'ARNhn doit donc sub ir d iverses étapes de maturation (61) 
coiffage en p osition 5 1 (do n t nous allons parler), polyadé­
nylation en position J', e t épiss a ge (c'e st - à -dire e xcision 
des introns, r égions non c odantes présentes d ans les gènes 
d 1 eucaryotes). 

Le c oiffage, qui nous intéresse ici, est donc la mise en place 
en position 5 ' de l' ARNhn d'une structure particuli è re ap p elée 
la coiffe (fig.19 ). 

1-~· 
HfNÀH,l:) BASE , 

. 0 0 0 ~ • 1 R 1 1 
CHr·O-P-O-P-O-P-0-CH 0 

- 1 1 1 ? 
o- o- o-

J ' O<CH,) 

0 BASCz 

o•f-o-l~r o 
o-

.. 1 ? O(CMsl 
O•P-0 00

• 

1 o-

Fig.19:La struc t ure de la coiffe d'après Shatkinf6 8 ). 

Une 7-méthylguanosine est reliée au pénultième nucl é otid e par 
un p ont 5'- 5 ' triphosphate , e t c eci chez tous les eucary otes. 

Par contre, la nature et le d e g ré d e méthylation d u pénul t i ~me 
et d e l'anté p énultième nucléotide varient, f ormant ainsi 
d ivers types d e coiffe : 

m~G(S')ppp(5 1 )X~ 
m G ( 5 ')ppp (5') X(n ) 
m7 G~·-t) · ( -')m '.'/ 6Am m7 ~ ppp ) m m p 

G 5')ppp(5')X p Y p 

type 0 . . 
type 1 . . 
type 1 t : 

type 2 . . 
On rencontre la c o i f fe d e typ e O c h ez Sacc haro mvces c e revisiae 
et la coiffe d e t yp e 2 chez l'ho mm e par e xemp le. 
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La coiffe e s t do n c une s t r u c ture uni v e rsel l e c h ez l e s 
euc a r y otes, et que l' o n re n c ontre au s si c hez certai ns virus. 
Le tableau d o nn e u ne i d ~e d e la r ~par t it ion de s t ypes de 
c:' 0 7 f'-f' Q 

Virus Coiffe 0 Coifh 1 Coifh 2 Méthylat i on interne 

VEGtTAUX 

l AAN bicaténaire 

WTV N.D. X • A N.D. N.D. 
Virus de PeniciZZiwn chryaoganim. - X • Pu, Py - N. D. 

• ARN monocaténaire 

CHV Pas de coiffe N.D . 
STNV Pas de coiffe -
Virus de la nécrose du tabac Pas de coiffe -
Virus de h mosaîque du tabac X " G - - -
Virus de la mosa.,.que de 1 'orge X • Pu, Py - - -
Vi rus de la mosaîque du concombre X " Pu, Py - - -
Virus de la mosaîque jaune du navet X • G • A - - -
Vinis de la mosa'l'que de la luzerne X " G - - -
Virus X de 1 a poorne de ter~ X • G - - -
BMV X • G - - -

ANIMAUX ---
à ADN --
à répl ication cz:toelasmi 9ue 

Virus de la vacc i ne - XaA,G,m (5 )NA - -
à réelication nucléa i re 

.:.ocnovi rus - - X•A,m(0 )r1A m(6 )NA, m51,; 

Virus SV 40 X•G,m(6)NA - in (6)NA 

Virus de l ' herpès - - + m(6r:A 

Virus du po l yome - - X•G,"' ( li )"'A ~(~)"A 

à ARN bicaténaire 

à réel icat i on cz:toelasmique 

Réovirus - - X•G,YaC -
à ARN monocaténaire 

à réel ication cz:too l asm i9ue 

Spring viremia du carpe - X • A - N.D. 
Vi rus de la ma l ad1e de Newcast l e X • Pu, Py - - -
Vi rus de la gr i ppe - X•G,m (6)NA - m(6)NA 

Vi rus de la stomat i te vésiculeuse - - x .. m(5)NA YaA -. 
Virus · de Dengue - x.m(6)NA - -
Virus de Si ndb i s X • A - - mSC 

Ca lei vi rus Pas de co iffe N.D . 
Virus de la fièvre apht!use Pas de co i ffe -
Vi rus de 1 'encéphalomyocardite Pas de cx,iffe -
Pol ioY irus Pas de coiffe -

à ~hcati on nuc l éa i re 

Virus du sarcome av i aire - X • G - m(6)NA 

Virus de l a l eucose féli ne - X • G - m(6)NA 
Virus de l a l eucose il"ilrine - X • G - m(6)N A 

Vi rus du sarcome de Rous - X • G - m(6 )NA 



Coiffe O Coiffe , Coiffe 2 !Wth. 1nt . 

MICROORGANISMES 

N•i.rospo:ra e:rassa X • A > G - - -
Sa:eliaromye•s eerevisiae X • A > G - - -
Dictyoste lliwr. di seo{àes X • A > G X • A(10:) - -

VEGETAUX 

Embryons de blé X• Pu, Py - - -
Haïs X• Pu, Py - - -
Soya X • Pu, Py X • Pu, Py - -

ANIMAUX - - -
Invertéb rés 

Oocytes d' insec t es X • Pu, Py - - -
Bo-.:::1= mori - X • A y • u m(6) NA 

Aedes albopi=twe - X • Pu, Py y • Pu, Py m(6 )NA 

Artllr,: -:.a sa l i ne X • Pu, ?y N.D. N.D. N.D. 
Drosophil e X • C X • Py > Pu y • Pu , Py N.D. 
Oursin de mer - X • Pu > Py - m(6 )NA 

Vert~brés 

Ova l bur> i ne X • A X•A, m(6)NA y • Py N.D. 
Globine de canard - X • Pu, Py N.D. -
Glob ine de sour i s - X•A , 111 (6 )NA y • C -
lrm1unoglob uli nE de souri s - X•G, m(6)NA y • A m(6)NA 

Rein de sour is - X • Pu, Py y • Pu, Py + 

Ce l lul es L de sou ris - X • Pu, Py y • Pu, Py m(6)NA 

Erythroides de sour i s - X • Pu, Py y • Pu, Py m(6 )NA 

Myélome de sour i s - X • Pu, Py y ir. Pu, Py 111(6 )NA 

Hépa tome de: rat - X • Pu, Py y " Pu, Py m(6)NA 

Rein de hamst er - X • Pu, Py y = Pu, Py m(6)NA , m5C 

Globine de lapi n - X • m(6)NA y • C -
Re in de singe - X• Pu, Py y • Pu , Py m(6)NA 

Globine huma i ne - X•A, 111 (6 )NA y • C -
Cellules Hela humai nes - X • Pu, Py y • Pu, Py m(6)NA 

Histones de ce ll ules Hel a - X•A,G,m(G)NA y • Pu, Py -

Tabl eau c an nant une li s te de coiffe s id en tifiées d ans quelques 
vi r u s ( p age 86) et cellule s eucaryoti q ue s ( c i - dessu s ) . 

8 9 . 
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La figure20 re p ré s ente les diverses ét a pes du coiffage , 
ain si que les enzymes imp liquées. 

1/ Une ARN 5' -triphos phatase enl ève le 
pour former un ARN 5' -diphosphate . 

- phosphate de 1 1 .,\.RNhn 

2/ 

J/ 

4/ 

5/ 

6/ 

Une ARN guanylylt r ansféras e catalyse le transfert de GMP 
à parti r de GTP sur l' ARN 5 1 -diphos phate c ' est la r éacti on 
de c oiffage proprement dit e. 

Une ARN (guanine-7~ méthyltransféras e est responsable d u 
transfert d'un group e ment méthyle d e l a SAd oMet ( d onneur 
biologique de g r oupement méthyle) vers la position 7 d e 
la g uanine te rminale , pour fo r mer une coiffe d e type O . 

Une ARN (nucl é osid e-2' - ) méthyltrans férase méthyle la 
positi on 2 1 du p énultième nucl éotide pour former une coiff e 
de type 1. 

Une ARN (2' - 0 -mé thyl a déno sine - N- 6) méthyltransférase 
c atalyse le transfer t d 'un groupement méthyle e n position 
N-6 si le pénultième résidu est une adénine. On a alo rs 
une coiffe de type l'. 

Une A...~N (nucl é oside - 2 '- ) méthyltransférase peut cat alyser 
(cette fois dans le cyto p lasme), le t r a nsfert d ' u n g roupe 
méthyle supp lémentaire en position 2 '-0 d e l'ant é pénultième 
nucléoside pour former une coiffe d e type 2 (62) . 

La coiffe joue plusieurs rôles i mp or t ants. 

- Stabilité : d u fait d e la liaison 5' - 5' , une nouvelle extré­
mité J'OH e st créée , ce qui e mpê c he l'att aque des 5 ' exo­
nucléases. 

De plus, Kim et Sarma ont p roposé comme structure tr i d i me n ­
si onne l l e d e la coiffe, un re pli d e l ' extré mité m7 Gp p Xp 
sur elle-mê me, g r âce à la g rande flex i bilité d u lien t ri­
pho sphate. Dan s ce cas, des forces d e st a c k i n g e nt re les 
cycles de la gu ani n e et d u pénulti è me nucléotid e renfo r ce ­
raient la stabilité de la molécule . 

Shatkin a c onfirmé ce r8le de stabi l isation en o b s erv ant 
une diminu tion d u t e mps d e d emi vie d es me s sag ers dé pourvus 
d e coiffe ( 6 4 ) . 

Tran s cription: le coiffag e s e f a it d ès l e d ébut d e la 
tra n s c ri p tion (65) et il semble indis p ens a ble , chez c e rt a ins 
organismes e n tout cas, à la c ontinua t i o n d e la t r a n s c ri ption 
(66) . 

Tr aduction la c o iff e p ourra it facili te r la l i a ison d u ribo ­
s ome à l' ARNm, peut - ê tre en in t eraction ave c c er t a i ne s p ro ­
téines tel l e s q u e le CEP (C ap Bind i ng Pr ote in) . 
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Pi GTP PPi 

ppp(S')XpYpZp ••• L . pp(S')XpYpZp ••• --~~J ____ G(S')ppp(S')XpYpZp ••. 

SAdoMet 
4 

SAdoHcy 

m?G(S')ppp(S')ZpYpZp ••• G(S')ppp(S')XmpYpZp ••• 

SAdoMet 

4 

SAdoHcy 

si X = A 

m7 G( 5' )ppp(S' )m6 (N) AmpYpZp ••• ••-~-5""""C ____ m7 G( 5' )ppp( 5' )XmpYpZp ••• T"' 
SAdoMet 

SAdoHcy SAdoMet SAdoMet 

6 6 

SAdoHcy SAdoHcy 

Fig.20:Etapes de ~Jiffage avec les enzymes impliqués: 

1. ARN -trip ho sp hatase 
2. ARN -g uanyl y ltransférase 
3. AR N(guanine-7-~-méthyltransférase 
4. Coiffe 1 ARN{nucléoside-2'-)-mé t h y ltransférase 
5. ARN(2' - 0 -méthyladénosine -N-6)-méthyltransférase 
6. Coiffe : 2 ARN(nucléoside -2 1 - ) - méth y ltransférase. 
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Nous voyons donc que la coiffe possède plusieurs rôles plus 
ou moins connus. 

~ ais il n'en va pas d e même en ce qui concerne la méthylation 
d e la coiffe qui, si elle est universelle, n'a p as encore 
de rôle connu. 

Certaines études ont montré que la méthylation d e l' A.RNm 
viral est nécessaire à sa traduction in vitro, mais aucun 
rôle n'a encore été d émontré in vivo 168 1. 

Il existe donc là une structure particulière, universellement 
conservée chez les eucaryotes et présente chez certains 
virus , qui nécessite pour sa mise en place un système en­
zymatique spécifique mais qui est encore très p eu connue. 

L'idée est donc d'obtenir un mutant thermosensible incapable 
de méthyler ses coiffes à J6°c. 

La fig. 21 explique le test biochimique qui p ermet t rait d e 
découvrir un tel mutant de méthylation, dont l ' é t ude condui ­
rait peut - être à une meilleure compréhension d u rôle biolo ­
gique de la méthylation. 



Mut a nt autre qu ' un mutant 
de rnéthylation . 

1 
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Mutant de méthylation 

j 
Fabrique de l ' ARNm no r mal 

(rnéthy lé ) 
Fabrique de l' ARN m normal 

(méthy l é) 

l 
Fabrique de l' ARNrn méthylé Fabrique de l' AHNm sous­

méthylé 

.\ R Nrn rn é th y lé 

AR Nrn no n. marqué: 
réponse nég a tive 

e xtr actio n d' ARN 1~, 
ARNm so us-méthylé 

+SAdoMet marqué 
+ enzyme de méthylation 

( I ) 

ARNm mar qué : 
réponse positive 

( ! ) :Test de méthylation. L' ARN extrait est mis en présence 
d'enzyme de méthy la tion de la coiffe et de donneur de 
group e mé thyle marq ué (réponse positive du compteur à 
radioactivité). 
L'ARNm sous-méthy l é recevra dan s ces conditions un groupe 
méthy le marqué ( r épon se po s itiv e du com pt e u r à radioacti vité) 
alors que l' ARNm méthylé gardera ses g roupes méthyles non -
ma rqués (répon se négative du compteur à radioactivité) . 

Fig. 21: Principe de la détection d' un mutant de méthyl ation 
dans la banque . 
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ANNEXEI . 

Symboles utilisés: 

+++: thermosensibilit~ f ~ e (les mutants stoppent trè s rapidement 
eur croissance après une ou deux générations). 

++: therm.osen s ibilité moy e n e ( les mutants stoppent leur 
croissance après quelques générations). 

+: th e rm osensibilité faible ( les mutants gardent une croissanc e 
ré s iduelle assez forte. 

-: muta s non thermosensibles (croissance proche de celle du 
s au vage à 36°C. 

f: mutant de Fermentation. ­
R: mutant de Respiration. -
C: mutant cdc . à excroissance. -

numéro du thermos en- identifi-
mutant sibilité cation 

1 ++ C 
2 ++ 
3 +++ 
4 -
5 - F 
6 ++ 
7 ++ 
8 

... 
++ 

9 ++ -
10 ++ 
1 1 ++ F 
1 2 ++ C 
13 +++ 
1 4 ++ C 
1 5 ++ C 
1 6 ++ 
1 7 ++ 
1 8 ++ 
1 9 t ++ F 
20 ++ 
21 ++ 
22 ++ 
23 ++ 
24 ++ 
25 ++ 
26 -
27 ++ 
28 ++ 
29 ++ 
30 ++ 
31 ++ 
32 ++ 
33 ++ C 
34 ++ 
35 ++ 
36 ++ 
3·7 +++ R 

numéro du thermosen - identifi-
mutant sibilité cation 

38 -· 
i8 ++ 

++ 
41 ++ 
42' -
4J ++ 44 +++ 
45 -
46 ++ 
47 +++ 
48 +++ R 
49 +++ 

F 50 ++ 
51 ++ 
52 ++ F 
53 ++ 
54 ++ 
55 ++ 
56 ++ 
57 ++ 
58 + 
59 ++ 
6Q, -
6t -
62'. + ç 
63 - F 
6-4 ++ 
65 ++ 
66 +++ 
67 ++ 
68 - F 
69 ++ 
70 -ir+ R 
n ++ 
72 ++ 
73 - F 
74 ++ 



95. 

' 

numéro du therm osen- identifi- numéro du thermosen- identifi-
mutant sibilité cation mutant sibilité cation 

75 - 129 ++ 
76 ++ 1 3,0 ++ F 111 
77 ++ 1 3: 1 +++ 
7B ++ 132 ++ 
79 ++ f 133 ++ BO ++ 134 ++ F 81 ++ 135 ++ 82 ++ F 136 -83 ++ 137 ++ F 84 ++ f 1 3 B ++ 
85 ++ 139 ++ C 86 - F 1 40 +++ 
87 ++ 1 41 ++ 
88 ++ 142 ++ 
B9 ++ 14J. ++ 
90 - 144 + 
91 - 145 + 
92 ++ 146 +++ 
93 +++ 147 +++ 
94 ++ 1 48 ++ 
95 ++ 149 ++ F 96 ++ 1 50 ++ F 97 +++ 1 51 + -
98 - 1 52 +++ 
99 + 1 53 + 
Hl □ ++ C 154 + 101 +++ 155 + 102 ++ C 156 ++ 
1 03. ++ 1 5 7 ++ 104 ++ 158 + F 1 os +++ 159 ++ 1 06 ++ 160 ++ 
107 +++ 1 61 ++ 
10B +++ R 1 62 + 109 ++ C 163 ++ F 11 0 ++ R. 1 64 ++ 
1 1 1 ++ F 165 +++ 
1 1 2 ++ 1 66 ++ 
11 3 ++ 167 ++ 11 4 ++ 168 ++ F 1 1 5 ++ R 169 ++ 11 6 ++ C 1 70 ++ 11 7 +++ 1 71 +++ 11 8 ++ 1 72 ++ 
11 9 ++ 1 73 -120 +- 174 _ , ~ 
1 21 ++ 1 75 +++ 1 22 +++ F 1 76 ++ 123 ++ F 1 77 ++ 124 + C 1 7B -125 ++ 1 79 +++ 126 +++ 1 BO ++ 
127 ++ 1 B 1 +++ 128 ++ F 1 82 ++ 
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numero du thermos e n- identifi- numéro du thermosen- identifi-
mutant sibilité cation mutant sibilité cation 

-
1 83 ++ 23·7 ++ 184 ++ 238 ++ 1 8 5 ++ 239 ++ 186 ++ 240: ++ 1 8 7 ++ 2 41 -188 - 242 +++ 189 +++ 243 -1 90 ++ . 

244 ++ 1 91 ++ 245 ++ R 1 92 ++ 246 -1 93 ++ 247 ++ R 1 94 ++ 248 ++ 195 +++ 249 +++ 1 96 ++ 250 ++ 1 9 7 + 2 51 ++ 1 98 ++ 252 -1 99 +++ 253 ++ 200 - 254 -201 ++ C 255 ++ 202 ++ 256 -203 ++ 257 -204 ++ 258 ++ 205 ++ 259 +++ 206 ++ 260 +++ 207 - 2 61 +++ 208 - 262 ++ 209 +++ 263 ++ 210 +++ 264 ++ 211 ++ 265 ++ 212 ++ 266 +++ 213 ++ F 267 ++ 214 ++ - 268 -[ + :_::_ - f i 215 - - 269 ++ 216 ++ C 270 ++ 21 7 ++ C 2 71 -218 +++ 2 72 -21 9 +++ 2 73 ++ 220 ++ 2 74 +++ 221 ++ F 2 75 [2 1 
222 ++ F 2 76 +++ 223 +++ 277 +++ 224 ++ 2 78 +++ R 225 ++ F 2 79 +++ 226 +++ F 280 ++ 227 +++ 281 ++ 228 ++ 282 +++ 229 ++ 283 +++ 230 ++ 284 ++ 231 +++ 285 ++ 232 +++ 286 +++ 23J - 287 -234. +++ 288 ++ 235 ++ 289 -236 ++ 290 +++ 
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numéro du thermos en- identifi- numéro du thermosen- identifi-
mutant sibilité cation mutant sibilité catipn 

2 91 ++ 34 1 ++ 
292 - 348 ++ 
2 93 ++ 349 ++ C 294 +++ 350 +++ 
295 +++ 3 51 +++ 
296 +++ 3 52 + 
297 ++ C 353 ++ 
298 +++ 354 +++ 

1 

299 +++ 355 +++ 
300 ++ 356 +++ 
301 - 357 ++ 
302 ++ F 358 ++ 
303 ++ 359 ++ 
304 + 360 +++ 
305 ++ 3 61 +++ 
306 +++ 362 ++ 
307 ++ 363 ++ 
308 ++ 364 ++ 
309 +++ 365 ++ 
310 +++ 366 +++ 
311 ++ 367 ++ 
312 +++ 368 ++ 
313 ++ 369 ++ 
314 ++ 3 70 -315 +++ 3 71 ++ C 316 ++ 3 72 . ++ 
31 7 +++ 3 73 ++ 
318 +++ 3 74 + 
31 9 ++ 3 75 ++ 
320 +++ 3 76 +++ 
321 +++ 377 ++ 
322 +++ 3'78 ++ 
323 +++ 3 79 ++ 
324 +++ 3'80 ++ C 325 +++ 3'.81 +++ F 326 ++ 3 82 +++ 
327 ++ 383 ++ 
328 ++ 384 -329 ++ 385 ++ 
330 ++ 386 ++ 
331 ++ 387 +++ 
332 ++ 38 8 ++ 
333 ++ 389 ++ 
334 ++ 390 ++ F 335 ++ 3 91 ++ 
336 ++ 3 92 ++ F 33 7 +++ 3 93 ++ 
338 ++ 3 94 ++ 
339 - 395 +++ 
340 ++ 396 ++ 
3 41 +++ F 397 ++ 
342 ++ 398 ++ 
343 ++ 399 ++ R 344 ++ 400 ++ 
345 +++ 401 ++ 
◄ ,1 (:. ' ' . --
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n um éro d u thermosen- identifi - numéro du thermosen - identifi-
mutant sibilité cation mutant sibilité cation 

-

403 +++ 459 +++ 404 +++ 460 ++ 405 ++ 461 +++ 406 ++ 462 ++ 407 +++ 463 +++ 408 ++ C 464 +++ 409 ++ 465 +++ F 410 ++ 466 +++ R 41 1 ++ 467 ++ C 412 +++ 468 ++ C 413 +++ 469 ++ 414 +++ 470 ++ 415 +++ 4 71 + 416 ++ 4 72 +++ 417 ++ C 4 73 ++ 418 ++ 4 74 ++ 419 ++ 4 75 ++ 420 +++ 4 76 ++ 421 ++ 4 77 +++ 422 ++ 4 78 ++ 423 ++ 4 79 +++ 424 ++ 480 +++ 42 5 ++ 4 81 ++ C 426 ++ 482 ++ 427 ++ 483 ++ 428 +++ 484 +++ 429 +++ 485 -430 ++ C 486 +++ 431 ++ 487 + 432 ++ 48 8 +++ 433 ++ 489 ++ 434 ++ 490 ++ 435 ++ 491 +++ 436 ++ C 492 ++ 437 +++ 493 ++ R 438 +++ 494 ++ 439 +++ 495 ++ 440 +++ 496 +++ R 441 ++ 497 ++ f 442 ++ C 498 ++ 443 +++ 499· ++ R: 444 ++ 500 ++ 445 +++ 501 ++ 446 +++ F 502 +++ 447 +++ 503 +++ 448 +++ 504 +++ 449 +++ 505 ++ 450 ++ 506 -451 ++ 507 ++ 452 +++ 508 -453 -++ C 509 -454 ++ 51 0 ++ 455 ++ 51 1 ++ 456 ++ 512 ++ 457 ++ 511 ..1....1.. 
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numéro du thermosen- identifi- numero du thermos en- identi-fi-
mutant sibilité cation mutant sibilité fication 

515 - 569 ++ 
516 ++ 5 70 ++ f 51 7 ++ 5 71 ++ F 51 8 ++ 5 72 ++ 519 ++ 5 73 ++ F 520 - 5 74 ++ F 52 I ++ 5 75 ++ 522 ++ . 5 76 -523 ++ 577 ++ 524 ++ 5 78 ++ 525 ++ 5 79 
526 -+++ 580 -52 7 - 581 -528 + 582 ++ 52 9 + 583 ++ 530 + 584 ++ 
531 +++ 585 ++ 532 586 -533 ++ 58 7 ++ 534 588 +++ 
535 ++ 589 ++ 53 6 ++ 590 -53 7 ++ 591 +++ 538 ++ 592 ++ F 53 9 ++ 593 + 540 ++ 594 ++ 541 ++ C 595 ++ 542 ++ 596 ++ 543 ++ 597 ++ C 544 ++ 598 ++ F 545 ++ 599 -546 ++ 600 ++ 54 7 ++ 601 ++ 548 ++ 602 ++ 549 + 603 +++ 550 + 604 -551 ++ 605 -552 ++ 606 -553 ++ 607 +++ 554 ++ 608 -555 ++ 609 ++ 556 ++ 610 ++ 557 +++ 61 1 ++ 558 ++ 612 ++ F 559 ++ 613 ++ 560 ++ 614 ++ 561 ++ 61 5 +++ 562 ++ 616 ++ 563 ++ 61 7 ++ 56 4 ++ 618 ++ 565 ++ 61 9 ++ 566 ++ 620 ++ C 56 7 ++ C 62 1 ++ 568 ++ 62 2 ++ l 

1 
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numéro du th ermo s en- identifi- numéro du thermos en - identifi-
mutant sibili té cation mutant sibilité cation 

623 +++ 683 ++ 624 ++ 684 ++ 62 5 ++ 685 ++ 62 6 - 686 ++ 62 7 ++ 687 +++ 62 8 ++ 688 ++ 62 9 ++ 689 ++ 630 ++ 690 ++ 631 ++ 6 91 ++ 632 ++ 692 ++ F 633 ++ 693 +-t+ 634 ++ 694 +++ 63 5 +++ F 695 ++ 636 ++ F 696 +++ 63 7 ++ 697 ++ 638 ++ F 698 ++ C 639 ++ 699 +++ 640 ++ F 700 ++ 6 41 ++ F 701 ++ 642 ++ 702 ++ C 643 ++ F 703 +++ 644 ++ 704 ++ 645 +++ 705 ++ 646 ++ 706 ++ 64 7 ++ 707 +++ 648 ++ 708 ++ 649 ++ 709 ++ 650 ++ 71 0 ++ 651 +++ 711' ++ 652 ++ F 712 +++ 653 ++ 71 3 +++ 654 +++ .· 71 4 ++ 655 - 71 5 ++ 656 ++ 71 6 +++ 657 ++ C 71 7 ++ 658 ++ 718 ++ 65 9 ++ 71 9 -660 +++ 720 ++ 6 61 ++ 721 -++ f 662 ++ 722 ++ 663 +++ 723 +++ 664 ++ 724 ++ C 665 ++ 725 ++ C 666 ++ 726 +++ 667 ++ 72i ++ 13 ] 
668 +++ 728 +++ 669 ++ 729 ++ 670 ++ 730 +++ 6 71 - 731 +++ 6 72 ++ 732 ++ 6 73 ++ 733 ++ 674 ++ 734 +++ 6 75 +++ 73 5 ++ 6 76 +++ 73 6 ++ 6 77 +++ 737 +++ 6 78 +++ 73 8 +++ 6 79 +++ 73) -680 - F 7ll Q ++ 681 ·l-++ 741 -682 +++ 742 + 
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numéro d u therm os en- identifi- numéro du thermos en- identif'i-
mutant sibilité catio n mutant sibili té cation 

743 +++ 797 ++ 
744 ++ 798 ++ 
745 + 799 ++ 
746 ++ 800 ++ 
747 +++ 801 ++ 
748 +++ F 802 +++ 
749 ++ 803 ++ 
750 ++ 804 ++ 
751 ++ 805 ++ 
752 +++ 806 +++ 
753 ++ 807 +++ 
754 +++ 808 +++ 
755 +++ 809 ++ 
756 + 810 +++ 
757 +++ 811 ++ 
758 ++ 812 ++ 
759 ++ 813 ++ 
760 ++ 81 4 ++ 
761 ++ 81 5 ++ 
762 ++ 81 6 ++ 
763 ++ 81 7 ++ 
764 ++ 818 ++ 
765 ++ 81 9 ++ 
766 ++ 820 +++ 
767 ++ 821 ++ 
768 +++ 822 ++ 
769 ++ 823 ++ 
770 ++ 824 ++ 
771 ++ 82 5 ++ 
772 ++ 826 +++ 
773 ++ *82 7 ++ 
774 ++ 829 ++-
775 - 830 ++ 
776 ++ 831 ++ 
778 ++ 832 ++ 
779 ++ 833 ++ R 780 ++ 834 +++ 
781 ++ 835 +++ 
782 ++ 836 ++ 
783 +++ 83 7 ++ 
784 ++ 838 ++ 
785 ++ 83 9 ++ 
786 ++ 840 + 
787 ++ 841 ++ C 
788 ++ 842 ++ F 
789 ++ 843 ++ F 
790 ++ 844 ++ f 
791 ++ 845 ++ 
792 ++ 846 ++ C 793 ++ 847 ++ 
794 +++ 848 +++ F 
795 ++ 849 - F 
796 ++ 850 ++ F 

* 82 8 +++ 



numéro du thermosen- identifi- numéro du 
mutan~ sibilité cation mutant 

++ 868 
+++ 8 6 9 
++ F 870 
+++ f 8 71 
++ C 8 72 
++ 8 73 
++ 8 74 
++ F 8 75 
++ 8 76 
++ 877 
++ 8 78 
+++ 8 79 
++ 880 
++ 8 81 
++ 882 
+++ F 883 

867 1 + 

~~~~ES~~~: 
(1):mutant 130: formation de "chaînettes" 
(2):mutant 275: n'existe pas 
(3):mutant 727: mutant de lyse. 
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thermos en- iden t i fi -
sibilité cation 

++ 

-
-
-
+++ 

---
+ 
++ 
++ 
-
++ F 
++ 
++ 
-



ANNEXE 2. 

liste des symboles utilisés pour le mé t abolisme énergétique. 

Table / Enzymes and gcncs of ycast intcnncdiary metabolism 

ACO' 
(ACS) 

aconitatc hydratase 4.2. i.3"; R: Boyer (1971. V, 413-439)' 
acctyl-CoA synthctase 6.2. l.l; Frcnkel and Kitchens 

( 1977): 2 • 78, O. 5%d 
ADC ADM ADR alcohol dchydrogenase 1. 1. 1.1 : Wills and 

(ALD) 

CJT 

(DAR) 

(ENOJ 

(FBA) 

(FBP) 

(FRDJ 
(FVM) 

(GLD) 

GLK 

(GNDJ 
GPM 

(GPPJ 
GUT/ 
GVn 

HXKI 
HXK2 

(/CD!) 

(iCD2) 
/Cl 
KGD 

(LDHJ 

(MDDJ 

MDH 

(MLS) 

(PCKJ 

Jornvall (1979): Wengcr and Bernofslcy (1971): 4 • 36, ~ 1%: 
R: Boyer (1975. XI. 103-190) 

aldehydc dchydrogenase (NADP' ) 1.2.1.5: Bostian and 
Betts () 978): 4 • 62 

citrate synthasc 4.1.3. 7: Parvin ( 1969): 
0.2%: R: Weitzman and Dawson (1976) 

dihydroxyacctone-P reductase (glyccrol-3-P dehydrogenase) 
1.1.1. 94 

enolase 4.2.1 . 11: Brewer and Fairwell ( 1970): 2 • 44: 
R: Boyer (1971. V, 499-538) 

fructose-bisphosphate aldolase 4.1.2.13; Harris et al. 
( 1969): Lubini et al. ( 1977): 2 • 40. 4%: R: Boyer ( 1972. VII. 
213-258) 

fructose bisphosphatase 3.1.3. 11; Funayama et al. ( 1979): 
2 • 56, 0.1%; R: Boyer (1971, VI, 612.:.o46) 

fumarate reductase 1.3.99. 1; Tisdale et al. (1968) 
fumarase 4.2.1.2; Cataldi and Stoppani ( 1966): R: Boyer 

(1971. V, 539-571) 
glyceraldehyde-3-P dehydrogenasc 1.2. 1. 12: Kirschner 

and Voigt (1968) : Butler and Joncs (1970): Stallcup et al. 
(1972); Holland and Wcsthead (1973): 4 • 36, 2-20%: R: Boyer 
(1976. Xlll. 1-49) 

glucolcinase 2. 7.1.2; Mait ra and Lobo ( 1977c); ? • 51. 0.2% 

6-phosphogluconate dehydrogcnase 1. 1. 1.44 
phosphoglyccrate mutase 2. 7.5.3; Grisolia and Carreras 

( 1975): Sasalci et al. ( 1976): 4 • 28. O. 9%: R: Boyer ( 1972. VI. 
407-477) 

glycerol-1-phosphatase 3.1.3.21 
glycerol kinase 2. 7.1.30: R: Boyer ( 1973. VIII. 487- 508) 
glycerol-3-P dehydrogenase 1.1.99.5; R: Boyer 

(1976. XIII. 175-298) 
hexokinase; Bernard ( 1975): Mc Donald et al. ( 1979): 2 • 52. 

0.5%; R: Boyer (1973. IX, 1-48); HXKI on 6R'. Lobo and 
Maitra (1977a); HXK2 on 7L. P.K. Maitra (pers. comm .) 

isocitrate dehydrogenase (N AD") 1.1.1.42; Barnes et al. 
( 1971 ); lllingworth ( 1972); 8 • 40. o:,/3, . 

isocitrate dehydrogenase (N ADP.) 1.1.1.43; Kornberg (1955) 
isocitrate lyase 4.1.3.1 ; Oison (1 959) 
o:-ketoglutarate deh ydrogenase 1.2.4.2: Hirabayashi 

and Harada (1 971 ); R: Boyer (1970. 1. 213-240) 
lactate dehydrogenase 1.1.2.3 (cytochrome b:): Labeyrie 

et al. ( 1978): 4 • 57, 1.1.2.4. 1.1.96.6; R: 
Boyer (1976, XIII. 175-298) 

malate dehydrogenase (decarboxyla1ing) or the ~malic 
enzyme" 1.1.1.40: Temperli et al. (1965): Fuck et al. 
(1973): R: Frenlcel ( 1975) 

malate dehydrogenase 1.1.1.37; Hagele et al. ( 1978 ): 
2 • 37 (mitochondrial ). 2 • 34 (cytoplasmic ): R: Boyer ( 1975. 
XI. 369- 396) 

malate synthase 1.1.3.2; Dixon et al. ( 1960): Zipper 
and Durschlag ( 1978 ); 3 • 63 

phosphoenolpyruvate carboxykinase 4. 1.1 .49 
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Table / (Continued) 

PDC 

(PDHJ 

PFK 

PGI 

PGK 

(PGL) 
PGMI 
PGM2 
PMI 

(PYC) 

PYK 

(RPEJ 
(RPIJ 

SDH 
(SCS) 

( TAL) 

(TKTJ 

TPI 

(ZWFJ 

pyruvate decarboxylase 4. 1. l. l; Gounaris et al. ( 1975); 
4x6(), 1% 

pyruvate dehydrogenase 1.2.4. l: Wais et al. ( 1973); 0. 1 %: 
R: Boyer (1970. I. 213-240) 

phosphofructokinase 2. 7. l.11; Ta maki and Hess ( 1975): 
Koppcrschlager et al. ( 1977): a.{3 •• 8 x ~ 100. 0.3%: 
R: Boyer ( 1973, VIII. 240-278): Uyeda ( 1979) 

phosphoglucose isomerase 5.3. l. 9; Kempe et al. ( 1974); 
2" 60. 1%; R: Boyer (1972. YI, 272-354); on 2R. Maitra and 
Lobo ( 1977d); Herrera and Pascual ( 1978) 

phosphoglycerate kinase 2. 7 .2.3: Sc opes ( 1975): 
Spragg et al. ( 1976): 1 x 40, 5%; R: Boyer ( 1973. VIII. 335-351) 

6-phosphogluconolactonase 3. 1. 1.31 
phosphoglucomutase 2. 7.5. 1; Daugherty et al. ( 1975): 

2" 32, 0.04%; R: Boyer ( 1972, VI. 407-477) 
phosphomannose isomerase 5.3. 1 .8; Gracy and Noltmann 

(1968); 1 x 45?., 0.06%: R: Boyer (1972. VI. 272-354) 
pyruvate carboxylase 6.4. l. l; Cohen et al. ( 1979); 

4" 120. 0.3%: R: Boyer (1972, VI. 1-36) 
pyruvate kinase 2. 7. 1.40; Aust and Suelter ( 1978): 

4x 57, 3-6%: R: Boyer (1973, VIII. 353-382): on IL. Maitra 
and Lobo (1977a): Sprague (1977) 

ribulose-5-P 3-epimerase: Williamson and Wood (1966) 
ribose-5-phosphate isomerase 5.3. l.6; R: Boyer ( 1972. 

VI. 272-354) 
succinate dehydrogenase l.J.99 .1: R: Boyer ( 1976. XI11. 175-298) 
succinyl-CoA synthetase 6.2.1 .4 

transaldolase 2.2.1 .2: Yankataraman and Racker ( 1961 ): 0.4Çë-: 
R: Boyer ( 1972. VII. 259-280) 

transketolase 2.2. 1.1 : Cavalieri et al. ( 1975): 
Belyaeva et al. (1978): 2 • 80 

triosephosphate isomerase 5.3. 1.1: Alber et al. ( 1980): 
2• 27. 2%: R: Boyer ( 1972. Yi. 272-354) 

glucose-6-phosphate dehydrogenase 
1. 1.1.49: Yue et al. (1969): 4 x 51. 0.04'ié: R: Levy (1979) 
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