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B I B L I O G R A P H I E  



I N T R O D U C T I O N  

Les enzymes sont aujourd'hui un outil indispensable dans de nombreux 

secteurs d'activités, aussi divers que le textile, la brasserie, la fabrication 

de jus de fruit ou encore celle du fromage. Afin de répondre aux exigences d'un 

marché en progression constante, la recherche industrielle est principalement 

orientée vers l'optimisation des taux de production. A l'origine, l'utilisation 

des seules enzymes d'extraction telles la présure de veau ou la 6-amylase du 

malt ne laissait que peu de place à l'amélioration des rendements. Par contre, 

dès la mise en évidence des potentialités considérables qu'offraient les micro- 

organismes dans ce domaine, l'ensemble des méthodologies relevant de la micro- 

biologie, de la génétique, de la physiologie et de la biochimie ont pu être 

employées à cette fin. 

Toutefois, dans de nombreux cas, les mécanismes qui régissent la 

biosynthèse d'une enzyme donnée demeurent mal connus. A l'évidence, cette ques- 

tion se pose pour n'importe quel type d'enzymes et n'est pas limitée aux seules 

d'intérêt industriel, mais pour ces dernières la nécessité de les produire en 

quantité rend le problème plus crucial. 

C'est pour cette raison que la Société RAPIDASE nous a confié 1'é- 

tude des facteurs intervenant dans la biosynthèse d' a-amylase chez h p e ' ~ g d h A  

otryzae. 



De par son importance industrielle, cette enzyme a fait l'objet 

de nombreux travaux depuis une vingtaine d'années. Cependant, la diversité des 

méthodes d'études, ainsi que des souches utilisées, ne semblait pas conduire h 

l'élaboration d'un schéma géngral pour sa synthèse et sa régulation. Aussi 

nous a-t-il paru essentiel d'envisager ici une analyse comparative, entre 2 sou- 

ches dont les aptitudes à biosynthétiser cette enzyme différaient très forte- 

ment. 

Pour cela, deux voies d'approche seront suivies. Dans une première 

partie nous traiterons de l'aspect physiologique de la biosynthese d'a-amylase en 

nous attachant h la recherche des caractéristiques propres à chacune des sou- 

ches étudiées. Dans une seconde partie, nous envisagerons la recombinaison g6né- 

tique de ces souches afin de voir, d'une part, dans quelles mesures le caractère 

"production d'a-amylase" peut être recombiné, d'autre part, si un lien existe 

entre la physiologie de ces nouveaux clones et leur aptitude 3 biosynthétiser 

cette enzyme. 



C H A P I T R E S  

P R E L I M I N A I R E S  





C H A P I T R E  1 :  

MATER1 EL ET RETHODES GENERALES , 

1 ,  ORIGINE DES SOUCHES D'ASPERGILLUS ORYZAE 

Les deux souches utilisées dans cette étude nous ont été fournies 

par la Société RAPIDASE sous référence BrBv IV et 1135. Il s'agit de souches 

anciennement employées en fermentation pour la production d' a-amylase et n'a- 

yant entre elles aucun lien de parenté. 

Au laboratoire, leur entretien s'effectue en tubes 25/200 contenant 

20 ml de milieu nutritif gélosé. Nous avons retenu deux milieux de culture à cet 

effet : 

- le milieu de Czapek modifié par remplacement du phosphate dipotassique par le 
monopotassique. Il nous a servi à la conservation des souches. 

Composition : - saccharose ..................... 30 9 

- NaNO 3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3 g 

- KH2P0 4......................... 1 9  

- M9;S04,7H20 ..................... 0,5 9 

.......................... - KCI.. 0,5 g 

- FeSO ,7H20..................... 0,Ol g 
4 

.................. - Eau d i s t i l l é e  1000 m l  

pH avant  s t é r i l i s a t i o n  amené à 6 .  



- le milieu de YABUKI et coll. (1977) auquel nous avons eu recours lorsqu'une 
sporulation abondante était recherchée. 

Composition : - malt........................ 3 g 

- extrait de levure ........... 3 g 

- néopeptones (Difco). ........ 5 9 

- glucose ..................... 10 g 
- eau distillée...............lOOO ml 

pH avant stérilisation amené à 5,5. 

I I ,  PRODUCTION DIU-AMYLASE E N  CULTURE 

1 ) CONDITIONS CULTURALES 

La production d' a-amylase s'effectue en fioles dlErlenmeyer de 

1 litre contenant 200 ml de milieu liquide. Afin de se rapprocher des conditions 

de la fermentation industrielle, l'incubation se fait sur une table à agitation 

Biolafitte à 140 tr/mn et à 30°C. 

L'ensemencement des fioles de culture est réalisé de la façon suivan- 

te. A un tube de milieu au malt (YABUKI) âgé de 10 jours, on ajoute 10 ml d'eau 

distillée stérile. Après grattage de la surface et homogénéisation de la suspen- 

sion, les conidies sont séparées des d6bris mycéliens par filtration sur coton 

de verre. La densité de la suspension est alors évaluée à l'hématimètre puis 

amenée à 105 conidies par ml. 1 ml de cette suspension est ajouté a chacune des 
fioles. 

2 )  DOSAGE DE L'ACTIVITE 

L' cc-amylase étant une enzyme extracellulaire, le dosage de l'ac- 

tivité est effectué sur les filtrats culturaux. Pour cela, nous avons employé 

une méthode automatique sur un appareil TECHNICON modele AUTOANALYSEUR II. Le 

principe de ce dosage est de mesurer spectrocolorimétriquement l'apparition de 

fonctions réductrices, libérées par l'hydrolyse d'une solution d'amidon sous 

l'action de l'enzyme. Le composé subissant la réduction est dans ce cas le 

ferricyanure de potassium qui se décolore à 90°C en présence de groupements 

réducteurs. La lecture se fait à 440 nm et l'activité est exprimée en unité de 

pouvoir saccharifiant (PS 50) par millilitre par rapport à un témoin enzymatique 

de titre connu. 



3) MESURE DE LA CROISSANCE 

La croissance est mesurée par la méthode des poids de matière sèche 

et exprimée en grammes par litre de milieu de culture. Pour cela nous avons pro- 

cédé de la façon suivante. Le contenu de chaque fiole est filtré sous vide sur 

un filtre DURIEUX no 111 sans cendres et placé dans une boîte à tare dont le poids 

ainsi que celui du filtre ont été préalablement déterminés après passage à 

105OC pendant 24 heures,puis refroidissement dans un dessiccateur. 

Après un nouveau passage 3 l'étuve à 105OC, pendant 24heures, puis 

un refroidissement dans les mêmes conditions, l'ensemble bolte, filtre et mycé- 

lium sec est alors pesé et le poids de matière sèche calculé par différence. 

Pour chaque expérimentation, la moyenne de trois fioles de culture a été prise 

comme valeur finale. 

1 1  MUTAGENESE E T  SÉLECTION DE MUTANTS 

Notre intérêt s'étant porté vers la recherche de mutants auxotrophes, 

nous avons procédé de la façon suivante. Les conidies d'hp&tgd%A O&yZae sont 

récupérées sur des cultures agées de 10 jours, mises en suspension dans de l'eau 

distillée stérile et séparées des débris mycéliens par filtration sur coton de 

verre. Elles sont soumises alors à une irradiation sous lumière ultraviolette 

pendant 10 minutes, conduisant à un taux de survie d'environ 1 %O . Après irra- 
diation, la suspension mutagénisée est maintenue à l'obscurité et subit une étape 

d'enrichissement en mutants sur milieu minimum liquide (Czapek) pendant 24 heures 

à 30°C et sous obscurité continue. Cette étape a pour but l'élimination des 

conidies restées sauvages après mutagenèse qui pourront germer sur ce milieu 

et que l'on séparera des spores mutantes par simple filtration sur coton de 

verre. La suspension enrichie est alors étalée sur milieu complet (Czapek addi- 

tionné de 5 g/l d'extrait de levure) contenant 0,08 % de désoxycholate de sodium 

afin de réduire la taille des colonies. 

Après incubation, ces colonies sont transférées sur milieu minimum 

et seuls sont retenus les clones incapables de croître sur ce milieu. Afin de 

déterminer le type d'auxotrophie qu'ils portent,ils sont a nouveau transférés 
sur une gamme de milieux d'identification selon le schéma indiqué dans les ta- 

bleaux 1, 2 et 3 puis caractérisés à l'aide de la clé donnée dans le tableau 4. 



T a b l e a u  1 : P r e m i e r  t r a n s f e r t  s u r  m i l i e u x  d i f f é r e n t i e l s .  

- 

i 

.......................... Czapek  1000 ml  

Thiamine-Hel.................... 100 pg 

B i o t i n e .  ........................ 5 pg 

...................... P y r i d o x i n e  100  pg 

Adenine . .  ....................... 20 mg 

......................... Thymine  20  mg 

................... Guanine...... 20 mg 

........................ C y t o s i n e  20 mg 

A 

MA 

Czapek  .......................... 1000 ml  

H y d r o l y s a t  d e  c a s é i n e  ............ 5 g 
sans v i t a m i n e s  (DIFCO) 

...................... Thiamine-HC1 100  1.19 

Biotine........................... 

........................ p y r i d o x i n e  100 pg 

...........................  dénin ne 20 mg 

Thymine  ........................... 20 mg 

Guanine........................... 20 mg 

C y t o s i n e  .......................... 20 mg 

L 

Czapek  .S..................-..... 1000 ml  

Hydro l  y s a t  d e  c a s é i n e  
s a n s  v i t a m i n e s  (DIFCO) ' ' ' - ' ' ' ' 
 dénin ne.... ..................... 20 mg 

Thymine  ......................... 20 mg 

Guanine. .  ....................... 20 mg 

C y t o s i n e  ........................ 20 mg 

.......................... Czapek  1000 m l  

H y d r o l y s a t  d e  c a s é i n e  .......... s a n s  v i t a m i n e s  ( D I F C O )  
5 q  

...................... Thiamine . .  100  pg 

B i o t i n e . .  ...................... 5 Dg 

...................... P y r i d o x i n e  100 pg 



T a b l e a u  2 : D e u x i è m e  t r a n s f e r t  s u r  m i l i e u x  d ' i d e n t i f i c a t i o n  p o u r  
m u t a n t s  requiérant d e s  a c i d e s  a m i n é s .  

C z a p e k  ............ 1 0 0 0  m l  
1 - g l y c o c o l l e  ...... 1 0 0  mg 
A l a n i n e . .  ......... 1 0 0  mg 
d - 1 - V a l i n e . .  ...... 1 0 0  mg 

C z a p e k  .......... 1 0 0 0  m l  
d - 1 - L e u c i n e  ..... 1 0 0  mg 
d - 1 - I s o l e u c i n e . .  IO0 mg 
d - 1 - M é t h i o n i n e . .  1 0 0  mg 

C z a p e k . .  .......... 1 0 0 0  m l  1 
d - 1 - P h é n y l a l a n i n e .  100  mg 
2 - t y r o s i n e .  ....... 1 0 0  mg  
1 - T r y p t o p h a n e .  .... 1 O 0  mg 

C z a p e k .  ......... 1 0 0 0  m l  
1 - A s p a r a g i n e  .... 1 0 0  mg 
1 - G l u t a m i n e  ..... 1 0 0  mg  
1 - l y s i n e  ........ 1 0 0  mg 

C z a p e k  ............ 1 0 0 0  m l  
.... 1 - ~ r g i n i n e - f i l 1  100  mg  
..... d - 1 - H i s t i d i n e  1 0 0  mg 

1 - H y d r o x y p r o l i n e .  . 1 0 0  mg  

C z a p e k  ............ 1 0 0 0  m l  
...... 1 - G l y c o c o l l e  1 0 0  mg 

d - 1 - L e u c i n e  ....... 1 0 0  mg 
d - 1 - P h é n y l a l a n i n e .  1 0 0  mg 
d - 1 - S é r i n e  ........ 1 0 0  mg 
1 - A s p a r a g i n e  ...... 1 0 0  mg 
1 - A r q i n i n e .  ....... 1 0 0  mg 

C z a p e k  .......... 1 0 0 0  m l  
A l a n i n e . .  ....... ' 1 0 0  mg 
d-1- Isol e u c i n e .  . 1 0 0  mg 
1 - t y r o s i n e  ...... 1 0 0  mg 
d - 1 - T h r é o n i n e  ... 1 0 0  mg 
l - G l u t a m i n e  ..... 1 0 0  mg 

.. d - 1 - H i s t i d i n e .  1 0 0  mg 

C z a p e k  ............ 1 0 0 0  m l  
d - - V i n e  . 1 0 0  mg 
d-1-1Yé th ion ine  .... 1 0 0  mg  

... 1 - t r y p t o p h a n e . .  100  mg 
1 - C y s t é i n e  ........ 1 0 0  mg 
1 - L y s i n e  .......... 100 mg  
1 - H y d r o x y p r o l i n e .  . 1 0 0  mg 

T a b l e a u  3 : D e u x i è m e  t r a n s f e r t  sur m i l i e u x  d ' i d e n t i f i c a t i o n  p o u r  
m u t a n t s  r e q u i é r a n t  d e s  b a s e s  o u  d e s  v i t a m i n e s .  

B a s e s  i V i t a m i n e s  

C z a p e k  1 0 0 0  m l  + a d é n i n e  t 1 C z a p e k  1 0 0 0  m l  + t h i a m i n e  100  y g  
o u  g u a n i n e  i 20 mg ou c y t o s i n e  
o u  t h y m i n e  1 

o u  biotine 5 D 9  
o u  p y r i d o x i n e  1 0 0  y g  



Tableau 4 : Clé de détermination des auxotrophies 

- Premier transfert 

- Deuxiéme transfert 

I 
Croissance sur milieux 

MA - MB - MC 

MA - MB - MD 

MA - MC - MD 

Croissance sur milieux 

i l Besoins 
-------------------------.-------------------------- 1 l 

l Bases I 
Vitamines l 

I 
I 

Acides aminés 1 
1 
1 

I 

seuls 

seuls 

seuls 

seuls 

seuls 

seuls 

seuls 

seuls 

seuls 

seuls 

seuls 

seuls 

seuls 

seuls 

seuls 

seuls 

seuls 

seuls 

Besoins 
m----------------------- 

1 -Glycocolle 

d-1 -Leucine 

d-1 -ph& ylalanine 

d-1-Sérine 

1 -Asparagine 

1 -Arginine 

Alanine 

d-1-Isoleucine 

1-Tyrosine 

d-1 -Thdonine 

1-Glutamine 

d-1 -Histidine 

d-1 -Valine 

d-1 -Méthionine 

1 -Tryptophane 

1-Cystéine 

1 -Lysine 

1-Hydroxyproline 



La conservation des souches mutantes s'est faite sur le milieu au 

malt de YABUKI qui a permis de suppléer aux différents types d'auxotrophies ob- 

tenus. Bien que la stabilité des mutations induites par le rayonnement ultra- 

violet ait été généralement bonne, les mutants ont subi périodiquement un isole- 

ment monoconidien afin de préserver leur caractère d'auxotrophie. 

IV, METHODE DE CLONAGE 

Pour certaines expérimentations, il s'est avéré nécessaire de réali- 

ser des isolements monosporés avec certitude. La méthode que nous avons alors 

utilisée est la suivante. Après dilution d'une suspension initiale, 100 à 150 

spores sont étalées sur milieu complet (Czapek additionné de 5 g/l d'extrait de 

levure) contenant 3 % d'Agar. Après une prégermination de 12 21 i4 heures à 30°C 

elles ont émis un tube germinatif principal et sont alors porfaitement visibles 

sous la loupe binoculaire à un grossissement x 100. Il suffit ensuite de décou- 

per autour de chaque spore un petit carré de gélose à l'aide d'un microscalpel 

et de le transférer sur le milieu de culture désiré. 





C H A P I T R E  I I  : 

CARACTERISTIQUES BIOLOGIQUES D'ASPERGILLUS ORYZAE, 

1) SON INTERET DANS L'INDUSTRIE DE LA FERMENTATION 

Alors que le monde occidental n'a pas reconnu dans les Champignons 

une source d'alimentation potentielle, sans doute a cause d'un régime alimentai- 
re par ailleurs fortement varié, il n'en est pas de même en Orient où très 

tôt ils ont contribué à diversifier des habitudes nutritionnelles, principalement 

végétariennes. Aussi n'est-il pas surprenant que dans cette partie du globe, 

leurs aptitudes à biotransformer la matière végétale brute aient été ancienne- 

ment mises en évidence et domestiquées. 

C'est sans doute par le jeu d'une sélection empirique que certaines 

espèces capables de produire en quantité des hydrolases extracellulaires ont été 

privilégiées. Parmi elles fbpmg- anyzae tient une place prépondérante dans 
les fermentations traditionnelles orientales. Son utilisation principale est 

la préparation du "KOJI" que l'on peut rapprocher dans une certaine mesure de 

notre malt occidental. Il est obtenu pax l'hydrolyse enzymatique sous l'action 
t 

du Champignon, d'un mélange complexe, composé généralement de farines de riz de 

blé ou d'orge ainsi que de haricots. Après une incubation d'environ 3 jours dans 

des conditions définies, le "KûJI" ainsi préparé va subir directement une double 

fermentation lactique d'abord, alcoolique ensuite. Différents produits peuvent 



être élaborés à partir de ce schéma général (revue dans WOOD, 1977). 11s dépen- 

dent a la fois de la composition du mtslange initial, des souches utilisées pour 
l'ensemencement et des conditions de fermentation. Les deux principaux,par leur 

importance économique,sont la "SOY-SAUCE" d'une part et le "SAKE" ou vin de Riz 

d'autre part. Pour sa fabrication, le Saké nécessité un Koji préparé uniquement 

à partir de riz et devant posséder rapidement une quantité importante de sucres. 

Cette contrainte a permis la sélection de souches 3 titres élevés en a-amylases, 

alors qu'au contraire pour la Soy-Sauce se sont essentiellement des activités 

protéolytiques qui ont été sélectionnées. 

En Occident, A6pU~gd%.lh OttgZae n'est pratiquement employé que pour 

la production d' a-amylase qui trouve son application dans divers domaines. 

L'industrie boulangère s'en sert pour suppléer aux déficiences du blé en amylase 

lors de la panification. En cela elle se trouve être supérieure a 1' a-amylase 
bactérienne ou à l'amylase du malt de par son absence de protéase et sa faible 

température d'inactivation. Un second débouché important est celui de l'indus- 

trie de 1 ' amidon oi3 elle contribue, avec 1 ' amyloglucosidase d'A6pehgd.h Hkgeh , 
a la préparation de sirops a haute conversion en maltose. 

2)  WSITION SYSTEMATIQUE 

h p U ~ g & k A  Ottyzae est un Ascomycète imparfait appartenant l'ordre 

des Mucédinales , famille des Muce&nac~e , sous-famille des & pULgd%Zceae. En 

culture sur les différents milieux que nous avons utilisés, il forme un mycélium 

blanchâtre à croissance rapide s'enfonçant assez profondément dans la gélose. 

Ce mycélium est constitué d'hyphes cloisonnés 21 intervalles irréguliers, isolant 

ainsi des articles plurinucléés. Cependant, la présence de pores permet la commu- 

nication entre les articles et conferent au mycélium un fonctionnement coenocy- 

tique . 
Sur ces hypheg prennent naissance des conidiophores dressés,eux- 

mêmes cloisonnés. Comme pour toutes les autres espèces du genre, ils se termi- 

nent par une vésicule très renflée sur laquelle bourgeonneront des phialides, 

cellules sporogènes. Chez A. ottyzae, cette vésicule est en forme de massue et 

peut supporter soit directement les phialides, soit un ou deux rangs de stérig- 

mates qui,à leur tour,porteront une ou deux rangées de phialides (ISHITANI et 

SAKAGUCHI, 1955b). 

La différenciation des conidies est du type basipète. Lorsque la 

phialide a émis une première spore, un second bourgeonnement se produit 21 un 



niveau inférieur isolant ainsi une nouvelle conidie. Chez A .  OkyZaL on observe 

rarement de longues chaînes de conidies. Généralement dès leur formation elles 

se détachent de la phialide, tout au plus peut-on voir deux ou trois spores en- 

core soudées l'une 21 l'autre. 

La forme des conidies est globuleuse A elliptique et leur paroi plus 

ou moins ornementée. En masse elles donnent une coloration allant du jaune clair 

à l'origine au vert foncé dans la spore adulte. D'un diamètre variant de 3 à 

10 p elles sont d'autre part plurinucléées. ISHITANI et SAKAGUCHI (1955a) rap- 

portent que dans certaines souches on peut compter jusqu'à 20 noyaux par conidie, 

cependant dans la plupart des cas ce nombre n'excgde pas la dizaine. Pour ces 

auteurs, la jeune conidie recevrait deux noyaux et des mitoses successives con- 

duiraient à l'état nucléaire définitif de la spore adulte. 

- le groupe fhvuA-0kyzae : 
Dans leur "Manual of the Aspergilli", TFIOM et RAPER (1945) indiquent 

que la détermination précise de l'espèce & p r L & g m  okyzae est délicate. D1apr&s 

ces auteurs, il semble exister une variation continue entre la souche décrite 

à l'origine par COHN en 1884 et A. @U.VU, les stades intermédiaires étant re- 

présentés par les souches d'origine orientale servant traditionnellement dans 

les fermentations. Pour ces auteurs, la souche de COHN émet des conidiophores 

longs mais sporule assez faiblement. Au contraire, les souches industrielles 

ont une sporulation généralement plus abondante et portée par des conidiophores 

courts se rapprochant ainsi de l'espèce Fhwu. L'ambiguité de cette détermina- 
tion, vient essentiellement du fait que les souches se rapprochant morphologique- 

ment de celle décrite par COHN sont minoritaires parmi les isolats naturels. 

Aussi, les auteurs japonais ont-ils basé leur classification sur les seules sou- 

ches industrielles qu'ils désignent sous le terme g6néral de "Koji-molds". 

SAKAGUCHI et YAMADA (1945), après avoir étudié plusieurs centaines de souches, 

ont introduit une nouvelle espèce, + b p & t g m  nojac, qu'ils différencient 

dl+bprL&gm otryzae selon trois critères : 

- la texture de la paroi conidienne (rugueuse ou lisse) ; 
- la texture des conidiophores (rugueuse ou lisse) ; 
- la taille des conidies. 

D'après cette classification, hp&tCJi-&tUh OkyZltC apparaît comme 
rr 
ayant des conidies lisses ou rugueuses et des conidiophores rugueux alors 

qug&prL&gd%L4 40jae possède des conidies échinulées et des conidiophores lis- 

ses. Pour ces auteurs, la taille des conidies est surtout utile à la séparation 

de différentes variétés dans l'espèce A. otryzae. On a ainsi : 



- A. onyzae var. t?kcJwhpohub (conidies < 6 p) ; 
- A. onyzae h e n 6 u - 4 ~ c t o  (conidies 6 a 8 w) ; 

- A. otyzae var. magnaspo/uts (conidies > 8 CL) . 

3 ) VARIABILITE 

Outre les difficultés que l'on peut rencontrer 3 la détermination 

précise de cette espèce, il semble que morphologiquement de nombreux isolats 

soient instables. Cette instabilité se traduit par la présence de secteurs a 
sporulation abondante prenant naissance a un moment quelconque de la croissan- 
ce. Bien que ce phénomène puisse se rencontrer chez d'autres espèces, l'ampleur 

.qu'il atteint chez A. On~Zae a poussé ISHITANI et SAKAGUCHI (1955a) vers l'étude 
de son déterminisme. 

Ces auteurs ont remarqué que les souches stables se répartissaient 

en deux groupes, celles dont la sporulation était abondante et qu'ils nomment 

type conidien (type C) et celles dont la sporulation était faible qu'ils nomment 

type mycélien (type M). Les squches présentant une sectorisation seraient alors 

le fruit d'associations hétérocaryotiques entre homotypes distincts M et C. Par- 

tant de cette hypothèse, ils ont entrepris d'étudier les souches instables par 

clonage monospore pendant plusieurs générations afin de voir si une ségréga- 

tion des caractères M et C apparaissait et si les homotypes ségrégants étaient 

stables. Les résultats obtenus par ces auteursmontrent qu'une ségrégation des 

caractères se produit mais cependant que les homotypes ségrégants ne demeurent 

pas stables car,conservés 6 mois a température ambiante, ils donnent nouveau 

naissance, après repiquage, a des souches fortement sectorisées. Les auteurs 
ont toutefois conclu au maintien d'une hétérocaryose pour la sectorisation, 

car lors de croisements faisant intervenir deux souches stables M et CI des 

clones fortement sectorisés apparaissent. 

4) RECOMBINAISON GENETIQUE 

Peu de travaux ont été menés sur l'aptitude a la recombinaison nu- 
cléaire chez cette espèce. Il semble acquit toutefois qu'un cycle sexué n'exis- 

te pas et que seule l'intervention de mécanismes parasexuels puisse conduire 

l'apparition de génotypes nouveaux résultant de recombinaisons. Cependant, 



aucune étude ne permet de connaître l'importance réelle qu'occupe la parasexua- 

lité, dans la diversification des populations naturelles. Les seuls travaux 

ayant trait à l'étude de ces phénomènes sont ceux dVISHITANI et SAKAGUCHI 

(1955a,b,c,d - 1956a,b) qui ont mis en évidence les différentes étapes de ce 
cycle et les modalités de sa réalisation. Plus tardivement, THORBEK et EPLOV 

(1974),s'intéressant à la production d' a-amylase par des hétérocaryons et des 

diploïdes de cette espèce, ont repris dans ses grandes lignes la méthodologie 

décrite par les auteurs précédents. 

A notre connaissance, se sont là les seuls travaux réalisés à ce 

jour qui laissent penser qu'une recombinaison génétique n'est pas impossible 

chez A ~ p w g i X h ~  otyzae. 

II, CARACTÉRISTIQUES MORPHOLOGIQUES ET CULTURALES DES SOUCHES 

BRBV I V  E T  1135 

1) ASPECT DES SOUCHES EN CULTURE 

Sur les 3 milieux que nous avons employés, savoir Czapek avec ou 

sans extrait de levure et milieu au malt, les souches sont très facilement re- 

connaissables. 

En premier lieu, la souche BrBv IV sectorise abondamment sur tous 

ces milieux, alors que nous n'avons jamais remarqué le moindre signe de secto- 

risation pour la souche 1135. Comme on peut le voir sur les planches 1 et 2, les 

secteurs sont matérialisés par des zones à sporulation abondantes prenant nais-- 

sance à un moment quelconque de la croissance. A leurs côtés, le mycélium est 

pratiquement stérile, ne donnant que de rares conidiophores le plus souvent de 

formes aberrantes. 

La couleur et la densité de la sporulation sont également des fac- 

teurs qui les séparent. La souche 1135 sporule toujours plus faiblement que la 

souche BrBv IV sauf sur Czapek où cette dernière ne donne qu'un mycélium peu 

abondant et de rares secteurs sporulés. Sur les deux autres milieux et en par- 

ticulier sur malt, la sporulation est intense pour cette souche alors qu'elle 



Planche 1 : Aspect des  souches B r B v  IV  e t  1135 s u r  Czapek 
additionné d ' e x t r a i t  de levure ( isolement  monospore) . 

Planche 2 : D i f f é r e n t s  t y p e s  morphologiques obtenus par clonage 
de l a  souche B r B v  I V .  



reste a un niveau moyen pour la souche 1135. Lorsque les conidies sont encore 

jeunes, leur couleur est très différente selon la souche, vert clair pour la 

souche 1135 et jaune d'or pour la souche BrBv IV. Toutefois, a maturité elles 
deviennent vert foncé pour les deux souches et ont tendance 3 brunir en vieillis- 

sant. 

En culture monospore, le diamètre des colonies s'accroît rapidement 

d'environ 10 mm/jour, sur Czapek additionné d'extrait de levure. Cependant, une 

étude réalisée sur 50 spores de chaque souche a montré que la variance du dia- 

mètre journalier était très différente d'une souche à l'autre et permettait à 

coup sûr de séparer les deux populations. Le tableau ci-dessous regroupe les 

valeurs de diamètre moyen et de variance apres 4, 5 et 6 jours de culture et la 

valeur du F de SNEDECOR utilisée pour l'analyse des variances. 

Tableau 5 : Diamétre moyen d e s  colonies (X) et v a r i a n c e s  (a2 )  pour 
50 s p o r e s  d e  chaque souche mises en c u l t u r e  s u r  Czapek a d d i t i o n n é  
d ' e x t r a i t  d e  levure, a p r è s  4 , s  e t  6 j o u r s  d ' i n c u b a t i o n  A 30°C. 

V a l e u r  d e  F au seuil d e  5 % pour U = U' = 49 d d l  1,50 

BrBv IV 

1135 

o2 BrBv IV 
F =  

a2 1135 

Le fait qu'une variance plus importante apparaisse pour la souche 

BrBv IV s'explique par l'aspect sectorisé de sa croissance. On remarque en effet 

que le contour des colonies est plus ou moins festonné, ceci étant dû au dévelop- 

pement de secteurs à croissance sensiblement plus rapide qui correspondront 

plus tard aux secteurs de sporulation. Ce phénomène n'est cependant pas général 

dans le sens QÙ la présence de secteurs de sporulation n'impliquee.pas nécessai- 

rement l'existence de secteurs de croissance, par contre l'inverse a toujours 

pu être vérifié. 

4ème j o u r  

- 
X 

3,07 

3,21 

u2 

O ,  08 

0,01 

8 

5ème j o u r  6ème jour 
------------------,---------*--------------------------- - 

X 

3,98 

4,17 

- 
X 

5,08 

5,66 

u2 

0,08 

O ,  03 

2,66 

u2 

0 ,  08 

O ,  03 

2,66 



Nous avons porté un intérêt particulier 3 l'étude de la sectorisation 

de cette souche car certaines observations faites par la Société RAPIDASE puis 

par DEPREZ (1977) au laboratoire, laissaient penser qu'une relation existait 

entre la morphologie des clones et la production d' a-amylase. En particulier 

l'augmentation de la sectorisation semblait se traduire par une perte notable 

d'activité. Bien que les résultats dlISHITANI et SAKAGUCHI (1955a) n'aient pas 

clairement montré qu'une stabilisation des caractères puisse être obtenue par 

clonage monospore, nous avons toutefois utilisé cette méthodologie après avoir 

déterminé la distribution nucléaire dans les conidies de cette souche. 

2) ETUDE DE LA SECTORISATION 

a) Contenu en noyaux des conidies : 

Si la sectorisation résulte effectivement du maintien 

dans les cellules d'un stade hétérocaryotique, l'obtention de clones stables se- 

ra d'autant plus rapide que le nombre de noyaux contenu dans les spores sera 

plus faible. Aussi la connaissance de la distribution nucléaire existant dans 

les conidies est-elle primordiale dans cette étude. Afin d'avoir un élément 

de comparaison, les deux souches ont été soumises 3 cette même investigation. 

- Protocole expérimental : Nous avons utilisé la technique décrite par ZYCKLER 
(1973) pour la coloration des noyaux chez les Ascomycètes. Elle offre l'avantage 

de donner a la fois un bon contraste et un cytoplasme transparent. 

Le fixateur : il est composé de 9 parts de Butanol-1, de 6 parts d'acide acétique 

glacial et de 2 parts d'acide chromique a 2 %. Il doit être préparé extempora- 

nément, la qualité de fixation étant moins bonne après quelques heures. Le mycé- 

lium est recueilli sur boite de Pétri par grattage et fixé. La durée optimum de 

fixation est d'environ 8 jours, mais les échantillons peuvent être conservés 

plusieurs mois. 

La coloration : le matériel fixé subit une hydrolyse dans l'HC1 normal a 70°C 
pendant 10 minutes. L'hydrolyse est brutalement stoppée par refroidissement 

dans la glace. Un fragment du matériel est déposé sur une lamme et soigneuse- 

ment séché afin d'éliminer l'excès d'acide chlorhydrique qui nuit 21 la coloration. 

On depose ensuite 1 goutte d'acétate de Fer préparé par dilution au l/lOème 

d'une solution saturée dans l'acide acétique 3 45 %, puis 3 côté, deux gouttes 

d'hématoxyline (Merck) 2 % dans l'acide propionique a 45 %. On mélange ensuite 



Tableau 6 : Nombre moyen de noyaux par conidie e t  diamètre moyen 
d'une conidie. 

~Yombre moyen de N = 2,34 + 0,1 i - - 
no yaux/conidie 

Planche 3 : Distribution nucléaire dans l e s  conidies des 
souches B r B v  IV e t  1135. 

Diamètre moyen d'une 
conidie ( p )  

- 
D = 4,68 c 0,06 - 
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rapidement les deux solutions. Après mise en place de la lamelle, la préparation 

est passée quelques instants sur la veilleuse d'un bec Bunzen afin d'accentuer l 
la coloration puis observée au microscope. 

- Résultats : Comme on peut le remarquer sur le tableau 6, des valeurs assez 
comparables ont été observées pour les deux souches, puisque le nombre moyen de 

noyaux par conidie ainsi que le diamgtre moyen d'une conidie, sont assez pro- 

ches. L'observation de la planche 3 indique la encore de grandes similitudes 

puisque dans les deux cas, la majorité des conidies possèdent deux noyaux. 

b) Clonages : 

Nous avons réalisé les clonages selon la technique décrite 

au chapitre I1'matériel et méthode". Seul le milieu de Czapek supplément& avec 

5 g/l d'extrait de levure a été utilisé. Il nous a servi a la fois pour les 
clonages et pour la conservation de certaines souches durant l'expérimentation. 

La classification des types morphologiques rencontrées a 

été basée sur la présence ou l'absence de sectorisation. Nous n'avons pas in- 

troduit de critère quantitatif sur l'abondance des secteurs sporulés par rap- 

port au mycélium environnant comme l'ont fait ISHITANI et SAKAGUCHI (1955a). 

Pour ces auteurs, une telle nomenclature était nécessaire car ils se sont inté- 

ressés à de nombreuses souches pour lesquelles la sectorisation pouvait revêtir 

plusieurs aspects. Ici, seules trois classes phénotypiques ont été répertoriées : 

les souches présentent une sectorisation, les souches uniformément blanches, 

les souches uniformément sporulées. L'hypothèse de départ était que les souches 

sectorisées proviennent de la ségrégation d'une association hétérocaryotique 

formée entre souche a sporulation uniforme et souche blanche. 

Les souches blanches n'étant constituées pour la plupart 

que d'un mycélium pratiquement stérile, les clonages sont délicats. Aussi avons- 

nous testé leur stabilité par repiquage en tubes à intervalles de 15 jours. Pour 

les autres souches isolées 3 l'issue du premier et du deuxième clonage, elles 

ont subi directement le sous-clonage suivant sans qu'aucune étape de repiquage 

ne soit intervenue. A la suite du troisième clonage, 10 souches à sporulation 

uniforme ont été retenues dans chacun des deux cas et testées par repiquage 

pour leur stabilité. Les résultats obtenus sont consignés dans le tableau sui- 

vant (tableau 7) . 
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Tableau 7 : Protocole de clonage e t  résultats obtenus sur l a  souche 
BrBv IV initialement sectorisée. Pour chaque clonage, 100 spores 
ont été isolées. 

( ) : numéro des souches ayant été retenues pour une nouvelle étape 
de clonage . 

souches à sporu- 
lation uniforme 

souches blanches 

9 
( 4 1 )  i 6 4 )  ( 3 6 )  

15 

2 

2 

2 9 

2 1 

3 0 

3 

11 

'8, 
'u 
c 
O 
Y 
O 

8 
Y 

g, 
"3 

8 
Y 
P 

9, 
E 
4 
Cu 

Q, 
b 
a 
c 
O 
Y 
O 

Q) 
E 

4) 
r? 

- 
souches sectori- 
sées 

72 
( 4 5 )  ( 9 7 )  

20 

18 

30 

3 1 

10 

3 8 

3 4 

24 

4 

BrBv I V  
in i t ia le  

58 

38 

2 1 

4 5 

9 7 

4 1 

58 7 

381 

19 
(361 ( 5 6 )  ( 2 7 )  

65 ( 5 6 7 )  

80 ( 3 6 1 )  

68 

40 

6 9 

32 

6 3 

6 5 



3) DISCUSSION 

La stricte obtention de types morphologiquement stables après clo- 

nage de 100 spores, a été retenue comme critère de stabilité. Pour les souches 

uniformément blanches, dont la sporulation ne permet pas le sous-clonage, leur 

stabilité se conserve pendant deux à trois repiquages. Passé ce stade, on voit 

apparaftre en tubes des plages sporulées qui, lorsqu'on les prélève, redonnent 

immédiatement des souches à sporulation abondante et à forte sectorisation. 

Un clonage réalisé après le 46me repiquage de la souche 41 montre que les 3 types 

morphologiques sont retrouvés. 

De la même façon, pour les souches à sporulation uniforme, une sta- 

bilisation du caractère ne se produit pas à la suite du deuxième clonage. On re- 

marque en effet que les souches 38 et 58 engendrent nouveau des clones secto- 

risés (18 et 20 % )  ainsi que des colonies blanches (2 et 15 % ) .  

Si la sectorisation résulte bien de la ségrégation d'une assaciation 

hétérocaryotique, il faut considérer alors que des souches morphologiquement 

stables peuvent être produites partir de conidies possédant des noyaux généti- 

quement différents. Ceci suppose d'une part qu'au sein d'une même expérimentation 

des souches hétérocaryotiques ne ségrègent pas alors que d'autres y sont amendes 

puisque dans tous les cas des clones sectorisés apparaissent, d'autre part qu'un 

système complexe de complémentation doit s'établir entre les types nucléaires 

impliqués puisqu'aussi bien des souches blanches ou des souches à sporulation 

uniforme peuvent demeurer hétérocaryotiques. . 

Dans ces conditions, on pouvait s'attendre à ce qu'une souche ini- 

tialement sectorisée conduise à l'obtention plus importante de clones stables, 

puisqu'une première ségrégation était intervenue. Cependant, si il semble que 

ce soit le cas pour la souche 97 où seuls 10 % des clones sectorisent, les ré- 

sultats obtenus pour la souche 45 ne le confirment pas. 

Ces premières données ne nous ayant pas permis de conclure, nous 

avons répété l'expérience en sélectionnant parmi les souches 38 et 58, 2 colo- 

nies a sporulation uniforme, les clones 381 et 587. 

Là encore, bien qu'initialement homogènes, ces deux clones ségrè- 

gent à nouveau conduisant à des résultats sensiblement équivalents A ceux ob- 

tenus lors du second clonage. A l'évidence, la sélection au hasard d'une colo- 

nie homogène ne conduit pas à la stabilisation du caractère. Il nous a semblé 



préférable alors d'isoler 10 colonies issues du 3ème clonage pour chacune des 

deux souches testées. Il était en effet peu probable que toutes proviennent 

de conidies hétérocaryotiques, et dans ces conditions, au moins certaines de- 

vraient demeurer stables après plusieurs repiquages. 

Parmi les 20 colonies isolées provenant du clonage des souches 587 

et 381, toutes ont engendré des secteurs après 2, 3 ou 4 repiquages successifs. 

Devant de tels résultats, il était difficile de considérer que la 

sectorisation soit le reflet d'un stade hétérocaryotique car alors, non seulement 

une ségrégation devait apparaître mais encore, vu le faible nombre de noyaux 

que possèdent les conidies de cette souche, elle aurait du intervenir plus rapi- 

dement. En effet, les travaux de THORBEK et EPLOV (1974) sur des hétérocaryons 

d'bpetrgm otrqzae ont pu montrer que seuls 5 à 10 % des conidies demeuraient 

hétérocaryotiques a chaque nouvelle génération asexuelle et ceci pour une souche 
dont le nombre moyen de noyaux par conidie était de l'ordre de 2,s.  

Nous n'avons pas rechercher plus avant A stabiliser les caractères 

morphologiques de'cette souche par la technique des clonages car vraisemblable-' 

ment le déterminisme de la sectorisation est à rechercher ailleurs que dans le 

maintien d'une hétérocaryose. On sait que d'autres sources de variation sont 

possibles en dehors de la seule hérédité nucléaire. Les mitochondries sont por- 

teuses d'informations génétiques et donnent naissance à des ségrégations tout à 

fait particulières. De même, la présence de génomes viraux dans les cellules 

fongiques semble elle aussi constituer une part de la variabilité observée 

(LAPIERRE et coll., 1970). Sans doute serait-il intéressant de voir 

a ce niveau l'origine de la sectorisation dont la seule hérédité nucléaire ne 

semble pas rendre compte. 





C H A P I T R E  1 : 

PHYSIGLOGIE CE LA BIOSYRTHESE C'a-AMYLASE 

CHEZ LES SOUCHES BREV IV ET 1135, 

INTRODUCTION 

L'étude comparative que nous entreprenons a pour objet de mieux 

comprendre les modalités de la biosynthèse d' a-amylase chez tbpetrgd%A OhyZUe. 

A cet égard, l'emploi de souches d'origines différentes et caractérisées par 

un écart de production important, nous a semblé répondre aux besoins d'une telle 

étude, puisqu'il sera possible d'enregistrer non seulement les réponses physio- 

logiques communes aux deux souches, mais encore les variations propres à chacune 

d'elles. L'analyse de ces variations individuelles et de leurs rapports avec 

la biosynthèse d' a-amylase, devrait conduire alors à la mise en évidence des 

différences physiologiques responsables de l'activité enzymatique de chaque sou- 

che. 

Comme de nombreux paramètres sont susceptibles d'intervenir dans 

la biosynthèse de cette enzyme, nous avons entrepris une revue bibliographique 

afin de faire une synthèse des travaux existants et d'en déterminer un plan 

de recherche. 





1 ,  REVUE BIBLIOGRAPHIQUE 

L'axe principal des travaux effectués sur la production d' a-amylase 

chez f b p 6 Y l g m  OtyzUe a été la recherche des conditions culturales et nutri- 

tionnelles les plus favorables la synthèse. Etant donné la diversité des sou- 

ches et des systèmes d'études employés par les auteurs, le r61e de certains 

éldments apparaft souvent contradictoire,parfois favorisant, parfois inhibant 

la synthèse. Parallèlement ces travaux, un intérêt particulier a été porté 

aux mécanismes possibles de régulation et plus spécialement au rôle de la paroi 

mycélienne dans ces mécanismes, puisqu'elle constitue la dernière barrière au 

transport de la protéine du milieu intracellulaire vers le milieu extracellulai- 

re. Nous analyserons donc dans un premier temps le r61e des éléments nutritifs 

sur la biosynthèse d' a-amylase puis dans un second temps les m4canismes de 

régulation. 

4 

1 )  INFLUENCE DES CONSTITUANTS DU MILIEU DE CULTURE SUR LA BIOSYNTHESE 

D' a-AMYLASE 

a) La source de carbone : 

L'amidon est généralement cité comme l'élément carboné le 

plus favorable la synthèse d' a -amylase (KUNDU et- coll. , 1972 ; ANDRZEJCZUK- 
HYBEL et coll., 197la),cependant les auteurs notent qu'un temps de latence assez 

important affecte 3 la fois la croissance et la production d'enzyme, dû au fait 

que l'amidon ne peut être utilisé par le microorganisme qu'après un début d'hy- 

drolyse. Pour VALLIER et coll. (1977) l'amidon jouerait surtout un r6le d'agent 

stabilisateur de la conformation tertiaire de la protéine limitant ainsi sa 

denaturation, mais ne serait pas plus favorable a la synthèse que d'autres sour- 
ces de carbone comme le saccharose. 

Les dextrines en tant que produits d'hydrolyse de l'amidon 

semblent aussi très efficaces. Au laboratoire, DEPREZ (1977) a étudié leur action 

sur la souche BrBv IV et a montré qu'elles permettent une synthèse plus impor- 

tante que celle obtenue sur amidon grâce à une réduction de la phase de latence. 

Les sucres simples et les oligosaccharides ont eux aussi 

fait l'objet d'études diverses. TONOMURA et coll. (1961) après avoir étudié une 



trentaine de sucres, montrent que le glucose, le saccharose et le lactose sont 

des inhibiteurs de la synthèse et que les oligosaccharides, pour être efficaces, 

doivent être nécessairement des a-glucosyl-glucose. Ils notent ainsi que le 

maltose (gl~a 4-glc) et 1 ' isomaltose (qlc a1r6-glc) sont de loin les meilleurs 
substrats. Par contre pour KüNDU et coll. (1972) le glucose permet une formation 

d' a-amylase supérieure à celles obtenues sur maltose ou sur dextrine. 

D'autres sources de carbone ont été utilisées, mais généralement 

avec peu de succès. C'est le cas en particulier de l'acétate de sodium, du pyru- 

vate de sodium ou du citrate de sodium. Ces éléments ne favorisent guère ni la 

croissance ni la synthèse le plus souvent à cause d'une acidification importante 

des milieux de culture. ANDRZEJCKZUK-HYBEL et coll. (197la)notent cependant l'ef- 

fet positif d'une incorporation d'acide citrique dans un milieu 3 base d'amidon. 

Pour ces auteurs, il semblerait que l'acide citrique provoque une augmentation 

de certains métabolites du cycle tricarboxylique et en particulier du glutamate 

et de l'aspartate dont l'action bénéfique sur la synthèse a Bt6 décrite (DEPREZ, 

1977 ; KüNDU et coll., 1972). 

b) La source d'azote : 

Les besoins en azote peuvent être assurés soit par les 

formes organiques soit par les formes minérales de cet élément. L'étude de l'in- 

fluence de ces différentes formes sur la production d' a-amylase montre qu'en 

général, l'azote organique convient mieux à la synthèse de cette enzyme 

(SMIRNOVA, 1955). Il est à noter cependant que les concentrations en azote uti- 

lisées par la plupart des auteurs sont toujours assez faibles et conduisent 

à des rapports carbone/azote élevés. Dans ces conditions, il semble que les for- 

mes minérales soient aussi efficaces voire même supérieures aux formes organi- 

ques. Pour KUNDU et coll. (1972) par exemple, le nitrate dlammonium,ou le nitra- 

te de sodium,incorporé dans un milieu à raison de 0,05 % d'azote (le carbone 

étant fourni à raison de 20 g/l d'amidon) conduit à des productions d' a-amylase 

supérieures aux peptones, tryptones, acides glutamique et aspartique employés 

à même concentration d'azote. 

MEYRATH (1975) montre au contraire qu'il est nécessaire 

d'augmenter la concentration en azote dans les milieux si l'on veut obtenir 

une bonne production, mais alors se pose le problème de l'ion d'accompagnement 

dans les formes minérales. En effet, l'utilisation de certains sels en particu- 
- 

lier du sulfate d'ammonium est déconseillée, l'accumulation d'ions S04- acidi- 

fiant par trop les milieux (SMIRNOVA, 1955). Dans ces conditions, l'emploi 

d'azote organique est préférable car l'évolution du pH au cours de la culture 



se maintient dans une zone propice à la croissance et à la production d' a-amy- 

lase. Pour DEPREZ (1977) le glutamate de sodium associé à l'urée constitue la 

meilleure source d'azote, le pH des cultures passant de 6,s a l'origine à 8,s 

au 4&me jour. 

Les éléments minéraux : 

Une part restreinte a été accordée aux éléments minéraux 

dans la production d' a -amylase. Pour KUNDU et coll. ( 1972) les ions K+ , ~ a + ,  
- 

C l ,  S04- sont sans effet sur la biosynthèse, par contre M ~ + +  et catf semblent 

jouer un rdle plus important. Les résultats présentés par ces auteurs montrent 

que le magnésium augmente considérablement la croissance par rapport à un mi- 

lieu dépourvu de cet élément et corrélativement permet une synthese accrue 

d' a-amylase. A l'inverse, le calcium n'induit qu'un faible accroissement de la 

biomasse par rapport au milieu témoin mais diminue de façon sensible la produc- 

tion d'enzymes. Pour ces auteurs, l'effet antagoniste de Mg++ et Ca++ est à re- 

chercher dans leur r61e respectif sur les hexokinases qui seraient inhibées par 

Ca++ et nécessiteraient Mgf+ pour leur fonctionnement. 

Le r6le du phosphore est par contre très controversé. Pour 

KOZYRIOVA (1971) un milieu ne contenant qu'une faible concentration en phosphore 

favorise le passage de l'enzyme de la cellule au milieu de culture alors que 

des concentrations importantes conduisent à une rétention de la protéine à l'in- 

térieur du mycélium. Des résultats totalement contraires ont été présentés par 

YABUKI et FUKUI (1970) ainsi que par TONOMURA et coll. (1963). Pour ces derniers, 

la libération de la protéine dans le filtrat serait assurée par l'intermédiaire 

de phosphopeptides liés à a-amylase par des liaisons phosphoriques. Dans ces 

conditions, une augmentation de l'activité des phosphikases est très défavora- 

ble à la libération de l'enzyme et il semble que ce soit le cas dans un milieu 

déficient en phosphates. 

Un intérêt particulier a également été porté à certains 

sels tels que NaF, NaN3 ou KCN qui, à faibles concentrations, inhibent partiel- 

lement la respiration. Cette inhibition mesurée dans un appareil de WARBURG 

s'accompagne d'une plus faible utilisation des hydrates de carbones mais ne 

semble pas affecter la croissance (MALKOV et DEEVA, 1961). Dans ces conditions 

une augmentation très nette de 11activit6 a-amylase a pu être observée. 



2) LES MECANISMES REGULATEURS DE LA BIOSYNTHESE 

A l'heure actuelle, plusieurs mécanismes ont été proposés sans pour 

autant recueillir l'adhésion de l'ensemble des chercheurs. Il semble cependant 

que la paroi mycélienne joue un rôle prépondérant dans cette régulation, puis- 

qu'elle assure en dernier lieu le transport de la protéine du milieu intracel- 

lulaire au milieu extracellulaire. 

Pour l'école soviétique, c'est 1' a-amylase elle-même qui assure 

sa propre régulation. YURKEVITCH et KOZYRIOVA (1967) montrent qu'en ajoutant 

au milieu de culture une préparation purifiée d' a-amylase à une concentration 

supérieure à celle que la souche peut produire en culture, aucune synthèse n'est 

enregistrée. Ces auteurs insistent sur le fait qu'il existe une concentration 

limite, ou seuil, en dessous duquel l'inhibition ne se fait plus sentir. D'autre 

part, seule 1' a-amylase active joue un rôle régulateur, car la même protéine 

dénaturée à la température, ou l'adjonction d'albumine, n'ont aucun effet sur 

la biosynthèse. Un second argument est apporté par KOZYRIOVA (1971) qui a déter- 

miné la valeur du seuil sur un milieu contenant du phosphore ou sur un milieu 

déficitaire en cet élément. Dans cette dernière condition, toute 1' a-amylase 

est excrétée dans le milieu de culture alors qu'en présence de phosphore une 
* 

quantité plus iqrtante demeure à l'intérieur des cellules. Il semble alors 

que sur le milieu contenant du phosphore, le seuil en dessous duquel 1' a-amy- 

lase n'agit plus sur sa propre biosynthèse, soit supérieur à celui qui est né- 

cessaire sur un milieu privé de cet élément. Pour l'auteur, cela traduit la 

nécessité d'un rapport entre les concentrations intracellulaires et extracellu- 

laires d' a-amylase pour que la régulation s'effectue. 

S'intéressant au rôle possible de la paroi dans ce phénomène, 

YURKEVITCH et KOZYRIOVA (1972) isolent des protoplastes d'A. OXljZUe et montrent 

qu'ils perdent toute sensibilité à la concentration en a-amylase du milieu. 

L'élimination de la paroi entraînerait donc la synthèse d' a-amylase à un niveau 

élevé due à une absence de régulation. 

Pour l'école japonaise, la paroi présente aussi un effet régulateur, 

mais son mode d'action semble différent. 

YABUKI et FUKUI (1970) travaillent sur des parois purifiées d'A. 

OtrtjZUe et montrent qu'elles sont capables de fixer 1' a-amylase en grandes quan- 

tités, dès lors qu'elles ont subi un traitement à la soude normale à 100°C pen- 

dant 30 minutes. Ces auteurs suggèrent qu'il existe au niveau de la paroi des sites 



de fixation pour 1' a-amylase mais qu'ils peuvent être saturés préférentielle- 

ment par une molécule appelée "Masking factor". Le traitement alcalin aurait 

alors pour effet d'éliminer cette molécule et de rendre 3 la paroi ses capacités 

de rétention initiales. Une purification des parois a permis d'isoler la molé- 

cule en question dont la nature protéique a été montrée. Partant de ces obser- 

vations, les auteurs ont proposé le modele de régulation suivant. L' a-amylase 

avant d'être excrétée dans le milieu subirait une étape de fixation sur la pa- 

roi, puis la synthèse du "Masking factor" déplacerait cet équilibre en occupant 

préférentiellement les sites, libérant ainsi l'enzyme dans le milieu. 

Ces auteurs ont d'autre part mis en évidence que la capacité des 

parois à fixer 1' a-amylase était fonction du milieu de culture dans lequel le 

Champignon avait été cultivé. En l'absence de traitement alcalin, les parois 

provenant d'un milieu non inducteur de la synthèse d' a-amylase fixent de gran- 

des quantités de cette dernière. A l'opposé, sur un milieu contenant de l'ami- 

don, la capacité de fixation est faible comme le montre le tableau ci-dessous. 

Tableau 8 : Relation entre la secrétion d' a-amylase et la capa- 
cité de fixation des parois non traitées (draprés YABUKI et coll. . 
1970). 

Pour les auteurs, la protéine masquante serait donc inductible et 

c'est l'amidon qui jouerait le rôle d'inducteur. 

Pour YABUKI et coll. (1977) la paroi joue également un rôle dans 

l'induction proprement dite de la synthèse d' a-amylase. Ici, l'étude n'a pas 

été réalisée en culture comme c'est le cas pour la plupart des travaux déjà 

cités mais sur des portions d'un mycélium préalablement cultivé sur un milieu 

-. 
Aptitude des parois à 
fixer 1' a-amylase 
(pg/10 mg de paroi) 

1 

Milieux 

Amidon-peptones- 
sol-minérale 

Peptones-sol- 
minérale 

Secrétion d' a-amylase 
dans le milieu (pg/ml) 

....................................................................... 



non inducteur de la synthèse et soumis à un jeûne de plusieurs heures dans une 

solution saline afin d'augmenter sa sensibilité vis-à-vis de divers inducteurs. 

Lorsqu'à ce mycélium on ajoute une solution de maltose considéré 

comme le meilleur inducteur et que l'on mesure après 1 heure d'incubation la 

quantité d'enzymes à l'intérieur des cellules et dans le milieu, on constate 

qu'elles sont sensiblement équivalentes. Par contre, au bout de 2 heures, l'ac- 

tivité du milieu de culture est très nettement supérieur à celle du mycélium 

dont la valeur n'a pratiquement pas changée. 

Il y aurait donc un mécanisme d'induction à deux étapes, la premiè- 

re ne permettant qu'une synthèse modérge alors que la seconde conduirait au 

rythme normal. L'explication du phénomène fournie par les auteurs serait la sui- 

vante. Le maltose dans un premier temps pénètrerait dans la cellule à un niveau 

faible par l'intermédiaire d'une perméase constitutive, puis sa concentration 

augmentant, une perm4ase inductible serait produite conduisant à l'entrée massi- 

ve de l'inducteur. 

3 ) DISCUSSION 

A la lecture de ces travaux, plusieurs points ont retenu notre atten- 

tion. Tout d'abord, la synthèse d' a-amylase semble très dépendante des condi- 

tions nutritives et en particulier de la nature de la source carbonée. Cependant 

peu d'informations concernent l'influence de ces différents substrats sur la 

croissance et l'évolution du pH en cours de culture, de sorte qu'il est diffici- 

le de savoir si une synthèse plus importante est liée à une croissance supé- 

rieure à celle des témoins ou encore à une fluctuation différente du pH. On note 

également que pour bon nombre de ces substrats carbonés, leur rôle n'est pas 

clairement défini puisque par exemple le glucose, le maltose ou les dextrines 

apparaissent tantôt favoriser, tantôt réduire la production de cette enzyme. 

Il en va de même pour le phosphore qui, selon le cas, inhibe ou induit l'excré- 

tion de la protéine dans le filtrat de culture. 

A l'évidence, peu d'éléments font l'objet d'un accord quant à leur 

rôle effectif dans la synthèse d' a-amylase. Dans ces conditions, on peut penser 

qu'au moins en partie l'origine des souches utilisées peut être responsable 



des variations que l'on observe. 11 semble donc qu'un des premiers aspects que 

nous ayant a traiter soit de montrer si en fonction des constituants du milieu 

de culture, des réponses particulières 21 chacune des souches sont enregistrées 

ou bien si l'on observe des résultats homogènes. 

Le second point sur lequel nous nous sommes arrêté est l'intérêt que 

semble avoir porté plusieurs auteurs à la paroi en tant que système de régulation. 

Bien que les mécanismes invoqués ne soient pas unitaires, tous lui confèrent un 

rôle actif dans le phénomène. Ici encore, une voie de recherche nous est ouverte 

puisqu'on peut penser qu'en raison d'évolution différente, les souches BrBv IV 

et 1135 possèdent, au niveau de ia paroi, des modalités particulieres de régulation. 

Nous avons donc à notre disposition deux voies d'études qui devraient 

nous permettre de savoir si la difference d'activité des souches est sous la 

dépendance de la paroi en supposant que la régulation ne s'effectue pas de ma- 

nière identique dans les deux souches, ou sous la dépendance d'un métabolisme 

particulier qu'il sera nécessaire de préciser. C'est par ce dernier point que 

débutera notre étude. 

I I ,  ETUDE PHYSIOLOGIQUE EN CULTURES AGITEES , - 

Les raisons pour lesquelles nous avons choisi la culture agitée com- 

me système d'étude, ont été brièvement exposées au chapitre 1 "matériel et me- 

thode" comme étant un mode de culture plus proche de celui employé en fermenta- 

tion industrielle que ne l'est la culture stationnaire. En effet, dans les deux 

cas, le mycélium est immergé et n'a d'échanges gazeux qu'avec le milieu liquide 

environnant. Les différences entre ces deux systemes sont cependant profondes 

puisqu'en cultures agitées il n'est pas possible de maitriser des paramètres 

tels que le pH ou l'aération du milieu alors qu'en fermenteurs des régulations 

existent. Toutefois, des lors que ces paramètres ne jouent pas, par leurs va- 

leurs, le rôle de facteurs limitants sur la croissance, la biosynthèse ou la 

stabilité de l'enzyme, les cultures agitées permettent une bonne évaluation 

des aptitudes d'une souche a produire une enzyme donnée en conditions indus- 
trielles. 



1) COMPORTEMENT DES SOUCHES SUR LE MILIEU DE REFERENCE 

Il est était utile de disposer d'un milieu de culture synthétique sur 

lequel la synthèse d' a-amylase soit optimisée afin de mesurer avec précision 

le taux de production de chaque souche. Une étude réalisée au laboratoire par 

DEPREZ (1977) sur la recherche des conditions optimales de production d' a-amy- 

lase de la souche BrBv IV a permis la mise au point d'un milieu dont la concep- 

tion répondait aux exigences discutées dans la partie bibliographique, à savoir : 

- contenir une forte proportion d'azote organique ; 
- posséder une source de carbone favorable à la synthèse ; 

- maintenir le pH dans une zone propice à la croissance et à la production 
d' a-amylase. 

Sa composition est la suivante : 

- maltodextrines MD03 (Roquette) ...................... 
- glutamate de sodium monohydraté ..................... 
- ................................................ urée 

- KH2P0 4.............................................. 
- Ca(P0 H ) ,H O. ..................................... 4 2 2  2 
- MqS04,7H O.. ........................................ 2 
- MnSO ,H O........................................... 4 2 
- ZnS04,7H O.. ........................................ 

2 
- CuSO ,5H20.......................................... 

4 
....................................... - eau distillée 

pH après stérilisation = 6,B.  

Les maltodextrines MD0 fabriquées par la Société Roquette sont 3 
obtenues par hydrolyse ménagée de l'amidon. Leur composition hydrocarbonée 

est celle-ci : 

- polysaccharides ......... 94 % 
- maltose.. ............... 5 % 
- glucose ................. 1 %. 

Puisque ce milieu semblait très favorable à la synthèse d' a-amylase, 

pour la souche BrBv IV nous l'avons donc retenu comme base de nos expérimenta- 

tions. 

a) Résultats : 

Plusieurs séries culturales réalisées au cours de deux 

années nous ont permis de tracer les courbes figurées sur les planches 4 et 5. 



Planche 4 : Croissance, évolution d u  pH e t  synthése d'r-amylase 
d e  l a  souche BrBv IV  cultivée sur l e  milieu de référence. 

m a t  

LILLE 



Planche 5 : Croissance, évolution d u  pii e t  synthèse d '3-âmglase d e  
l a  souche 1135 cultivée sur l e  milieu de réf: rnrence. 

s e c h e  

m a t .  seche  - 
PH A. . S . .  A 

ps 5 0  .----a 



Elles représentent les valeurs moyennes que nous avons obtenues pour les trois 

paramètres suivis. 

b) Discussion : 

Le comportement de ces deux souches sur ce milieu de réfé- 

rence appelle plusieurs remarques. 

Tout d'abord, leurs activités amylolytiques sont tres dif- 

férentes, la souche BrBv IV donnant à 96 heures un titre d'environ 1400 PS 50/ml 

alors que dans les mêmes conditions, la souche 1135 n'en produit que 100 PS 50/ml. 

Ceci confirme donc les informations que nous possédions quant 3 leurs activités 

respectives. 

Concernant la croissance, on remarque également des dif- 

férences importantes. Si jusqu'a 48 heures elle est identique pour les deux 

souches, on observe cependant que dès cet instant l'inflexion de la courbe pour 

la souche 1135 s'amorce, ceci n'ayant lieu que plus tardivement pour la souche 

BrBv. En conséquence, un ralentissement très sensible de la croissance apparaît 

pour cette souche qui se traduira a 96 heures par un poids de matiere sèche inf6- 
rieur d'environ 20 % à celui de la souche BrBv IV. 

On remarque cependant qu'à 96 heures aucun plateau n'ap- 

paraît dans ces courbes. En fait ce stade est très fugace. Des essais prélimi- 

naires nous ont permis de constater qu'à 120 heures on enregistrait dans les 

deux cas une chute importante de la croissance consécutive à une lyse du mycélium. 

Comme l'ont montré VAUIER et coll. (1977), cette lyse débute dès que Se pH 

est supérieur à 7,2 et est maximum à pH 8,8. Son influence sur le taux final 

d' a-amylase est très controversée. Pour ces auteurs, elle est directement res- 

ponsable de la libération de l'enzyme dans le milieu, par contre on a pu voir 

que les travaux soviétiques et japonais faisaient intervenir des mécanismes 

actifs pour cette libération. L'expérience nous a montré que pour la souche 

1135 une perte d'activité se produisait dans ces conditions alors que pour la 

souche BrBv IV une augmentation de 5 à 10 % était enregistrée. Pour cette rai- 

son, il nous a semblé préférable de nous placer dans des conditions où la lyse 

intervienne le moins possible, et donc d'arrêter les cultures avant qu'elle ne 

se produise en totalité. 

La troisième constatation que nous pouvons faire, concerne 

l'évolution du pH en cours de culture. On remarque que pour la souche BrBv IV, 

une variation très faible se produit pendant les trois premiers jours, le pH 



passant de 6,7 à 6,4. Par contre, pour la seconde souche l'amplitude de la va- 

riation est plus importante, puisqu'une valeur de 5 , 6  est enregistrée a 48 heu- 
res. Dans les deux cas on assiste a une brusque remontée qui atteint pH 7,5 a 
8 à 96 heures. 

L'observation des différentes séries culturales que nous 

avons réalisées apporte cependant un élément nouveau à la simple constatation 

des faits. Nous avons pu remarquer pour les deux souches que des variations as- 

sez importantes de la croissance se produisaient au bout de 48 heures d'incuba- 

tion, dues au fait que la germination des spores servant d'inoculum avait, dans 

certains cas, été retardée. La raison principale de ce phénomène est sans doute 

que pour certaines expérimentations les tubes devant servir à l'ensemencement 

ont été conservés quelques jours 2 +4OC avant d'être utilisés. Lorsque l'on 

reporte sur deux graphiques (planches 6 et 7 )  la valeur du pH et celle de la 

croissance pour chaque fiole de culture prélevée a 48 heures, on remarque 
alors qu'une relation très stricte lie ces deux paramètres pour la souche 1135 

puisqu'un coefficient de corrélation égal à -0,96 a été calculé. A l'inverse, 

bien que l'on note une dispersion de la croissance de même amplitude, pour la 

souche BrBv IV aucune relation de proportionnalité ne peut être mise en évidence. 

Les profils de pH différents que nous avons constatés entre les souches, trou- 

vent ici leur justification puisqu'il est manifeste pour la souche 1135 que 

plus la croissance est importante, plus le pH est faible. 

La présence d'une relation de proportionnalité entre crois- 

sance et pH pour une souche et son absence pour l'autre, traduit sans aucun 

doute l'existence de différences métaboliques notables qu'il conviendra d'étudier 

plus en détail afin de voir si on peut leur attribuer une part dans leur dif- 

férence d'activité a-amylase. 

Ces premiers résultats nous ont permis de mettre en éviden- 

ce un comportement tout à fait particulier de chacune des souches vis-à-vis du 

milieu de culture que nous avons pris comme référence. Cependant, il était inté- 

ressant de montrer si sur un autre milieu un comportement semblable était en- 

registré ou bien si l'on avait assisté à un phénomène particulier dû au milieu 

de culture employé. Nous avons alors entrepris de tester un milieu radicalement 

opposé au précédent, comportant une source de carbone défavorable à la synthèse 

d' a-amylase afin de voir si en absence de stimulation particulière, la même 

différence d'activité était observée entre souche. Pour cela nous avons choisi 

un milieu de Czapek additionné d'extrait de levure dont la composition est 

la suivante : 



Planche 6 : Relation entre croissance et  pH après 48 heures de 
culture sur l e  milieu de référence pour l a  souche 1135. 

mat. seche 

Planche 7 : Relation entre croissance e t  pH après 48 heures de 
culture sur l e  milieu de référence pour l a  souche BrBv IV. 
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- saccharose. ................. 30 g 
- extrait de levure. .......... 5 9 

- FeS04,7H O.. ................ 0,019 
2 

- eau distillée ............... 1000 ml 
pH après stérilisation = 6,O. 

2 )  COMPORTEMENT DES SOUCHES SUR CZAPEK ADDITIONNE D'EXTRAIT DE 
LEWRE 

Les résultats correspondant à cette série sont représentés sur 

les planches 8 et 9. 

Résultats et discussion : 

A l'évidence, toutes les observations que nous avons for- 

mulées sur le milieu de référence peuvent se vérifier sur Czapek + extrait de 

levure. 

Tout d'abord la croissance des souches montre la même va- 

riation puisque la souche 1135 conduit a des poids de matière sèche nettement 
inférieurs à ceux de la souche BrBv IV. On note d'ailleurs que l'écart de crois- 

sance est plus important sur ce milieu qu'il ne l'est sur le milieu de référence 

sans doute à cause d'une baisse importante du pH à 48 heures pour la souche 1135 

qui atteint pH 4,valeur tr5s défavorable à la croissance. 

Puisque nous venons d'en faire état, l'évolution du pH est 

là aussi très significative, étant donné qu'aux plus basses valeurs un écart 

d'une unité pH est enregistré entre les souches et que c'est encore la souche 

1135 qui impose l'acidification la plus forte. 

Enfin, si l'on s'intéresse à la production d' a-amylase, 

on note qu'en dépit d'une diminution très importante due à la présence de sac- 

charose, la synthèse est toujours plus active pour la souche BrBv IV que pour la 

souche 1135. De plus, on peut signaler que le rapport de production est assez 

proche de celui obtenu sur le milieu de référence puisqu'on obtient : 



Planche 8 : Croissance, évolution du pH e t  synthèse d 'a-amylase d e  
l a  souche BrBv IV  cultivée sur Czapek additionnée d'extrait d e  
levure 5 g / l .  

croissance 

PH 

a-amylase 



Planche 9 : Croissance, évolution du pH e t  synthèse d 'a-amylase de 
l a  souche 1135 cultivée sur Czapek additionnée d'extrait d e  levure 
à 5 g/l. 

m a t .  sèche 

A pH - croissance 
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100 - - = 0,07 sur MD03 glutamate de Na 
1400 

0,l sur Czapek + extrait de levure. 

La comparaison de ces deux milieux était nécessaire, puis- 

que désormais on peut être assuré d'un certain nombre de facteurs constants 

que sont l'activité a-amylase faible de la souche 1135, sa croissance toujours 

inférieure 3 celle de l'autre souche et l'acidification qu'elle impose 3 tous 

les milieux de culture. 

Ces premiers résultats permettent de penser que l'aptitu- 

de des souches produire cette enzyme n'est pas identique et qu'un certain nom- 

bre de différences métaboliques en sont la cause. Les données bibliographiques 

nous ont montré l'importance de la source carbonée dans l'induction de cette 

biosynthèse et nous avons pu remarquer que leur r61e n'était pas tres clairemnt 

établi. Aussi, avons-nous envisagé de montrer l'efficacité de certains substrats 

sur la synthese d' a-amylase des souches BrBv IV et 1135 et en particulier du 

glucose et du maltose pour lesquels Les avis divergeaient. 

3 )  INFLUENCE DU GLUCOSE ET DU MUTOSE SUR LA BIOSYNTRESE D'a-AMYLASE 

Le milieu de référence favorisant la production d' a-amylase pour les 

deux souches, c'est sur lui que nous avons modifié la source de carbone. Le glu- 

cose ou le maltose sont introduits dans ce milieu en remplacement des malto- 

dextrines et à &ne concentration,soit 30 g/l. Afin de limiter la variation 

pour l'interprétation des résultats, une courbe témoin sur maltodextrines est 

réalisée systématiquement et figure sur les planches 10,11,12 et 13, en même 

temps que la courbe expérimentale. 

a) Influence du glucose : 

Une très nette diminution de la production d' a-amylase 

est enregistree lorsqu'on remplace les maltodextrines par du glucose. Pour la 

souche BrBv IV seul le tiers de la synthgse sur milieu témoin est obtenu alors 

que pour la souche 1135 on assiste une réduction de moitié. 



Planche 10 : Croissance, évolution d u  pH e t  synthèse d'ci-amylase 
de l a  souche BrBv IV cultivée sur glucose ou àextrines. 
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Planche 1 1  : Croissance, évolution d u  pH e t  synthèse d'a-amylase 
de l a  souche 1135 cul t ivée sur glucose ou dextrines. 
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Concernant la croissance, on note d'autre part qu'elle ne 

semble pas affectée par l'emploi du glucose puisque le tracé des courbes est 

très similaire a celui des maltodextrines. 

L'évolution du pH en cours de culture montre cependant une 

différence de comportement entre souches puisqu'une chute de pH se produit à 

48 heures pour la souche BrBv IV cultivée sur glucose alors que pour la souche 

1135 l'évolution du pH sur ce milieu est tout à fait comparable à celle obtenue 

sur maltodextrines. Cependant, il n'est pas impossible que l'acidification na- 

turelle de cette souche masque une chute de pH effective mais d'amplitude com- 

parativement plus faible. 

Ces résultats montrent toutefois une homogénéité certaine 

des réponses physiologiques de nos souches à l'application d'un même stimulus. 

Le glucose qui a pu être décrit tantôt inducteur, tantôt inhibiteur de cette 

synthèse présente dans notre expérimentation un effet inhibiteur certain qui ne 

semble pas dépendre de la souche étudiée comme le laissaient supposer les données 

bibliographiques. 

b) Influence du maltose : 

Contrairement au glucose, le maltose conduit à une produc- 

tion d' a-amylase pratiquement équivalente à celle du milieu témoin. Ici encore 

aucune différence notable ne peut être enregistrée soit au niveau de la croissan- 

ce soit au niveau du pH qui puisse traduire un effet particulier de ce composé 

en culture. Il semble donc que le remplacement d'une source de carbone complexe 

comme les maltodextrines par du maltose ne modifie pas de façon très sensible 

les taux de production. Nos résultats sont donc en accord avec ceux de TONOMURA 

et coll. (1961) pour qui l'induction de la synthèse nécessite la présence 

d'a-glucosyl-glucose. Par contre, ils s'éloignent très fortement de ceux de 

KUNDU et coll. (1972) qui placent par ordre d'efficacité décroissante le glucose 

suivi du maltose et des maltodextrines. 

Cependant, on peut se demander quel type de relation lie le 

maltose à la synthèse d'a-amylase et en particulier si on peut lui attribuer 

un effet inducteur à faible concentration. Pour cela nous avons cultivé les sou- 

ches sur le milieu de référence dont la source de carbone était représentée par 

du glucose et du maltose en quantités variables. Seul le titre final en a-amylase 

a été mesuré après 96 heures de culture et la planche 14 exprime l'activité 

relative de chaque milieu en pourcentage de l8acti.vité due au maltose seul. 



Planche 12 : Croissance, évolution d u  pH e t  synthèse d'a-amylase 
de la  souche B r B v  I V  cultivée sur maltose ou dextrines. 
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Planche 13  : Croissance, évolution d u  pH e t  synthèse d ' a - a m y l a s e  
de l a  souche 1135 cultivée sur naltose ou dextrines. 



Planche 14 : A c t i v i t é  a-amylase d e s  souches 1135 e t  B r B v  IV c u l t i v é e s  
sur  l e  m i l i e u  de  r é f é r e n c e  contenant d i f f é r e n t s  r a p p o r t s  g lucose /  
mal tose  (1 ' a c t i v i t é  est exprimée en % d e  1  ' a c t i v i t é  due au mal tose  
seul  a p r è s  96 heures  de c u l t u r e ) .  
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C) Résultats et discussion : 

L'observation de ces courbes montre qu'à faible concentra- 

tion le maltose conduit & une augmentation importante de la synthèse qui atteint 

93 % pour la souche BrBv IV et 90 % pour la souche 1135, lorsqu'il intervient 

pour moitié dans La composition du mélange. Le fait que l'on enregistre dans les 

deux cas une montée rapide de la synthèse qui se poursuit asymptotiquement pour 

des concentrations en maltose supérieures 50 %, indique clairement que l'effet 

inducteur du maltose est plus important que l'effet inhibiteur du glucose sur la 

production de l'enzyme. Dans le cas contraire on devrait enregistrer une stag- 

nation de l'activité relative pour les faibles concentrations en maltose suivie 

d'une remontée importante lorsque sa concentration devient élevée. 

On remarque toutefois que si l'allure générale des deux 

courbes est similaire, l'effet inducteur du maltose semble moins marqué pour 

la souche 1135 qu'il ne l'est pour l'autre souche. On pourrait cependant con- 

sidérer de la même façon que l'effet inhibiteur du glucose est plus important ici 

puiscp'il n'est pas possible de séparer les deux phénomènes. Mais dans ce cas, 

on s'expliquerait mal pourquoi en présence de glucose comme seule source de car- 

bone, on n'assiste pas à une réduction plus importante de l'activité relative 

qui demeure de l'ordre de 58 % alors qu'elle n'est que de 48 % pour la souche 

BrBv IV. En conséquence, le tassement des valeurs que l'on enregistre semble 

plutôt traduire la sensibilité plus faible de cette souche à la nature du sucre 

introduit. 

Bien que ces résultats aient été vérifiés par une seconde 

expérimentation, il est difficile d'émettre une hypothèse sur la signification 

d'une telle réponse dès lors que trop d'inconnues subsistent quant à l'induction 

et à la régulation de la biosynthèse d' a-amylase chez h p c Z h g a ~  OhqzacZ. 

Jusqu'à présent nos résultats ont toujours fait état de 

grandes similitudes qui semblent indiquer une identité des mécanismes dans cha- 

cune des souches mais sans aucun doute des modalités particulières qui puissent 

rendre compte de leur différence d'activité. Quelle peut être l'importance de 

la paroi mycélienne dans ces mécanismes ? .  C'ast un des points fondamentaux 

auquel il est nécessaire d'apporter une réponse. 



4) DETERMINATION DU RAPPORT ENTRE a-AMYLASE INTRACELLULAIRE ET 

EXTRACELLULAIRE 

Pour cette expérimentation, nous avons procédé de la manière 

suivante. 

Les cultures sont réalisées sur le milieu de référence contenant 

des maltodextrines comme source carbonée. Chaque jour le mycélium est recueillie 

après filtration et lavé plusieurs fois à l'eau distillée afin d'éliminer toute 

trace d'a-amylase extracellulaire. Il est ensuite transféré dans 50 ml de tam- 

pon phosphate 0,l M pH 5,5 et maintenu a +4OC dans la glace. Il est alors 

broyé à l'ultra-turrax pendant environ une minute puis centrifugé. L'activité 

a-amylase présente l'intérieur des cultures est exprimée en pourcentage de 

l'activité totale comprenant le filtrat de culture plus le surnageant de cen- 

trifugation. Les résultats que nous avons obtenus sont indiqués dans le tableau 

ci-dessous et représentent,pour chaque condition, la valeur moyenne de trois 

échantillons. 

Tableau 9 : A c t i v i t é  a-amylase i n t r a c e l l u l a i r e  en pourcentage 
d e  l ' a c t i v i t é  t o t a l e  s u r  l e  m i l i e u  d e  r é f é r e n c e .  

a) Discussion : 

A l'évidence, les résultats que nous obtenons ne permet- 

tent pas de justifier l'hypothèse que nous avons formulée. Dans tous les cas, 

la proportion d'a-amylase présente à l'intérieur des cellules est faible 

puisqu'au maximum elle représente 3,2 % de l'activité totale. On peut noter à 

cet égard que les rapports les plus élevés sont mesurés pour la souche 1135, en 

particulier après 72 heures d'incubation. Le fait que ce soit pour-cette souche 
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alors que plus sa concentration dans le filtrat serait faible, plus facile 

serait la diffusion et en conséquence plus faible serait le rapport activité 

intracellulaire/activité totale. Or, la comparaison des résultats obtenus 

pour les deux souches montre que c'est précisément le contraire qui se produit. 

De même, la rétention de l'enzyme à l'intérieur du mycélium devrait être plus 

importante à 96 heures où sa concentration dans le filtrat est la plus forte. 

Ici encore, nos résultats montrent qu'il n'en est rien puisqu'au moins pour la 

souche 1135, c'est à 48 et 72 heures que les rapports sont les plus élevés. 

Cependant, cette expérimentation ne permet pas de conclu- 

re A un rale différent de la paroi pour chacune des souches. Les valeurs calcu- 

lées sont très proches et montrent d'autre part qu'un rapport à peu près cons- 

tant s'établit entre les concentrations intra et extracellulaires. Dans ces 

conditions, la seule preuve expérimentale que l'on puisse obtenir ne peut venir 

que de l'étude d'un système dépourvu de paroi qui nous renseignera sur l'impor- 

tance réelle qu'elle possède dans la régulation et sur la part qu'on peut lui 

attribuer dans la différence d'activité des souches. Puisque l'isolement de 

protoplastes est possible chez les Champignons inférieurs c'est à eux que nous 

aurons recours dans la suite de cette étude. 

b) Conclusion : 

Les résultats obtenus en cultures agitées ont montré à la 

fois de grandes similitudes mais aussi de profondes divergences quant au compor- 

tement des souches sur différents milieux. 

La souche 1135 apparaît comme ayant une croissance et une 

production d'a-amylase toujours plus faibles que celles de la souche BrBv IV 

mais par contre un pouvoir acidifiant beaucoup plus important. L'analyse de 

nombreuses cultures nous a d'ailleurs permis de montrer que son acidification 

était étroitement liée à sa croissance et nous en avons conclu que vraisemblable- 

ment des différences métaboliques importantes la distinguait de la souche 

BrBv IV. Cependant, malgré leur physiologie particulière, lorsqu'on les cultive 

sur différents milieux, la variation des taux de synthèse d'a-amylase se fait 

toujours dans le même sens et avec une amplitude similaire. De même si la crois- 

sance est affectée pour l'une, elle l'est également pour l'autre. Cette homo- 

généité des réponses laisse donc supposer une identité des mécanismes conduisant 

a la synthgse d'a-amylase mais également des différences qui puissent rendre 
compte de leurs activités respectives. Nous les avons recherchées sans succès 

dans une rétention différente de la protéine à l'intérieur du mycélium car là 



encore des résultats très proches ont été observés. Toutefois, de cette expé- 

rimentation on ne peut conclure avec certitude sur le r81e exact de la paroi 

dans l'activité des souches, des lors qu'elle est constamment présente dans 

l'expérimentation. L'utilisation de protoplastes devrait au contraire nous per- 

mettre de répondre de façon certaine a cette question. Ce n'est pas la leur 
seul intérêt. 

En effet, dans l'étude que nous avons réalisée en cultures 

agitées, nous ne pouvons pas savoir si la faible activité enzymatique de la sou- 

che 1135 n'est pas due, au moins partiellement, & sa croissance ou 3 son acidi- 

fication importante. Dans ces conditions, l'étude d'un système où croissance 

et pH n'interviennent pas dans l'expérimentation, devrait nous permettre une 

compréhension meilleure des phénomènes qui font de cette souche un faible pro- 

ducteur. Nous verrons donc dans cette seconde partie, comment & l'aide de 

protoplastes, il est possible de répondre & ces questions. 

I I I ,  OBTENTION DES PROTOPLASTES CHEZ ASPERGILLUS ORYZAE 

1) REWE BIBLIOGRAPHIQUE 

Les conditions nécessaires a l'isolement de protoplastes sont très 

variables d'un organisme a l'autre, mais répondent toutes a un même schéma gé- 
néral. Dans ce procédé, la digestion de la paroi est réalisée par voie 

enzymatique, dans une solution hypertonique qui permet le maintien de la struc- 

ture des protoplastes lors de leur formation. Chez les Champignons inférieurs, 

ils sont généralement isolés 3 partir d'un mycélium, récolté en début de phase 

exponentielle de croissance, que l'on incube pendant quelques heures dans un 

complexe lytique. Les principales difficultés rencontrées proviennent de la mise 

au point de ce complexe, dont l'efficacité vis-&-vis de la paroi du microorga- 

nisme, déterminera pour une grande part, le rendement en protoplastes. 

a) Le complexe lytique : 

La tendance actuelle est d'utiliser les activités enzyma- 

tiques de certains microorganismes pour la préparation du complexe lytique. 

Parmi ces activités, ce sont essentiellement les chitinases et les B 1-3 glu- 

canases qui sont recherchées, en raison de l'importance de la chitine et des 



-- 

$-glucanes dans les parois fongiques (PEBERDY, 1980 ; VAN DEN BROEK et coll., 

1979). A l'heure actuelle, peu d'espèces sont employées de manière courante pour 

produire ces deux classes d'enzymes et l'on peut citer surtout 1'Ascomycète 

Thkhodehma izatrzianurn (PEBERDY et ISAAC, 1976) et llActinomycète imhovia 

xantkineolyaXca (VAN DEN BROEK et coïï., 1979). 11s sont généralement cultivés 

sur des milieux semi-synthétiques dont la source de carbone est représentée par 

de la chitine ou des parois cellulaires de l'organisme dont on désire isoler 

des protoplastes (HEARN et coll., 1980). Les filtrats de culture obtenus dans 

ces conditions sont le plus souvent utilisés seuls après une étape de concen- 

tration, mais dans certains cas, ils sont supplémentés avec différentes prépara- 

tions commerciales dont la plus employée est le suc digestif de l'escargot ff&x 

p0ma;tia riche lui aussi en 8-glucanases. 

b) Les autres conditions affectant le rendement en 
protoplastes : 

La production de protoplastes est largement influencée par 

certains facteurs tels que l'âge du mycélium utilisé pour la digestion, la com- 

position du milieu de culture dans lequel il s'est développé, la nature et la 

concentration de la solution stabilisatrice. Il semble cependant que seuls les 

deux premiers points jouent un rôle de facteurs limitants. 

Pour VAN DEN BROEK et coll. (1979) les conditions optima- 

les sont réalisées chez AhpekgLUu~ niddam, avec un mycélium récolté après 

14 à 16 heures d'incubation, dans un milieu contenant 1 % de glucose et du ci- 

trate de sodium. Pour ces auteurs, il convient de ne pas augmenter la concentra- 

tion en glucose du milieu, car ce composé favorise la formation de 61-3-glucanes 

dans la paroi mycélienne, qui réduisent d'autant l'efficacité du complexe lyti- 

que. Par contre, 3 la concentration de 1 % ,  sa présence prévient la formation de 

mélanine qui semble-t-il ne débute qu'après sa complète disparition. L'action 

conjointe du citrate de sodium et d'une faible concentration en phosphates per- 

met elle aussi, en diminuant la proportion de 61-3-glucanes, d'optimiser l'ac- 

tivité lytique. 

Ces mêmes auteurs se sont intéressés à l'influence de la 

solution stabilisatrice sur la formation des protoplastes et rapportent qu'à 

préssions osmotiques égales, des rendements supérieurs sont obtenus avec 

(NH4)2S04 et KC1 comparés à d'autres solutions osmotiquement stabilisées avec 

des sels ou des sucreS.La concentration de ces solutions, si elle n'est pas 

critique 3 l'intérieur de certaines limites, joue cependant un rôle sur la tail- 

le et la vacuolisation des protoplastes. Pour des pressions osmotiques faibles 



correspondant a 0,l-0,2 M (NH4)2S04, des protoplastes de grandes tailles for- 
tement vacuolisés sont isolés, alors qu'a 0,8 M (NB ) SO la taille mais aussi 4 2  4 
le nombre de protoplastes relargués, diminuent. 

La revue bibliographique que nous venons de faire, montre que la 

mise au point d'une méthode d'isolement de protoplastes requière l'étude systé- 

matique de nombreux paramètres si l'on veut aboutir une procédure optimale. 

Les conditions matérielles ainsi que le temps dont nous disposions pour cette 

étude, ne nous ont pas permis de les envisager tous. C'est pourquoi nous nous 

bornerons ici a décrire la méthodologie suivie, en discutant les points sur 
lesquels elles pourrait être optimisée. 

Les premières investigations que nous avons réalisées ont été faites 

à l'aide de diverses enzymes purifiées et de suc digestif dlH&x p o m d a  
sous sa forme lyophylisée, 1'Helicase ( I B F ) ,  qui contient de la S-glucuroni- 

dase et de la sulfatase. 

Ces enzymes ont été employées à des concentrations de 2 mg/ml dans 

un tampon phosphate 0,l M, pH 6 contenant O,6 M de KC1. Aucun protoplaste n'a 

été observé pour 100 mg de mycélium et ceci pour les combinaisons suivantes : 

- ce11 ulase 
- hemicell u l  ase 
- chitinase - helicase - cellulase + chitinase 
- cellulase + helicase. 

Seuls de rares protoplastes ont été mis en évidence dans le cas de 

l'association helicase + chitinase après 3 heures d'incubation 3 30°C sous agi- 

tation. 

La faiblesse de ces premiers résultats nous a 2oussé 3 envisager 

l'utilisation du pouvoir lytique de T n x c h o d m a  h~7Azkru.m t'el qu'il a été décrit 

par PEBERDY et ISAAC (19761, FiEARN et coll. (19801. 



Pour cela, deux souches de Tnichodetona h z k n u m  ont été obtenues 

auprès de la mycothèque du Muséum National d'Histoire Naturelle sous les réfé- 

rences ATCC 20 476 et Leg ENSA Montpellier. 

a) Préparation du complexe lytique : 

Nous avons utilisé pour sa préparation un milieu de cultu- 

re proche de ceux employés par les auteurs précédents qui préconisent l'emploi 

de chitine comme source de carbone, additionnée soit de frondes de l'Algue brune 

 amid da hypettbohea, riches en laminarine, soit de mycélium de l'organisme dont 

on veut isoler des protoplastes. Le contenu en laminarine de ces Algues subissant 

d'importantes variations saisonnières, nous avons préféré utiliser des parois 

cellulaires d'A. OhyZae dans notre milieu. 

- Protocole expérimental : A. OtLtjZae est ensemencé en fioles d'erlenmeyer sur le 

milieu de référence et cultivé pendant 96 heures sous agitation. Après plusieurs 

lavages 21 l'eau distillée, le mycélium est congelé, lyophylisé et enfin réduit 

en poudre. 

Le milieu de culture pour T. hahzianlun nous a servi à la fois à la conservation 

des souches et à la préparation du complexe lytique. Sa composition est la sui- 

vante : 

- saccharose ........................ 3 9 

- chitine... ........................ 5 g 
............... - mycélium lyophylisé 5 9 

- NaNO 3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 g 

- KCl ............................... 0,s g 
- FeSO ,7H O ........................ 0,Ol g 

4 2 - eau............................... 1000 ml 

Pour la préparation du complexe lytique, le Champignon est cultivé en fioles 

d'erlenmeyer de 1 litre contenant 200 ml de milieu, à 30°C et sous agitation 

pendant 96 heures. Le filtrat de culture ainsi obtenu est séparé du mycélium 

par centrifugation, réduit de moitié .3 l'évaporateur rotatif à 28OC, filtré 

une première fois sur filtre Durieux sans cendre puis à nouveau sur membrane 

millipore (porosité 0,45 b) et conservé au congélateur à -1a0C. 



b) Activité du filtrat de T .  hatrzhWUlJ?l sur A. U&ljZae : 

Une étude préliminaire nous a permis de montrer que la 

souche dénommée Leg ENSA Montpellier semblait supérieure dans nos conditions 

d'expérience, aussi avons-nous continué nos travaux avec elle. L'isolement des 

protoplastes d'A. anyzae est réalisé de la façon suivante. 

Un mycélium d'A. U/LyZUe cultivé sur le milieu de référen- 

ce pendant 24 heures, est recueilli par filtration, lavé avec 300 ml de KC1 0,6 M 

et remis en suspension dans le complexe lytique fait d'un volume égal de filtrat 

de culture concentré de T .  h z k m  et d'un tampon phosphate 0,2 M, pH 6 con- 

tenant 1,2 M de KC1, a une concentration de 0,02 g de mycélium par ml de solu- 
tion enzymatique. Après 3 h 30 d'incubation a 30°C sous agitation, les proto- 

plastes sont séparés des débris mycéliens par filtration sur verre fritté poro- 

sité 1. 

Afin d'éliminer le complexe lytique, deux centrifugations 

successives, en présence de NaCl 0,7 M, sont effectuées. Après reprise du culot 

de centrifugation dans la meme solution, le rendement en protoplastes est mesuré 

d'une part par comptage 3 l'hématimètre, d'autre part par étalement après dilu- 

tion, sur un milieu de Czapek contenant 0,5 % d'extrait de levure, rendu hyper- 

tonique par du NaCl 0,6 M. . 
6 Par cette méthode, environ 10 protoplastes sont isolés 

par gramme de mycélium,ce qui reste nettement inférieur aux résultats de PEBERDY 

et ISAAC (1976) qui obtiennent chez A. k d L & ~ s  2 à 2,s x 10l0 protoplastes 

pour 5 g de mycélium, ou encore 3 ceux de HEARN et coll. (1980) dont le rendement 

moyen est de 5 x 108 protoplastes pour 4 3 5 g de mycélium d'A. &un. igaf :~.  Le 

fait que différents milieux de culture pour 7. h.Kz~aYUUn n'aient pas été étudiés 

est sans aucun doute la cause principale de notre faible rendement. D'autre 

part, nous n'avons pas suivi par dosage, les activités chitinase et l-3-gluca- 

nase du filtrat, dont les pics peuvent arriver soit avant, soit après l'arrêt 

de nos cultures 3 96 heures. Aussi, afin d'augmenter la production de proto- 

plastes à un niveau permettant nos expérimentations ultérieures, nous avons 

supplémenté le filtrat de culture avec 1 % (v/v) de cytohelicase (IBF PHARMA- 

INDUSTRIE) qui est une préparation de suc digestif d ' f f a ~  enrichie 

en B-glucanase . 

- Résultats : L'action conjointe du filtrat de culture de T .  h.KzkYUUn et de 

cytohelicase a 1 % (v/v) permet aujourd'hui, dans les conditions expérimentales 
8 décrites précédeniment, d'obtenir 10 protoplastes pour 3 g de mycélium. Il faut 

noter d'autre part que l'action lytique de la cytohelicase employée seule a 



même concentration ne permet d'atteindre qu'un taux faible de protoplastes sur 

notre matériel. Le pouvoir lytique de T .  hatrzia~um apparaît donc indispensable 

à un bon rendement et des études ultérieures devraient nous permettre de préci- 

ser les conditions pour lesquelles ce pouvoir est optimal. 

C) Stabilité et régén4ration des protoplastes : 

- S t a b i l i t é  : Observés au microscope après leur filtration sur verre fritté, 

les protoplastes sont caractérisés par leur petite taille variant de 5 à 10 p 

et sont d'autre part fortement vacuolisés. Le nombre et la taille des vacuoles 

dépend essentiellement de la nature et de la concentration de la solution sta- 

bilisatrice employée. Lorsqu'après centrifugation on reprend les protoplastes 

dans une solution de NaCl 0,7 M, la taille des vacuoles diminue peu à peu et le 

cytoplasme peut alors remplir les espaces laissés libres. Par contre, si on les 

conservent pendant 20 heures à +4OC dans le complexe lytique ou dans une solu- 

tion de KC1 0,6 Ml le volume cellulaire des protoplastes s'accroît et l'on re- 

marque le plus souvent une unique vacuole de grande taille qui repousse le cy- 

toplasme contre la membrane plasmique (planche 15). Dans ces conditions, on peut 

observer couramment des protoplastes dont le diamètre atteint 20 p. 

Planche 15 : Aspec t  d e s  p r o t o p l a s t e s  d l & p & t g d ? . h  Utryzae a p r è s  
une c o n s e r v a t i o n  d e  20 h e u r e s  à +4OC dans  l e  complexe  l y t i q u e .  



- régénération : Nous avons suivi la régénération de la paroi en utilisant l'affi- 
nité d'un fluorochrome, le calcofluor-white, vis-a-vis de la chitine selon la 

technique décrite par NAGATA et TAKEBE (1970). 

.protocole ______________________ expérimental : après centrifugation, les protoplastes sont 

remis en suspension dans une solution de KC1 0,6 M contenant 1 % de calcofluor- 

white et laissés 5 minutes en présence de cette solution. L'excès de colorant 

est alors éliminé par deux lavages successifs dans du KC1 0,6 M puis les proto- 

plastes sont montés sur lame et observés au microscope en fluorescence. 

Lorsqu'ils sont traités au calcofluor juste après leur isolement, aucune fluo- 

rescence n'est décelable sur les protoplastes alors qu'elle est parfaitement vi- 

sible sur les débris myceliens restant dans la préparation. Il en est de m6me 

lorsqu'on les observe après 20 heures 3 +4OC dans le complexe lytique ou une 

solution de KC1 0,6 M. Par contre, incubés 8 heures dans un milieu MD03, glu Na, 

Ur&e diluée de moitié et rendu hypertonique par du NaCl 0,6 Ml on observe un 

début de fluorescence pour environ 50 % des protoplastes. On remarque cependant 

que la régénération de la paroi n'est pas totale à ce niveau, car les protoplas- 

tes restent toujours sensibles à un choc osmotique créé par l'eau distillée. 

Sur milieu gélose, la régénération semble aussi assez rapide. Observés après 

24 heures d'incubation 30°C sur un milieu Czapek contenant 0,6 M NaC1,les 

protoplastes ont déjà émis 1 ou 2 tubes germinatifs d'une longueur de 100 3 200 v 
possédant un nombre restreint de cloisons. Aprgs 48 à 72 heures, des thalles 

se sont organisés en tous points semblables 3 ceux engendrés par des conidies. 

Leur développement ultérieur conduit comme eux à la formation de conidiophores 

et de conidies morphologiquement identiques. 

La viabilité des protoplastes est cependant assez affectée par leur conservation. 

Lorsqu'ils sont étalés sur milieu gelosé juste après leur formation, pratique- 

ment 100 % des protoplastes régénèrent. Par contre, conservés dans le complexe 

lytique ou dans une solution de KC1 0,6 M pendant 20 heures +4OC, une baisse 

de viabilité de 30 à 40 % est enregistrée. Conservés plus de 48 heures, dans 

les mêmes conditions, la viabilité Cievient pratiquement nulle. 

3 ) CONCLUSION 

la méthode d'isolement de protoplastes que nous avons mise au point 

chez A. otryzae, permet a l'heure actuelle d'aboutir à des rendements qui se 

rapprochent de ceux observés par d'autres auteurs, sur des especes différentes. 



Nos résultats montrent cependant qu'une optimisation de cette procédure est 

sans doute possible en cherchant en particulier à augmenter le pouvoir lytique 

du filtrat de culture de T/uchodema h z i a n m .  

Nous avons vu d'autre part que la régénération de la paroi s'effec- 

tuait assez rapidement dans un milieu de culture, comme le milieu Milo3, glu Na, 

Urée dilué de moitié, mais que sans doute une dizaine d'heures étaient néces- 

saires pour que l'ensemble des protoplastes aient opéré cette régénération. De 

plus, la fragilité de cette nouvelle paroi, attestée par la sensibilité des 

protoplastes à un choc osmotique, fait supposer que sa structure n'est pas 

complètement rétablie. La connaissance de ce point particulier est importante 

pour notre 4tude puisqu'un de ces aspects est précis4ment de montrer l'influence 

de la paroi sur la production d' a-amylase. Il apparaît clairement ici que si 

l'on veut limiter le phénomène de régénération pour ne travailler qu'avec un 

matériel dénué de paroi, la durée des expérimentation ne devra pas excéder 

8 heures et si possible utiliser des milieux peu concentrés en substances nu- 

tritives sans doute moins favorable a une resynthèse rapide de la paroi cellu- 
laire. 

Quel peut être le comportement de protoplastes en culture? Leur taux . 
de synthèse en a-amylase ? La différence d'activité existant entre nos souches 

se conserve-t-elle dans un système sans paroi ? Telles sont les premières ques- 

tions auxquelles nous allons essayé d'apporter une réponse. 

I V ,  ETUDE PHYSIOLOGIQUE SUR PROTOPLASTES 

1) PROTOCOLE EXPERIMENTAL GENERAL 

L'isolement des protoplastes nécessitant un minimum de 5 heures, 

il n'est pas possible de procéder aux expérimentations dans la même journée, 

aussi les protoplastes sont-ils conservés dans le complexe lytique pendant 

16 heures à +4OC avant d'être utilisés. Ils sont alors centrifugés 20 minutes 

a 3000 t/mn et lavés deux fois avec une solution de NaCl 0,7 M afin d'éliminer 
le complexe lytique. Après reprise du culot de centrifugation dans la même 

solution, ils sont répartis en tubes corex (@ 15 mm-L 100 mm) à raison de 



2 x 106 protoplastes par tube puis centrifugés une nouvelle fois. On les remet 

alors en suspension dans 4 ml de milieu d'incubation et on les introduit dans 

un portoir incliné fixé 3 un agitateur. L'incubation s'effectue i3 30°C sous 

agitation modérée. Apres des durées variables, les échantillons sont sortis 

de l'agitateur et centrifugés immédiatement puis le surnageant est récupéré et 

conservé au congélateur -18OC avant d'être dosé. 

La méthode de dosage que nous utilisons, mettant en évidence les 

fonctions réductrices libérges par l'hydrolyse de l'amidon sous l'action de 

l'enzyme, il y a interférence avec les sucres réducteurs apportés par le milieu 

d'incubation lorsque l'activité enzymatique est faible. Pour cette raison, 

nous avons fait systématiquement trois tubes pour chaque condition expérimenta- 

le dont le surnageant de l'un est porté au bain marie bouillant pendant 10 mi- 

nutes afin de dénaturer l'a-amylase et sert 3 contrdler le pouvoir réducteur 

du milieu. La production d'enzymes est alors calculée par différence entre 

l'activité réductrice totale et lVactivit& réductrice du milieu. 

2) ETUDE DE LA PRODUCTION D'a-AMYLASE SUR LE MILIEU DE REFERENCE 

Puisque nous étions sûr d'obtenir une bonne activité en cultures 

agitées sur ce milieu, nous l'avons repris ici en le diluant toutefois de 

moitié, afin de diminuer la concentration en sucres réducteurs tout en conser- 

vant le même rapport entre les différents éléments. La pression osmotique du 

milieu est rendue hypertonique par 0,6 M de NaCl. 

Nous avons réalisé plusieurs témoins lors de cette expérimentation. 

Tout d'abord, nous avons voulu nous assurer que la synthèse d' a-amylase était 

bien due aux protoplastes eux-mêmes et non a d'éventuels résidus mycéliens qui 
n'auraient pas été retenus par filtration. D'autre part, nous voulions savoir 

s'il s'agissait bien d'une synthèse de flou0 et non d'une libération progressive 

d'enzyme qu'auraient pu contenir initialement les protoplastes. Pour cela, nous 

avons procédé de la manière suivante : 

- certains tubes ont été incubés pendant toute la durée de l'expérience dans 
4 ml d'une solution 0,6 M de NaCl au lieu du milieu d'incubation. Ceci nous a 
permis de déterminer la quantité d'enzymes relarguée par les protoplastes au 
cours du temps ; 

- d'autres tubes ont subi avant incubation un choc osmotique de quelques minutes 
dans 4 ml d'eau distillée stérile. Après centrifugation, le surnageant nous a 
servi a mesurer la quantité d'a-amylase pr6sente i3 l'intérieur des protoplastes. 



Quant au culot de centrifugation, il a été repris par 4 ml de ailieu d'incuba- 
tion et mis .3 incuber pendant toute la durée de l'expérimentation afin de voir 
si une synthèse se produisait même après l'éclatement des protoplastes. 

- Résultats et discussian : 
La planche 16 représente l'évolution de l'activité s-amy- 

6 lase totale produite par 2 x 10 protoplastes de chacune des souches incubées 

pendant 3-5 et 8 heures dans les conditions décrites précedernment. 

Planche  16 : S y n t h è s e  d 'a -amy lase  p a r  d e s  p r o t o p l a s t e s  BrBv I V  
e t  1135 i n c u b é s  dans  l e  m i l i e u  d e  r é f é r e n c e  d i l u é  d e  m o i t i é .  

6 
2 .  10 protoplastes 

1 3 6 8 heures 



Les témoins que nous avons réalisés pour cette expérimen- 

tation ont confirmé le fait que la synthèse enregistrée est bien due aux proto- 

plastes eux-mêmes. En effet, lorsqu'ils subissent un choc osmotique dans l'eau 

distillée, auc-ane activité n'est décelée après 8 heures d'incubation dans le 

milieu de culture. D'autre part, s'il est possible de détecter des traces d'en- 

zyme à l'intérieur des protoplastes soit par dosage du surnageant récupéré après 

le choc osmotique, soit par celui de la solution hypertonique de NaCl après 

8 heures d'incubation, on ne peut leur attribuer aucune part dans l'activité 

enzymatique que nous mesurons. Il est clair dans ces conditions qu'il s'agit 

bien ici d'une synthèse de nova. 

L'observation des courbes de la planche 16 appelle plu- 

sieurs remarques. Tout d'abord l'absence de paroi cellulaire ne semble pas modi- 

fier le rapport de production de nos souches qui demeure semblable & celui 

obtenu en culture agitée sur le mc3me milieu non dilué. Une premiere conclusion 

s'impose. Si l'on peut penser que la paroi joue un rôle régulateur vis-&-vis 

de la synthèse d'a-amylase, comme l'ont montré plusieurs auteurs et en parti- 

culier YABUKI et coll. (1977), elle ne peut cependant rendre compte des diffé- 

rences d'activités entre clones. Nous avons toutefois signalé qu'au bout de 8 

heures d'incubation dans ce milieu, une quantité assez importante de protoplas- 

tes présentent un début de régénération de paroi. Il semble malgr6 tout que 

nous puissions négliger ce phénomène dans l'interprétation de nos résultats et 

ce pour deux raisons. D'abord cette régénération n'est pas complète, puisque 

les protoplastes restent sensibles à un choc osmotique créé par l'eau distillée. 

D'autre part, on peut remarquer sur la planche 16 que des les premiers prélève- 

ments effectués à 3 heures, un écart de production est déjà très net entre les 

deux souches alors qu'aucune fluorescence n'est encore décelée sur les proto- 

plastes. 

Dans ces conditions, on est en droit de penser que la 

différence d'activité des souches a pour origine un mécanisme interne propre 

3 chacune d'elle mais sans aucun rapport avec la paroi cellulaire. 

Si l'on regarde à nouveau le tracé des courbes de la 

planche 16 et en particulier celui de la souche BrBv IV, on remarque que la syn- 

thèse d'a-amylase ne se fait pas à taux constant mais de manière exponentielle. 

La justification d'un tel type de synthèse dans un système où la croissance est 

nulle, fait généralement appel & l'hypothèse d'une production nouvelle d'ARN 

messagers par la cellule. Dans le cas oh cette hypothèse serait vérifiée, on 



peut se demander alors si la différence d'activité que nous observons ne reflète 

pas l'efficacité plus ou moins grande des souches à transcrire de nouveaux mARN. 

Le problème qui nous occupe reviendrait donc à considérer qu'il existe un mé- 

canisme inductif pour la biosynthèse de nzARN d'a-amylase et qu'en raison d'é- 

volutions différentes, ce mécanisme ne fonctionnerait pas de manière rigoureu- 

sement identique dans les deux souches. C'est pourquoi nous avons entrepris, 

dans un deuxième temps, d'étudier l'action d'un inhibiteur de la transcription 

sur la synthèse d' a-amylase . 

3) ACTION DE LA 6-METHYL PURINE SUR LA BIOSYNTHESE D'a-AMYLASE 

Nous avons employé cet inhibiteur de la transcription dans le milieu 

Milo3, gluNa, Urée dilué de moitié. Deux concentrations ont été étudiées : 

10 &ml et 100 pg/ml. Les résultats obtenus pour les deux souches sont repré- 

sentés sur la planche 17. 

- Résultats et discussion : 
A la concentration de 10 pg/ml, la 6-méthyl purine conduit 

pour les deux souches à une synthèse proche de celle des témoins mais cependant 

réduite d'environ 25 % .  Par contre, à 100 pg/ml, seulement 20 % de l'activité 

est retrouvé pour la souche BrBv IV. Pour la souche 1135, les valeurs enregis- 

trées-à cette concentration montrent que seules des traces d'activité sont dé- 

celable~. Afin de vérifier que la 6-méthyl purine n'affectait pas la viabilité 

des protoplastes, des témoins, ainsi que des échantillons traités avec 100 pg/ml, 

ont été étalés sur milieu gélose après 2 lavages successifs avec une solution 

de NaCl 0,7 M. Aucune différence de régénération n'a été mise en évidence entre 

protoplastes traités ou non traités avec la 6-méthyl purine, indiquant par là 

que la baisse d'activité observée en présence de l'inhibiteur ne peut être 

imputée à une perte de viabilité. 

A la vue de ces résultats, il semble probable que la 

synthèse d'a-amylase dans les protoplastes nécessite, au moins en partie, de 

nouveaux ARN messagers. Cependant, le blocage de l'activité n'étant pas total, 

même pour des concentrations assez importantes d'inhibiteur, il n'est pas impos- 

sible que d'autres phénomènes interviennent. On peut penser en particulier à 

la présence de mARN stables dont l'accumulation dans le mycélium et par suite 



Planche  17  : A c t i o n  d e  l a  6-méthy l  p u r i n e  s u r  l a  b i o s y n t h è s e  
d 'a -amy lase  d e  p r o t o p l a s t e s  B r B v  I V  e t  1135 ( m i l i e u  d e  r é f é r e n c e  
d i l u é  d e  m o i t i é ) .  
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dans les protoplastes, conduirait à une synthèse d'a-amylase en absence de 

nouvelles transcriptions. De tels rnARN d'a-amylase ont été signalés par 

FENIKSOVA et coll. (1969) chez A. Ohf jZUe qui ont évalué à environ 12 heures leur 

durée de vie. 

Toutefois, même si un certain "pool" de transcription est 

présent à l'origine dans les protoplastes sous forme C1'AFt.N messagers stables, 

on peut penser qu'il n'intervient que pour une faible part dans la synthèse, le 

principal étant assuré par la production de nouveaux m m .  Ce point est important 

puisqu'il permet de dire que notre système d'étude est inductible et que vrai- 

semblablement le niveau de transcription sera influencé par les composants du 

milieu d'incubation. Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons repris l'ana- 

lyse de diverses sources de carbone et en particulier de l'isomaltose afin de 

préciser leur efficacité réelle dans la synthèse d'a-amylase. 

Les travaux de TONOMURA et coll. (1961) ont en effet sou- 

levé un problème important qui concerne l'induction de la biosynth&se d'a-amylase 

par l'isomaltose (g116-glc). Ces auteurs pensent notamment que ce composé 

est le véritable inducteur de cette synthèse et qu'il est produit i n  v ivo  à 

partir du maltose sous l'action d'une transglucosidase. En conséquence, il était 

possible d'envisager que la souche 1135, soit par l'absence de transglucosidase, 

soit par sa présence à un niveau faible, n'était pas capable de produire en 

quantité suffisante l'isomaltose et par voie de conséquence ne pouvait conduire 

qu'à des taux modérés d'a-amylase. C'est pourquoi, nous avons entrepris de rnon- 

trer son efficacité sur nos souches en la comparant à d'autres sources de car- 

bone. Puisque nous avions étudié en cultures agitées l'influence du glucose et 

du maltose sus la production d'enzyme, nous avons repris ces deux composés dans 

cette expérimentation. 

4) EFFICACITE COMPAREE DU GLUCOSE, DU MALTOSE ET DE L'ISOMALTOSE 

SUR LA BIOSYNTHESE D'a-AMYLASE 

Pour cette expérience, nous avons envisagé de travailler sur des 

micro-quantités des composés que l'on se proposait d'étudier. On peut penser 

en effet que les protoplastes sont peu consommateurs d'énergie et qu'un milieu 

riche, s'il est nécessaire dans le cas où il y a croissance, devient superflu 

dans le cas contraire. D'autre part, l'utilisation de micro-quantités permet 

de suivre avec précision leur disparition du milieu de culture et d'avoir ainsi 

une idée de la vitesse à laquelle ils sont consommés par les cellules. 



Planche 18 : Taux d e  s y n t h è s e  en a-amylase o b t e n u s  a p r è s  i n c u b a t i o n  
d e  p r o t o p l a s t e s  1135 e t  B r B v  I V  pendant  8 h e u r e s  en p r é s e n c e  d e  
g l u c o s e ,  d e  m a l t o s e  o u  d ' i s o m a l  t o s e  à 800 pg/ml. 

0 1135 - BRBV I V  

glucose mal tose  isomaltose 

Planche 19 : Consommation du q l u c o s e ,  du m a l t o s e  e t  d e  1 ' iso- 
m a i t o s e  par d e s  p r o t o p l a s t e s  B r B v  IV e t  1135 a p r è s  8 h e u r e s  
d ' i n c u b a t i o n  ( v a l e u r s  exprimées en é q u i v a l e n t s  glucose). 

li91 m l  7 m a l t o s e  

s heures 8 heures 

- - - -  1 1 3 5  

- BRBV I V  



a) Protocole expérimental : 

Nous avons utilisé comme base du milieu d'incubation une 

solution tampon phosphate 0,1 MI pH 5,5 rendu hypertonique par du KC1 0,6 M 

et contenant : 

- NaN0 3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  100 pg/ml 

- MgSO,, 7H20.. ................... 20 pg/ml 

- CaC1 2.......................... traces. 

Pour leur part, les sucres sont ajoutés à ce milieu à 

raison de 800 yg/ml. La multiplicité des conditions ne nous a pas permis de fai- 

re une cinétique de la production d'a-amylase pour chaque milieu et chaque 

souche, qui aurait nécessité une quantité beaucoup plus importante de protoplas- 

tes. Aussi, seules les valeurs finales de la production d'enzyme et de la con- 

centration en sucres réducteurs apres 8 heures d'incubation, sont représentges 

sur les planches 18 et 19. Pour le dosage des sucres réducteurs, nous avons 

employé la méthode de NELSON (1944) et SOMOGYI (1952) sur des filtrats de cul- 

tures ayant été portés au bain marie à 100°C pendant 10 minutes. 

b) Résultats et discussion : 

De l'observation de ces courbes, plusieurs points retien- 

nent l'attention. On note tout d'abord que l'isomaltose conduit dans les deux 

cas à une production d'a-amylase supérieure 3 celle obtenue sur maltose. Ceci 

peut paraître curieux puisque l'isomaltose n'est pas un substrat pour l'a-amylase 

qui n'hydrolyse que les liaisons a-1,4 et non les liaisons a-1,6. A priori, il 

ne semble donc pas y avoir de rapport direct entre la présence de liaison a-1,4 

et l'importance des taux de synthèse. Par ailleurs, les résultats que nous 

avons obtenus avec ces trois sources de carbone montrent clairement que cette 

synthèse est inductible. De plus, d'après les observations précédentes, cette 

induction est bien le fait de nouvelles transcriptions dlARNm, dont l'importan- 

ce est fonction de la structure du sucre introduit. Cependant, même en fournis- 

sant de l'isomaltose à la souche 1135, on n'observe pas un accroissement suf- 

fisant de la synthèse qui laisserait supposer qu'effectivement ce composé est 

un inducteur très spécifique comme l'ont suggéré TONOMURA et coll. (1961). Si 

ce mécanisme était vrai, comment expliquer alors la synthèse d'a-amylase en 

présence de glucose dès lors que ces mêmes auteurs ont pu montrer qu'in vivo 

l'isomaltose n'est jamais produit a partir de ce composé. 



Dans ces conditions, il semble beaucoup plus vraisembla- 

ble que les sucres agissent sur la biosynthèse a travers le métabolisme et non 

par un processus inducteur direct. De nombreux arguments sont en faveur d'un tel 

modele et il convient d'en discuter. 

Tout d'abord, quelle que soit la source de carbone employée, 

une synthèse d'a-amylase se produit et ne differe que quantitativement d'un 

substrat carboné a l'autre. Par ailleurs, on ne peut rendre responsable de ces 
différences quantitatives, l'influence de la source carbonée sur la croissance, 

puisque nous avons vu a l'aide de protoplastes que ces différences se maintien- 
nent dans un systeme ou la croissance est nulle. On sait d'autre part, qu'en 

fonction de la nature du sucre ou de la source de carbone introduit, certaines 

voies métaboliques seront favorisées. C'est le cas en particulier de l'acétate 

qui induit le shunt glyoxylique par la dérépression de l'isocitratase (SMITH 

et GUNSALUS, 1955) ou celui du maionate qui bloque l'activité succino-déshy- 

drogénase du cycle tricarboxylique (TEiORN, 1953). 

L'orientation du métabolisme sous l'influence d'un subs- 

trat particulier, peut se faire soit dans le sens d'une plus grande oxydation, 

soit dans le sens d'une plus grande réduction. A cet égard, l'effet répression du 

glucose sur le fonctionnement des voies oxydatives a été montré 3 plusieurs 

reprises et en particulier chez h p U t g ~ U h  k g e t t  par NG et coll. (1973). On 

peut d'ailleurs s'en convaincre en observant sur la planche 19 la vitesse 

avec laquelle le glucose est consommé par les cellules comparativement au malto- 

se et à l'isomaltose, ce dernier étant le plus lentement métabolisé. Cette 

remarque prend tout son intérêt lorsqu'on se reporte aux cultures agitées sur le 

milieu de référence où l'on voit que le glucose, bien que dégradé plus active- 

ment, nlengendre.pas une croissance supérieure a celle obtenue sur maltose. On 
peut supposer alors que ce composé conduit a un métabolisme beaucoup moins éner- 
gétique que celui imposé par le maltose. 

De même, nous avons signalé dans la revue bibliographique, 

que certains auteurs ont obtenu une augmentation notable de la synthèse d'a-amy- 

lase en inhibant partiellement la glycolyse par l'utilisation de sels de fluor 

tel que NaF qui bloque spécifiquement la 2-phosphoglycérate déhydratase (énolase) 

assurant la transformation réciproque du phosphoénol-pyruvate en 2-phosphogly- 

cérate. Les auteurs remarquent que dans ces conditions, l'efficacité plus faible 

de la glycolyse se traduit par une consommation moins importante de sucres mais 

corrélativement par une augmentation sensible de la croissance qui suggere une 

meilleure utilisation du substrat. 



Une relation semble apparaître entre le cycle oxydatif 

et la biosynthèse d'+amylase qui est d'autant plus forte que le métabolisme 

est plus oxydant. L'étude comparative que nous avons menée apporte des argu- 

ments supplémentaires. 

On constate en effet sur la planche 19 que la souche 1135 

consomme plus rapidement le glucose, le maltose et l'isomaltose que la souche 

BrBv IV, alors qu'en cultures agitées elle a toujours présenté une croissance 

nettement inférieure. Cette observation montre à l'évidence que son métabolisme 

est moins énergétique et s'oriente plutôt dans le sens de la réduction que dans 

celui de l'oxydation. Cette interprétation est supportée par la relation que 

nous avons mise en évidence, entre croissance et pH en cultures agitées. Le 

fait que la souche 1135 impose une acidification à tous les milieux de culture 

au cours de sa croissance, alors qu'un phénomgne identique ne se produit pas 

pour la souche BrBv IV, semble en effet traduire le rejet dans les filtrats 

culturaux d'acides organiques responsables de cette acidification. 

Pour de nombreux auteurs, un lien direct existe entre 

l'excrétion d'acides organiques et un métabolisme de type réducteur. On peut 

signaler en particulier les travaux de TACHLBANA et MURAKAMI (1974) qui montrent 

qu'un rejet important d'acide malique dans le filtrat de Sch.izophi&tum commune 

est la conséquence d'une carboxylation de l'acide phosphoénolpyruvique se 

produisant en conditions d'anaérobiose partielle. Pour TURIAN (1960a,b) chez 

NeWWbp~ha CUAU, l'accumulation de ce même acide traduit la dérépression du 

shunt glyoxylique qui caractérise un métabolisme de type réducteur. 

L'ensemble de ces observations portent à croire que nous 

sommes en présence de deux souches pour lesquelles le métabolisme est orienté 

vers deux types opposés, le type oxydatif pour la souche BrBv IV et le type ré- 

ducteur pour la souche 1135. L'étude en cultures agitées a pu montrer d'autre 

part que ces caractéristiques étaient stables puisque sur tous les milieux le 

sens de la variation était identique pour les deux souches. Ceci suppose que 

l'orientation de leur métabolisme vers l'un ou l'autre type est sous la dépen- 

dance d'un contrôle génétique strict qui n'est pas levé lorsqu'on modifie 

les conditions culturales. 

Il est tentant alors d'apporter une réponse à l'activité 

a-amylase de chaque souche à travers leur propre métabolisme. La souche BrBv IV, 

par l'efficacité de ces voies oxydatives, induirait une synthèse d'a-amylase 

importante. En revanche, leur efficacité plus faible chez la souche 1135 dûe 

au fait que les voies réductrices seraient naturellement déréprimées, conduirait, 

dans des conditions culturales analogues, à une synthèse d'a-amylase médiocre. 



7 4  

Si un tel mécanisme rendait compte effectivement de l'ac- 

tivité a-amylase d'une souche donnée, l'étude qualitative et quantitative des 

acides organiques rejetés dans les filtrats culturaux, puis le dosage de certai- 

nes enzymes clés du métabolisme oxydatif et du métabolisme réducteur, seraient 

sans doute d'un grand apport a la compréhension des conditions nécessaires 3 la 

synthèse d'a-amylase. 

Cependant, il ne nous appartient pas de prendre partie àans 

la mesure où cette recherche n'a pas été effectuée. Notons toutefois que l'uti- 

lisation des protoplastes dans l'étude physiologique a permis de préciser l'in- 

fluence réelle de certains facteurs tels que la croissance, le pH et la présen- 

ce d'une paroi cellulaire sur la production d'a-amylase. A cet égard, si nous 

avons pu vérifier expérimentalement que la prdsence ou l'absence de paroi ne 

justifiait pas les taux de synthese respectifs des souches, en revanche nous avons 

peu discuté du raie qu'elle peut avoir sur la régulation et une mise au point 

est nécessaire. 

Nous avons cité 3 plusieurs reprises dans cette dtude 

les travaux de TûNOMüRA et coll. (1961) en soulignant qu'ils avaient étudié 

l'efficacitg de nombreuses sources de carbone sur la synthèse d'a-amylase. La 

m6thodologie utilisée par ces auteurs consistait à incuber de petites quanti- 

tés de mycélium dans un système tampon comprenant l'inducteur & tester et de 

mesurer l'activité du filtrat sur une période d'environ 10 heures. Ces condi- 

tions sont manifestement très proches de celles que nous avons employées à 

l'exception près que le système étudié comporte dans ce cas une paroi cellulaire. 

L'observation des courbes de production d'a-amylase obte- 

nues par ces auteurs et que nous avons reproduites dans la planche 20, fait 

état d'une différence fondamentale quant 3 l'évolution de la synthèse au cours 

du temps. On note en effet que la phase exponentielle ne dure qu'environ 2 heures 

dans ces conditions alors que pour des protoplastes, si l'on se reporte à la 

planche 16, on peut voir qu'après 8 heures d'incubation la synthèse est toujours 

exponentielle. 

Les conclusions que l'on peut tirer de ces observations 

sont doubles. Tout d'abord, il est manifeste que la paroi joue un rôle régula- 

teur puisqu'elle empêche la libre diffusion de la protéine dans le milieu 

extracellulaire. Cette constatation qui a été faite par certains chercheurs, 

en particulier YURKEVITCH et KOZYRIOVA (1972), YABUKI et FüKüI (1970) trouve 

ici une justification supplémentaire. D'autre part, le doute que nous pouvions 

avoir sur l'influence de la régénération des protoplastes dans notre expérimentation 

est lev4. En effet, il apparaît clairement désormais que même si une rég6n4- 

ration partielle intervient au bout de 8 heures d'incubation, le rôle régulateur 

de cette nouvelle paroi n'est pas encore efficace, puisque dans le cas contraire 

un arrêt de la phase exponentielle devrait être enregistré. 



-Jlanche 20 : Evolution de la synthèse d'a-amylase et de la consom- 
mation des sucres par du mycélium d'A. ahgzae. (d'après TONOI4URA et 
coll., 1961). 
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~ i g l m l  1 

5 sucres 
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C O N C L U S I O N  

Au cours de cette étude, nous avons pu préciser l'importance de 

certains facteurs sur la production d'cr-aylase. Les données bibliographiques 

ont orienté nos recherches vers l'étude de l'induction et de la regulation de 

cette biosynthèse dont plusieurs aspects étaient déjà établis, en particulier 

l'importance de la source carbonée dans l'induction, la paroi cellulaire dans 

la regulation. Toutefois, la lecture de ces travaux nous a révélé de nombreuses 

contradictions entre les différentes équipes engagées àans cette voie. Nous 

avons pu signaler que le glucose et le maltose avaient 4té considérés tûur 3 

tour comme inducteurs ou inhibiteurs de cette synthèse. De mëme, si l'impor- 

tance de la paroi dans la régulation n'était pas contestoe, les mécanismes 

invoqués ne semblaient pas faire l'objet d'un accord. Dans ces conditions, une 

hypothèse probable était de considérer qu'en raison de leur diversité, les sou- 

ches utilisées par ces auteurs ne donnaient pas de réponses physiologiques iden- 

tiques. Aussi avons-nous entrepris une étude comparative afin de voir dans 

quelle mesure l'emploi de souches très différentes permettait de répondre à 

cette question. 

Les souches BrBv IV et 1135 nous ont été très utiles puisqu'en de- 

hors de leurs différence d'activité cf-amylase, des variations métaboliques 

importantes ont pu être détectées. 

B cet égard, les cultures agitées nous ont permis de sontrer très 

rapidement qu'hormis sa production d'a-amylase plus faible, la souche 1135 



présentait une croissance inférieure à celle de la souche BrBv IV et acidifiait 

fortement tous les milieux de culture . L'analyse de nombreux résultats 3 mon- 

tré d'autre part que l'acidification était étroitement liée à la croissance de 

cette souche puisqu'à 48 heures un coefficient de corrélation de -0,96 a été 

calculé entre pH et poids de matière sèche. 

Cependant, malgré des comportements en culture tout 3 fait parti- 

culiers, ces deux souches ont fait preuve d'une grande similitude quant aux 

réponses qu'elles nous ont données lors de modifications des conditions cultu- 

rales. Ainsi, cultivées sur glucose, une réduction importante de l'activité 

a-amylase est enregistrée alors que le maltose restaure pratiquement la produc- 

tion qu'elles ont sur maltodextrine. De mëme, l'utilisation d'un milieu de cul- 

ture très différent du milieu de référence s'il modifie profondément la valeur 

des trois paramètres -croissance, pH et activité-, le sens et l'amplitude des 

variations demeurent identiques pour les deux souches. Nous en avons donc 

conclu qu'en dépit de physiologies particulières, une identité des mécanismes 

qui conduisent à la synthèse d'a-amylase pouvait être invoquée. 

Toutefois, il était difficile de savoir quelle part attribuer à 

la croissance, l'évolution du pH et au rdle régulateur de la paroi dans la 

synthèse de cette enzyme dès lors que pour les deux premiers paramètres de 

profondes divergences existaient. Aussi avons-nous utilisé une autre méthodo- 

logie qui permettait de répondre à ces questions dans leur ensemble par l'emploi 

d'un système sans croissance, où les fluctuations de pH soient nulles ou limi- 

tées et dans lequel l'absence de paroi nous renseigne sur son importance réelle 

en culture. 

Les protoplastes se sont avérés particulièrement utiles à la com- 

préhension de ce problème. L'absence de paroi, ou l'absence de régulation sur 

les parois néoformées, a montré clairement qu'elle ne peut être rendue respon- 

sable de la différence d'activité des souches puisqu'un rapport de production 

sensiblement équivalent est constaté lorsque la paroi est présente ou absente. 

Cependant, son rôle actif au niveau du transport de la protéine vers le milieu 

extracellulaire ne peut être nié. Nous avons en effet remarqué qu'un rapport à 

peu près constant existe entre les concentrations intracellulaires et extra- 

cellulaires d'a-amylase, ce qui laisse supposer que l'excrétion de la protéine 

dans le milieu ne s'effectue pas par simple diffusion. De plus, la comparaison 

de nos résultats avec ceux de TûNOMüRA et coll. (1961) a pu établir que dans le 

cas où il y a présence d'une paroi, la synthèse d'a-amylase n'est exponentielle 



que pendant une courte période alors que pour les protoplastes, la phase expo- 

nentielle se prolonge au moins pendant 8 heures dans nos conditions d'expé- 

rience. 

Il était donc nécessaire de chercher ailleurs les raisons de leur 

différence d'activité. Notre intérêt s'est alors porté vers l'étude plus préci- 

se de la synthèse d'a-amylase en montrant, grâce à un inhibiteur de la trans- 

cription, que cette synthèse était inductible. Une explication possible de 

l'activité a-amylase des souches consistait alors à considérer que pour la 

souche 1135 la production de nouveaux ARN messagers était moindre. Dans ces 

conditions, nous avons cherché à savoir quel type de relation pouvait lier les 

sucres à la synthèse d'a-amylase et nous avons pu montrer qu'ils agissaient 

vraisemblablement ZI travers le métabolisme en l'orientant soit dans le sens 

oxydatif soit dans le sens réducteur. L'analyse de nos résultats et des données 

bibliographiques laisse en effet penser que plus ce métabolisme est déplacé 

dans le sens de l'oxydation plus la synthèse d'a-amylase est importante. La fai- 

ble activité de la souche 1135 pourrait alors trouver une explication au niveau 

métabolique puisqu'il semble que pour cette souche les voies réductrices soient 

prépondérantes. 

- 
Cependant, nous n'avons pas cherché à étudier plus en détail ce 

mécanisme car un autre aspect du problème a retenu notre attention. Puisque les 

différences métaboliques observées ne sont en fait que l'expression de diffé- 

rences génétiques, est-il possible d'obtenir par le croisement des souches des 

clones présentant une recombinaison pour la synthèse d'a-amylase ?. De tels 

clones seraient d'un intérêt évident pour la poursuite de l'étude physiologique, 

puisqu'on peut espérer obtenir des stades intermédiaires de production d'enzy- 

me et vérifier sur eux la relation que nous avons mise en évidence entre la 

synthèse d'a-amylase et l'acidification. D'autre part, d'un point de vue fon- 

damental, il serait intéressant de montrer si des classes de recombinés appa- 

raissent ou bien si la variation des taux de synthèse est continue dans la po- 

pulation. Ceci pourrait nous renseigner sur l'importance des modifications qui 

conduisent la souche 1135 à produire moins d'enzymes que la souche BrBv IV. 

Notre matériel se prête bien à une telle étude puisque l'écart 

entre la production des souches est important et la variance des taux de syn- 

thèse faible, de sorte que la reconnaissance d'un stade recombiné pourra en 

être facilitée. Cependant, Ahpmgau okyzae ne possédant pas de cycle sexué, 
la principale difficulté sera l'obtention de clones recombinés qui ne peuvent 



être produits qu'a travers son cycle parasexuel décrit la première fois par 

ISHITANI et coll. (1956a,b) puis confirmé plus tard par THORBEK et EPLOV (1974). 

Aussi est-ce a cette méthodologie que nous aurons recours pour obtenir les clo- 
nes nécessaires a cette étude. 

Toutefois, avant de commencer ce travail, nous nous sommes attaché 

a montrer de façon plus précise que la variation de l'activité a-amylase des 
souches n'avait qu'une origine quantitative et non qualitative qui aurait pu 

se justifier par l'existence d'isoenzymes a activités spécifiques différentes. 
Les résultats que nous avons obtenus font l'objet du chapitre suivant. 



C H A F  T R E  

RECHERCHE D'UN PCLYRORPHISME EVENTUEL 

DE L'a-AMYLASE, 

INTRODUCTION 

Pour de nombreuses activités enzymatiques on peut mettre en évi- 

dencetau sein d'une espèce donnée, plusieurs protéines dont les propriétés 

physicochimiques sont différentes mais qui catalysent la même réaction. Dans 

certains cas, une étude génétique permet de montrer que ces protéines ne sont 

en fait que l'expression d'un unique gène de structure dont plusieurs formes 

alléliques sont maintenues dans la population. Dans ces conditions, il n'est 

pas rare qu'au niveau de l'activité spécifique de ces isoenzymes des différen- 

ces existent. Aussi, était-il nécessaire de montrer si pour l'a-amylase un 

polymorphisme existait qui puisse rendre compte de l'activité des souches d'un 

point de vue qualitatif. Plusieurs données bibliographiques ont été a l'origi- 
ne de cette recherche. 



1 ,  DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES 

KUNDU et DAS ( 19 70) , après avoir purifié 1 'a-amylase d' hp'2Agi~Ll.A 

ohyzae, évaluent son poids moléculaire à 56 000 par tamisage et comparent cette 

valeur à celle de 45 000 obtenue par ROY en 1955 sur une autre souche. Bien 

que ces valeurs soient proches et que leur différence puisse se justifier par 

la méthodologie employée, les auteurs concluent cependant à l'existence d'iso- 

enzymes. Il en est de même pour ANDRZEJCZUK-HYBEL et coll. (1971b) qui, au 

cours de la purification des enzymes amylolytiques produites en culture par 

A. ahgzae notent la présence de trois fractions a activité a-amylase après 
chromatographie sur résine échangeuse d'ions. Dans cette étude, le poids molé- 

culaire des protéines n'a pas été mesuré mais les auteurs montrent que les va- 

leurs optimales de pH et les températures d'inactivations sont différentes. 

Pour UEDA et coll. (1979) ainsi que FRIEDMANN et EPSTEIN (1967) 

deux fractions sont également isolées après chromatographie sur D E A E - C ~ ~ ~ U ~ O S ~ ,  

mais pour ces derniers, rechromatographiées une seconde fois, la séparation 

n'est plus possible. Cependant, lors d'électrophorèses sur gels de polyacryla- 

mide contenant une faible concentration d'amidon, ils observent la présence 

systématique de deux zones d'hydrolyse après incubation du gel dans un tampon 

et coloration a l'iode. Toutefois, ces données bibliographiques nous ont en- 
couragé & rechercher sur nos souches d'éventuelles variations. Cependant, 

une lourde méthodologie biochimique aurait depassé le cadre de cette étude. 

C'est pourquoi nous avons eu recours a l'électrophorèse sur gel de polyacryla- 
mide qui permet la reconnaissance des protéines dès lors qu'une technique de 

zymogramme est possible. 

I I ,  PROTOCOLE EXPÉRIMENTAL 

1) CONDITIONS GENERALES DE L'ELECTROPHORESE 

Les électrophorèses sont réalisées en gel de polyacrylamide sur 

un système à plaque (LKB 2117 Multiphor). Le gel est préparé a une concentra- 
tion de 7,s % dans un tampon tris-glycine 0,5 M pH 8,9 en pr6sence de persulfa- 

te d'ammonium. Apres polymérisation, il est démoulé puis conservé 12 heures 



à +4OC et à l'abri de la dessication avant d'être utilisé. La migration s'ef- 

fectue dans le même système tampon sous une intensité de 40 mA et à tension 

constante, développant un champ électrique de 15 ~cm'l. Après 3 heures de mi- 

gration, le gel est plongé dans une solution d'acide trichloroacétique à 5 % 

pendant 30 minutes puis coloré dans un bain de Coomassie Brillant Blue R pen- 

dant 1 heure. La décoloration s'effectue ensuite dans un mélange méthanol-acide 

acétique-eau (2,5/1/6,5). 

2) MISE EN EVIDENCE DE L'ACTIVITE crAMYLASE PAR ZYMOGRAMME 

La mise en évidence de l'activité a-amylase en électrophorèse a été 

réalisée en utilisant la propriété qu'a cette enzyme d'hydrolyser très rapidement 

l'amidon a l'intérieur de la chaîne carbonée pour donner naissance à des dextrines. 

Au fur et à mesure de la dextrinisation, la coloration d'un complexe amidon- 

iode disparaît pour laisser des zones d'hydrolyses transparentes là oh l'enzyme 

a agi. 

La méthode que nous avons employée est dérivée de celle de NORMAN 

et PRAKASH (1980). 

Sur gel de polyacrylamide ayant servi à la migration, un second 

gel à 5 % contenant 0,2 % d'amidon soluble est déposé, en ayant soin de faire 

coïncider les lignes de dépôt des échantillons matérialisés sur les gels par 

de petits puits de 10 pl. Après une incubation de 30 minutes à 30°C, le gel de 

migration est fixé puis coloré pour les protéines, tandis que le gel à l'amidon 

est plongé dans une solution iodo-iodurée (1 + IK 0,02 - 0,2 % )  pendant quel- 2 
ques minutes puis fixé dans l'acide acétique à 7 %. Le repérage de la bande cor- 

respondant à l'a-amylase se fait en reportant la distance de la ligne de dépôt 

au milieu de la zone d'hydrolyse sur le gel coloré pour les protéines. 

3) PREPARATION DES ECHANTILLONS 

Les premiers essais que nous avons faits à l'aide de filtrats de 

cultures bruts ne nous ont pas donné une résolution suffisante en particulier 

pour la souche 1135. Aussi avons-nous envisagé d'augmenter cette résolution par 

précipitation des protéines du filtrat au sulfate d'ammonium. 



- Protocole expérimental : Le contenu d'une fiole de culture est filtré sous 

vide afin d'éliminer le mycélium. Le filtrat est alors centrifugé 30 minutes 

à 4 000 t/mn et à +4OC puis filtré à nouveau sur membrane millipore (porosité 

0,45 b). A un volume fixé de filtrat maintenu à +4OC par de la glace, on ajoute 

lentement du sulfate d'ammonium jusqu'à 80 % de saturation. La solution est 

laissée sous agitation pendant toute une nuit en chambre froide puis centrifugée 

à 4 000 t/mn 30 minutes. Le culot de centrifugation est repris par 5 ml d'eau 

distillée et dialysé 48 heures contre de l'eau distillée. Une seconde dialyse 

est effectuée dans un dialyseur-concentreur (Bio-Block) contre un tampon tri- 

glycine 0,01 M l  pH 8,9 jusqu'à l'obtention d'un volume de 5 a 6 ml. Le dialysat 
est alors réparti en tubes hémolyse (Pyrex) à raison de 1 ml/tube, lyophilisé 

et conservé au congélateur à -18OC. 

1) RENDEMENTS ET ACTIVITES SPECIFIQUES 

Nous avons obtenu par précipitation des protéines au sulfate d'am- 

monium, des échantillons très concentrés qui ont facilité le repérage des bandes 

en électrophorèse. Au cours de cette procédure, une partie de l'activité 

a-amylase est perdue, ce qui représente environ 15 à 20 % de l'activité totale du 

filtrat. L'activité spécifique mesurée soit dans le filtrat brut dialysé, soit 

après précipitation et dialyse, montre des valeurs à peu près semblables indi- 

quant que la quasi-totalité des protéines a été précipitée par le sulfate d'am- 

monium. Cependant, pour la souche 1135, les valeurs sont un peu plus éloignées, 

ceci étant dû au fait que, pour cette souche, une certaine partie du matériel 

protéique n'est pas remis en solution après précipitation, mais sédimente au 

fond du boudin de dialyse. Le tableau ci-dessous regroupe l'ensemble des valeurs 

obtenues, les protéines ayant été dosées par la méthode de LOWRY et coll. (1951) 

par rapport à une gamme de concentration en sérum albumine de boeuf. 



Tableau 10 : Rendements e t  a c t i v i t é s  s p é c i f i q u e s  des f i l t r a t s  
d e  c u l t u r e  avant  et après  p r é c i p i t a t i o n  au s u l f a t e  d'ammo- 
nium. 

a) Dépbt d'6chantillons : 

Les protéines lyophylisées sont remises- en suspension 

eans 1 ml d'eau distillée. A une prise d'essai de 250 j~1 sont ajoutés 10 b1 

d'une solution de bleu de Bromophénol afin de visualiser le front de migration, 

puis les échantillons sont déposés sur le gel a raison de 10 pl correspondant 
environ 21 40 ug de protéine pour la souche 1135 et 200 pg pour la souche BrBv IV. 

Souches 

b) Résultats : 

L'observation de plusieurs zymogrammes nous a permis de mon- 

trer qu'une seule zone d'hydrolyse est présente laissant supposer l'existence d'une 

unique protéine ?i activité a-amylase. Par ailleurs, la position de cette zone étant 

identique pour les deux souches, il est probable qu'il s'agisse la de la même 

protéine dans la limite de résolution de la technique. Son identification sur le 

gel coloré au bleu de coomassie est ~mmédiate, puisqu'en reportant sur ce gel la 

distance mesurée sur le zymogramme, une seule bande protéique apparaît, la bande 

7 de Rf = 0,52 par rapport au bleu de Bromophénol. 

Bien que des mesures quantitatives n'aient ?as été fai- 

tes, l'observation de la planche 21a montre clairement la présence massive 

d'a-amylase dans le filtrat de culture de la souche BrBv IV et sa présence bien 

plus faible dans celui de la souche 1135. 11 semble donc que la différence d'ac- 

tivité des souches ne puisse être attribuée a la présence d'isoenzymes plus ou 

Rendement 
(aprè s  p réc ip .  e t  

A c t i v i t é  spéc i -  
f i q u e  après  pré- 
c i p i  t a t i o n  e t  

A c t i v i t é  s p é c i -  
f i que  du  f i l t r a t  

, 

dia1  y se )  

1 
b r u t  d i a 1  ysé 

-----------------+------------------ ..................................... d i a l y s e  I 



Planche 21.3 e t  b : Diagramme é l e c t r o p h o r 4 t i q u e  d e s  p r o t é i n e s  
e x c r é t é e s  dans les f i l t r a t s  d e  c u l t u r e  d e s  souches  BrBv IV e t  
1135. 

BRBV IV  1135 

front a 

a - a m y l a s e  



moins efficaces, mais résulte bien de la synthèse d'une même protéine à des 

taux particuliers. 

Lorsque l'on regarde de plus près les bandes séparées par 

l'électrophorèse, on note également un certain nombre de différences qui peuvent 

être soit quantitatives comme pour l'a-amylase, soit qualitatives. Dans cette 

dernière catégorie se placent les bandes 4 et 6 de la souche 1135 qui n'ont pas 

de correspondance dans la souche BrBv IV et la bande 5 qui n'existe que dans 

cette dernière (planche 21b). D'un point de vue quantitatif, on remarque d'autre 

part que poux la bande 2 une quantité de protéines nettement plus importante est 

visible pour la souche 1135. A un niveau moindre on enregistre également moins 

de protéines pour la bande 3 de cette même souche. 

Nous n'avons pas recherché d'autres activités enzymatiques 

sur ces gels, mais cependant on peut penser que certaines bandes protéiques 

appartiennent au groupe des enzymes amylolytiques que produit Adpetrgi&~A 

o&)ryzae et en particulier des glucoamylases (UEDA et coll., 1979) et des a-glu- 

cosidases (ANDRZEJCZUK-HYBEL et coll., 197lb).Toutefois, même si leur nature 

reste inconnue, le fait d'avoir mis en évidence certaines variations intéressant 

les protéines biosynthétisées par ces souches, nous permet d'avoir des marqueurs 

génétiques sur chacune d'elles qui sans doute pourraient nous être utiles lors 

des processus de recombinaison mitotique. 

C O N C L U S I O N  

L'étude électrophorétique des protéines excrétées dans le filtrat 

de culture a permis de mtntrer d'une part l'identité structurale de l'*amylase 

de deux souches, d'autre part la présence de variations quantitatives ou quali- 

tatives pour certaines bandes protéiques. Le fait que l'a-amylase ait des pro- 

priétés similaires quelle que soit la souche indique vraisemblablement que le 

gène de structure est identique et que seul le niveau de transcription de ce 

gène rend compte de l'activité respective des souches. L'étude physiologique 

laissait supposer un tel phénomène, mais cependant sans en apporter la confir- 

mation que nous pouvons en avoir désormais. 
i' - - 

Les travaux réalisés dans la partie physiologique' nous ont montré 

l'importance des mécanismes inductifs dans la synthèse, dès lors que la croissance, 



le pH des cultures ou la présence d'une paroi sont loin de jouer un rale pri- 

mordial dans le processus. De même, l'identité du gene de structure que l'on 

peut supposer maintenant, apporte un argument supplémentaire au r61e déterminant 

de ces mécanismes. Toutefois, nous n'avons aucune idée de l'ampleur des modi- 

fications métaboliques qui conduisent une souche a produire moins d'enzymes 
qu'une autre et inversement. Dans ces conditions, l'étude de clones recombinés 

devrait nous permettre d'une part de voir si le caractgre de production d'a-amy- 

lase est recombinable et,si oui, quels types de recombinés obtient-on ?. En 

d'autres termes si recombinaison il y a, la production d'a-amylase se distribue- 

t-elle de façon continue entre les bornes que forment les souches parentales 

ou bien peut-on mettre en évidence des classes de recombinés ayant meme produc- 

tion qui signifierait sans doute qu'un nombre plus restreint de gènes intervien- 

nes dans le processus d'induction?. 







C 1 - I A P I T R E  1 :  

HETEROCARYOSE ET RECOMB INAISOP! MITOTIQUE 

INTRODUCTION 

Classiquement, 1 ' obtention de ligndes recombinées chez les Euca- 
ryotes est le fait de la méiose qui assure la fois un brassage des chromoso- 

mes par une distribution aléatoire dans les cellules-filles et leur remaniement 

par l'intermédiaire des "crossing-over". Mais chez de nombreux Champignons 

inférieurs, l'absence de meiose pose un problème et dans certains cas, même si 

elle existe, elle ne peut rendre compte à elle seule de l'étendue de la variation 

intraspécifique telle qu'on peut l'observer dans la nature. 

Par conséquent, pour ces organismes, l'apparition de combinaisons 

génétiques nouvelles ne peut être assurée que par un processus purement soma- 

tique. C'est & PONTECORVO (1956) que nous devons la première étude de détail du 

cycle parasexuel, chez 1 ' Ascomyc&te A h p U L g d k L 5  niddam. De ces travaux, il 

ressort que trois phases sont nécessaires ZI son accomplissement : 

1) réunion dans un même cytoplasme de noyaux gén4tiquement différents ; 
2 )  fusion de ces noyaux conduisant à un doublement de la ploldie ; 
3 )  retour à l'état initial de ploldie. 



-. 

Chez h p e n g m  ni&.&zm, les produits recombinés proviennent de 

deux évènements. D'une part de "crossing-over" mitotiquesqui se produisent dans 

les noyaux fusionnés, d'autre part de la perte successive de chromosomes dans 

ces mêmes noyaux assurant le retour ?a la ploïdie primitive par différentes étapes 

aneuploides . 

A la suite de ces travaux, l'existence d'un cycle parasexuel a pu 

être montrée chez de nombreuses espèces, en particulier h p m g m  Lgm 
(LBOAS, 1961) , VdU%%.U??-db0 athum (HASTIE, 1967) I AdpUr.gm ~#L&~&cu 

(BENNETT et coll., 1980). Dans tous les cas, le schéma général s'est avéré 

identique, seules la durée de chacune des étapes et l'efficacité avec laquelle 

ce cycle s'effectue, sont différentes. 

Chez bpehgi..&& okyzae, les travaux dlISHITANI et coll. (1956a,b) 

puis ceux de THORBEK et EPLûV (1974) ont permis de préciser les modalités 

d'exécution des différentes étapes du cycle et constituent 3 l'heure actuelle les 

seules données concernant la parasexualité de cette espèce. 

En l'absence d'un cycle sexué connu, il semble donc possible d'ob- 

tenir de nouvelles combinaisons génétiques chez A a p m g m  o/ryzae , par la voie 
parasexuelle et ainsi d'avoir a notre disposition les clones nécessaires ?a notre 

étude. 

1) LES MUTANTS 

L'étude du cycle parasexuel est grandement facilitée par l'emploi 

de souches marquées génétiquement qui permettent de s'assurer avec précision des 

différents évènements nucléaires ayant lieu au cours du cycle. Il est évident 

que plus le marquage est dense, plus les informations seront précises, mais cor- 

rélativement la multiplicité des mutations sur un même génome entraîne des 

modifications profondes de la physiologie, de l'aptitude à croftre ou à sporuler. 

Ce phénomène s'est avéré très limitant pour le choix des mutants et nous avons 

préféré n'utiliser que des souches a un seul marqueur qui d'ailleurs ont toutes 
présenté une baisse sensible dans la production d'a-amylase, comparativement 

aux souches sauvages. 



L'agent mutagène que nous avQns retenu pour la sélection des mu- 

tants auxotrophes a été le rayonnement ultra-violet qui conduit en général à des 

modifications profondes de l'ADN entraînant peu de révertions vers la proto- 

trophie . Son activité biologique est la formation de dimères de thymine qui, 
s'ils ne sont pas excisés, conduisent à un arrêt de la transcription. L'effi- 

cacité de cet agent mutagene est due en réalité aux capacités de réparation de 

la cellule. En effet, certains systèmes enzymatiques sont capables de dissocier 

les dimères de thymine et de rendre ainsi à l'ADN sa structure primitive. Ils 

sont généralement photoactivés et il est donc important de travailler à l'obs- 

curité si l'on veut les inhiber. Les autres systèmes de réparation conduisent 

eux à des erreurs plus ou moins grandes et sont de fait les véritables respon- 

sables de l'action mutagène du rayonnement ultra-violet. Il s'agit en particu- 

lier des systèmes "excision-resynthèse" et "post-réplicatif" largement dis- 

tribués dans le monde vivant et qui conduisent soit 21 des erreurs d'appariement 

entre paires de bases dans le premier cas, soit à des recombinaisons entre deux 

doubles hélices dans le second. 

La procédure de sélection et d'identification décrite au chapitre 1 

".Matériel et Méthodes", nous a permis d'isoler de nombreux mutants dont la 

plupart se sont avérés auxotrophes vis-à-vis d'un acide aminé. Le taux de sur- 

vie très faible (C  1 %.) que nous avons pratiqué,du à une irradiation impor- 

tante et nécessité par l'état plurinucléé des conidies d'A. OtLyzae, a rendu cer- 

tains mutants inaptes à toute expérimentation. En effet, leur croissance faible 

sur milieu complet au malt ou sur milieu minimum supplémenté avec le facteur 

de croissance requis, ainsi que leur absence de sporulation, nous ont conduit 

à les éléminer. Nous n'en n'avons donc retenu qu'un petit nombre : 

- pour la souche 1135 : 
-168 : adénine' 
- 35 : lysine' 
-78 : leucine' 
-41 : lysine" 
- 27 : leucine' 
- 13 : méthionine' 
-279 : histidine- 
-239 : lysine- 

- pour la souche BrBv IV : 
-381 : arginine' 
-112 : histidine- 
- 56 : arginine' 
-132 : leucine' - 28 : arginine' 
-388 : adénine- 



Comme on peut le remarquer, certains phénotypes apparaissent avec 

une fréquence plus élevée. C'est le cas en particulier des mutants lysine- par 

la souche 1135 et des mutants arginine' pour la souche BrBv IV. Ce phénomène 

semble être assez fréquent chez de nombreux organismes et dépendre la fois 

de la souche et de l'agent mutagène utilisés. Un cas extrême est celui rencontré 

chez la levure pour laquelle les mutations "petites" sont induites dans le gé- 

nome mitochondrial à environ 100 % par le bromure dléthydium. 

La chalne de biosynthèse de llargine étant bien établie chez NUOA- 

puRu W A a  et S U C C ~ ~ U W ~ L ~ C U  cehevbke  (revue dans FINCHAM, 1979) nous avons 

entrepris de voir si les trois mutants arginine' en notre possession étaient 

bloqués aux mêmes sites. Pour cela, nous avons testé leur aptitude à pousser sur 

milieu minimum + citrulline, composé intervenant dans l'avant dernière étape 
de cette chaîne. Les résultats sont les suivants : 

Tableau 1 1  : Croissance des  mutants arginine* sur  MM e t  MM 
supplémenté avec arginine ou c i t r u l l i n e  (100 m g / l ) .  

O : pas de croissance - + : croissance .  

Le résultat de ce test nous permet de voir que la citrulline sup- 

plée l'auxotrophie du mutant 56, mais ne supplée pas les auxotrophies des mu- 

tants 381 et 28, alors que sur arginine, la croissance des trois souches est 

normale. On peut donc conclure que dans la chaîne de biosynthèse, la mutation 

induite chez le mutant 56 est placée avant la citrulline alors que pour les 

deux autres souches elles sont placées après. Il ne s'agit donc pas, dans ces 

deux cas, de mutations alléliques, mais de mutations affectant des gènes diffé- 

rents, impliqués dans la même chaîne biosynth6tique. 

381 

5 6 

28 

MM + C i t r u l l .  

O 

+ 

O 

MM 

O 

O 

O 

t 

MM + Arg 
-------------.--------------.--------------,-------------- 

+ 

+ 

+ 



2) REALISATION DES ANASTOMOSES 

La technique que nous avons employée pour l'obtention d'hétéro- 

caryons est celle des semis linéaires schématisée sur la planche 22. 

Les souches d'&petrgd%~A OtrLjZae sont capables de prélever les 

éléments nécessaires A leur croissance a travers un film fin de cellophane qui 
n'empêche pas la diffusion des petits métabolites. Nous avons donc utilisé cette 

propriété pour réaliser les confrontations entre mutants. 

Sur une boite de pétri contenant un milieu complet (Czapek + extrait 

de levure 5 g/l), on dépose stérilement une feuille de cellophane en ayant soin 

de la faire adhérer complGtement a la surface du milieu. On place alors côte a 

côte deux fils de coton d'environ 50 mm de long, chacun d'eux étant trempé dans 

un broyat mycélien différent, correspondant aux deux mutants que l'on désire 

faire fusionner. L'intérêt de la cellophane est de concentrer dans un même plan 

les hyphes mycéliens qui ne peuvent alors surmonter cette barrière et s'enfon- 

cer dans la gélose. 

Il s'en suit une densité très importante d'hyphes ne laissant entre 

eux que peu d'espace libre et se développant de manière parallèle. Après 36 heu- 

res d'incubation, les filaments de chacun des mutants se sont rencontrés et la 

feuille de cellophane peut être alors transférée sur milieu minimum. Au cours 

de l'incubation qui suit, on note un arrêt total de la croissance pendant 5 21 6 

jours, puis sur certaines boîtes une croissance sectorielle apparaît prenant 

naissance au niveau de la zone de contact des filaments. Après 3 A 4 jours, ce 

secteur a atteint la gélose et l'on peut le prélever afin de vérifier sa nature 

hétérocaryotique. 

- Résultats expérimentaux : Les croisements réalisés entre paires de clones mu- 
tants n'ont pas tous donné naissance a des secteurs prototrophes. Seuls ceux 
indiqués dans le tableau 12 ont été à l'origine de tels secteurs. Il faut sou- 

ligner qu'ils intéressent tous les mutants issus de la souche 1135. En effet, 

aucun secteur n'est apparu entre mutants de la souche BrBv IV ni lors de con- 

frontations impliquant les mutants des deux souches. 

Ce phénomgne qui s'est avéré d'emblée très défavorable a notre étude, peut 

s'expliquer par la rareté des anastomoses naturelles ayant lieu dans la souche 

BrBv IV. L'aptitude a l'autoanastomose est en effet un facteur décisif pour 1'é 
tablissement d'une croissance hétérocaryotique, puisqu'elle indique qu'aucune 
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barrière n'existe à la lyse des parois. Il convient de remarquer que ce phénomè- 

ne n'est pas particulier aux souches que nous avons employées, ni à l'espèce 

A. OtujZae. MAKOUNZI (1978) chez ?tj~CL&Vuk O f L t j Z 4 .  l'a rencontré de manière 

identique et a montré que là aussi la déficience er, autoanastomoses en était 

la cause. 

Il faut supposer en outre, que cette lyse ne peut être induite par un seul des 

deux parents impliqués dans le croisement, car alors les confrontations entre 

mutants issus des deux souches devraient conduire nécessairement à la formation 

d'hétérocaryons. Cependant, la réalisation d'hétérocaryons entre souches d'ori- 

gines différentes n'est pas toujours possible. GRINDLE (1963a,b) a montré chez 

t b p m g m  I L ~ ~ L I ~ Y L ~  l'existence de groupes d'incompatibilité entre souches 

de provenance diverse, mais dans son cas, les mutants issus d'un même isolat 

conduisaient toujours à la formation d'hétérocaryons. Il semble donc que la 

réalisation d'une association hétérocaryotique viable entre souches différentes 

soit soumise 3 deux facteurs dont nous ne pouvons encore évaluer l'importance 

respective sur nos souches: d'une part de l'aptitude des souches a s'autoanas- 
tomoser, d'autre part de l'absence d'incompatibilité. 

A la suite de ces premiers résultats, nous avons donc choisi de mener conjoin- 

tement l'étude du cycle parasexuel à partir des secteurs prototrophes en notre 

possession afin d'en préciser les différentes modalités et la recherche d'une 

technique appropriée, permettant d'initier l'hétérocaryose entre nos deux 

souches. Puisque la voie naturelle des anastomoses ne permet pas son établisse- 

ment, nous avons envisagé de la réaliser par fusion de protoplastes. Cette tech- 

nique ainsi que les résultats obtenus, seront décrits dans un autre chapitre. 

Tableau 12 : Confrontations entre paires de mutants auxotrophes 
issus de la souche 1135, ayant produit des secteurs prototrophes. 

+ : secteurs à croissance rapide - + : secteurs à croissance lente - 
@ : confrontation étudiées. 

78 
leu- 

2 7 
leu- 

2 79 
his- 

t 

168 
ade' 

@ 

+ 

+ - 

41 
1 YS' ..................................................................... 

+ 

69 

+ - 

3 5 
1 ys' 

+ 

+ 

+ - 

23 9 
1 YS' 

+ 

+ 

+ - 
- - -- - 



3) E W E  DES SECTEURS PROTOTROPHES 

Les secteurs issus des boites de confrontations ont déja 3 ce ni- 

veau une forte probabilité d'étre de nature hétérocaryotique. Tout d'abord, 

les témoins réalisés en confrontant de manière identique une mGme souche mutante 

n'ont jamais présenté de croissance sectorielle, il est donc peu probable que 

leur apparition résulte de la réversion spontanée de l'un ou l'autre des marqueurs 

vers la prototrophie. Un deuxieme point semble attester la fusion : c'est la 

forme sectorielle de la croissance. En effet, si la complémentation des deux 

mutants s'effectuait par l'intermédiaire du milieu de culture, en supposant un 

échange de métabolites d'une souche vers l'autre, ce phénomène devrait intéresser 

l'ensemble de la zone de contact des filaments et non se localiser sur certains 

points. 

a) Stabilité des hdtérocaryons : 

Les secteurs prototrophes isolés a partir de confronta- 
tions entre mutants issus de la souche 1135 n'ont pas tous présenté une bonne 

croissance. C'est le cas en particulier des croisements dans lesquels était 

impliqué le mutant 279 (his-). Nous avons donc sélectionné parmi les confronta- 

tions réussies, deux secteurs qui montraient une croissance rapide, correspon- 

dant aux associations ade' (168) x leu' (78) et lys' (41) x leu' (27). 

Afin de déterminer avec certitude leur nature hétéroca- 

ryotique, nous avons entrepris de tester leur stabilité sur milieu minimum et 

sur milieu complet, puis de faire l'analyse des conidies issues de différentes 

générations asexuelles. 

Le maintien du stade hétérocaryotique nécessite un milieu 

de culture sur lequel l'hétérocaryon ait un avantage sélectif par rapport aux 

homocaryons mutants. Ces conditions sont réalisées sur milieu minimum, mais ne 

le sont pas sur milieu complet. Dans ce cas, l'hétérocaryon a tendance ségré 

ger en redonnant naissance aux clones parentaux mutants. 

- Protocole exp6rimental : des boutures sont prélevées a la périphérie des sec- 
teurs prototrophes et transférées il la fois sur milieu minimum (MM) et sur mi- 

lieu complet (MC). Cette première étape constitue la génération 1 sur les plan- 

ches 23 et 24. A chaque nouveau transfert, on procède de manière identique et 

l'on note si il y a ou non croissance sur milieu minimum. 

Les résultats montrent que pour la confrontation ade- (168) x leu- (78) deux pas- 

sages sur MC suffisent il induire un début de ségrégation qui devient alors 



Planche 23 : CROISEMENT LYS- ( 4 1 )  x LEU- ( 2 7 )  

MM* MC* MM MC 

M d 1 )  : milieu minimum correspondant aux boîtes de confrontation. 

@ : absence de croissance sur certaines boîtes.  

> C -.\ 
: absence de croissance sur 1 'ensemble des boî tes  1 

* . .  

e 

* : génération ayant subi un clonage (voir tableau 13 ) .  



Planche 24 : CROISEMENT ADE- (168) x LEU- (78). 

Légende : 

MM(!) : milieu minimum correspondant aux bof t e s  de confrontation. 

: absence de croissance sur certaines boftes.  

: absence de croissance sur l'ensemble des boîtes. 

: génération ayant subi un clonage (voir tableau 1 3 ) .  



totale au troisième passage. Pour la seconde confrontation : lys' (41) x leu- 

(27), une génération supplémentaire a été nécessaire pour obtenir le même effet. 

On note par contre que dans les deux cas, l'entretien sur MM conduit au main- 

tien de l'hétérocaryose. 

Il apparaît clairement ici que la croissance des secteurs prototrophes résulte 

bien d'une mise en commun dans un même cytoplasme de noyaux génétiquement diffé- 

rents et incapables d'engendrer individuellement une croissance sur milieu mini- 

mum. En effet, si la complémentation s'effectuait par diffusion de métabolites 

d'une souche vers l'autre à travers le milieu de culture, il n'y a aucune raison 

poux qu'elle cesse apres quelques repiquages. Par contre, dans le cas d'une 

croissance hétérocaryotique, si l'avantage sélectif de l'hétérocaryon disparaft 

par bouturage sur milieu complet, une ségrégation des deux types parentaux 

peut être induite et redonner alors des hyphes incapables de se développer sur 

MM. Le fait que cette ségrégation n'apparaisse que progressivement, indique 

seulement que le phénom&ne est aléatoire et n'intéresse pas tous les filaments 

hétérocaryotiques au même instant. ' 

b) Analyse des conidies de première et quatrigrne générations 

Si les secteurs que nous avons isolés sont bien de nature 

hétérocaryotique et qu'aucun évènement de recombinaison ne s'est encore produit, 
('IF-J 

nous devons retrouver dans les conidies uniquement l'un ou l'autre des deux 

génotypes parentaux. Mais chez hpe t rgd%~A OhyZUe, l'existence de conidies pluri- 

nucléées laisse prévoir,qu'avec une certaine fréquence,des spores contenant 

les deux noyaux en association seront produites. Ces spores seront donc capables 

de germer sur MM et d'engendrer des thalles eux-mêmes hétérocaryotiques. 

Afin d'évaluer la fréquence des différents types nucléai- 

res rencontrés, nous avons procédé 21 des isolements monospores selon la techni- 

que décrite au chapitre II et sur des échantillons de taille 100. 

Les conidies apparaissent sur les hétérocaryons au bout de 

8 jours. Leur forme, leur couleur et la densité de la sporulation sont équiva- 

lentes 3 celles de la souche sauvage. D'autre part, des mesures ont montré que 

leur viabilité était elle aussi du même ordre (environ 95 % ) .  Elles sont alors 

récoltées dans de l'eau stérile, diluées et soumises à une prégermination de 

12 heures sur milieu complet. Elles sont ensuite prélevées une à une et repi- 

quées sur le même milieu. Au bout de 48 heures d'incubation, elles forment 



Tableau 13 : Analyse  p a r  c lonage ,  du phénotype d e  100 s p o r e s  
i s s u e s  d e  d i f f é r e n t e s  $ n é r a t i o n s  a s e x u e l l e s .  

- Croisement l y s -  ( 4 1 )  x l e u -  ( 2 7 )  

x2 entre MM et M M q  = 3,65 < au s e u i l  d e  5 % pour 3 d d l .  
1 

MC1 e t  MC4 = 17,4 > au s e u i l  d e  5 % pour 5 d d l .  

- Croisement ade- ( 1 6 8 )  x l e u -  ( 7 8 )  

1 YS-  ------------------ 
4 

16 

53 

28 

- - - - - - - - 

x 2  entre MM e t  MY4 = 1,35 < au s e u i l  d e  5 % pouz 
1 

MC1 et MCq = 7,72 < au seuil d e  5 % pour 

1 eu- ------------------- 
75 

8 0 

36 

54 

+ ( h é t é r o c a r y o t i q u e  

leu' 
,------------------- 

' 3  

Ml 
( 2 )  

( 2 )  

=1 

3 d d l .  
5 d d l .  

.------------------- 
2 

2 

6 

17 

( 1  1 l 'andyae a pohte a u  l e s  gén6nations mquées  d'un * d u t  lu ,danchu 23 & 24. 

(21  tte6aec-ti6 de c-es Oea64e6 (5 l e  t e s t  x2 ne p u  a'appkSqueir. 
& a i  l e s  W a e s  hélté/~aca.mjoZLquu ont-&es 6x6 kegmupées drzn4 l e s  ceadau 
pcvrenitaees & l e  x2 eddectug am ces heuRe6 &haes. 



des thalles d'environ 20 mm de diamètre qui sont transférés par bouturage sur 

milieu minimum et sur milieu minimum supplémenté avec l'un ou l'autre des fac- 

teurs de croissance requis. 

Après incubation, on note la croissance de chacun des clo- 

nes sur ces différents milieux. 

- R é s u l t a t s  expérimentaux : Les clonages ont été réalisés pour les deux croise- 

ments à partir de conidies de première et quatrième générations, isolées soit 

de boites MM soit de boites MC selon le schéma figuré sur les planches 23 et 24. 

Le but de cette expérimentation était non seulement de montrer la nature hété- 

rocaryotique des secteurs, mais aussi de voir si la ségrégation des marqueurs 

dans les conidies était stable d'une génération l'autre et si d'autre part 

elle était influencée par le milieu de culture. L'ensemble des résultats est 

consigné dans le tableau 13. 

A la vue de ces résultats, plusieurs constatations s'imposent. Tout 

d'abord pour les deux confrontations, les hétérocaryons se développant sur milieu 

minimum eng~ndrent un faible pourcentage de spores prototrophes qui n'excède 

pas 5 % pour chacun des clonages réalisés. Ces résultats sont en accord avec ceux 

de THORBEK et EPLOV (1974) qui montrent que pour différentes combinaisons, ce 

pourcentage varie de 1 à 5 %. Par contre, ISHITANI et SAKAGUCHI (1956a) obtien- 

nent des fréquences plus élevées, de l'ordre de 15 a 20 %. Deux phénomènes 

sont sans doute à la base de cette différence. D'une part, les souches utilisées 

par ISHITANI et SAKAGUCHI possèdent un nombre moyen de noyaux par conidie supé- 

rieur au nôtre (environ 4,5 noyau/conidie) qui peut favoriser l'établissement 

d'un stade hétérocaryotique. D'autre part, les marqueurs génétiques introduits 

par ces auteurs se distribuent de façon plus homogène dans les conidies puisque 

chacun des deux génotypes parentaux forme environ la moitié de l'échantillonnage. 

En cela, les résultats de THORBEK et EPLOV sont plus proches des nôtres puisqu'un 

fort déséquilibre apparaît dans la plupart des combinaisons étudiées, certains 

génotypes parentaux représentant 90 % de l'effectif. 

Il semble donc qu'une corrélation existe entre la fréquence des 

spores hétérocaryotiques et celles des spores parentales, cette fréquence étant 



d'autant plus faible que l'un des marqueurs est avantagé. Ceci peut être attes- 

té en comparant l'effectif des différentes classes 21 partir d'hétérocaryons 

s'étant développés sur milieu minimum ou sur milieu complet. Dans ce dernier cas, 

on note que l'augmentation des spores hétérocaryotiques s'accompagne d'un 

rééquilibrage entre les marqueurs parentaux. Tout se passe comme si, sur MC, 

aucun des deux types nucléaires n'était avantagé, les conduisant a se propager 
au même rythme dans les filaments, alors que sur MM, le niveau de complémenta- 

tion nécessaire 2i la croissance avantagerait un type au détriment de l'autre. 

Il faut toutefois se garder d'émettre des conclusions hâtives sur la nécessité 

d'un rapport optimum entre les noyaux mutants, dans le maintien de l'hétéroca- 

ryose. Les travaux de BEADLE et CON= (1944) puis ceux d'ATWOOD et PITTENGER 

(1955) sur Newroapo4.a m a a ,  ont en effet montré que des hétérocaryons formés 

a partir de mêmes souches mutantes, donnaient naissance a des ségrégations 
diverses. Pour ces auteurs, l'hétérocaryose peut être maintenue dans la cellule 

par différents rapports nucléaires, dans la limite où le parent ayant la plus 

faible fréquence assure encore la complémentation. De plus, ils n'enregistrent 

aucune variation laissant supposer qu'un ajustement de ces fréquences s'effectue 

vers un rapport permettant une croissance optimale. 

On peut rapprocher cette dernière observation des résultats que nous 

avons obtenus au bout de 4 générations asexuelles sur MM. L'identité des dis- 

tributions rencontrées pour les deux croisementsrentre la première et la qua- 

trième génération,est en faveur du maintien 21 un niveau déterminé du rapport 

nucléaire. Sur MC par contre, la pression sélective disparaissant, on obtient 

des ségrégations qu'il n'est plus possible de regrouper statistiquement. 

Il nous restait a montrer que les spores prototrophes issues des 
isolements monosporés de première génération, possédaient bien les deux types 

nucléaires en hétérocaryose et que ce stade n'était pas encore dépassé. Pour 

cela, nous avons laissé se développer ces colonies sur milieu minimum, puis 

après sporulation, des dilutions et des étalements sur MM et MC ont été réali- 

sés. Pour deux d'entre elles, correspondant chacune a un croisement, un clonage 
de 100 spores a été effectué et leurs génotypes identifiés selon la méthode 

habituelle. 

Tous les clones testés ont présenté la même réponse, à savoir, 

une densité de colonies toujours plus faible sur milieu minimum que sur milieu 

complet, représentant 5 21 20 % du total des colonies. Le résultat des clonages 

-, 



est là aussi significatif puisque seules des spores parentales et hétérocaryo- 

tiques sont retrouvées (tableau 14). 

Tableau 14 : Clonage d e  100 s p o r e s  i s s u e s  d e  c o l o n i e s  p r o t o t r o p h e s  
isolées à l a  s u i t e  d e s  premiers  c l o n a g e s  e t  correspondant  aux géné- 
r a t i o n s  MM1 d e s  deux c r o i s e m e n t s .  

- Croisement lys' ( 4 1 )  x l e u -  ( 2 7 )  

- Croisement ade- ( 1 6 8 )  x l e u -  ( 7 8 )  

. 

En résumé, les confrontations réalisées entre paires de mutants 

auxotrophes, engendrent des secteurs prototrophes, dont la nature hétérocaryo- 

tique a été montrée. Ces hétérocaryons sont instables et, entretenus sur milieu 

complet, ségrègent en redonnant naissance aux types parentaux initiaux. Sur 

milieu minimum par contre, la pression sélective est en faveur du maintien de 

l'association nucléaire et l'entretien du stade hétérocaryotique peut alors 

être assuré. A chaque génération asexuelle, les conidies produites par ses 

souches sont de trois types représentant les deux noyaux mutants seuls ou en 

associations, phénomgne rendu possible par la présence de spores plurinucléées. 

Seules ces dernieres sont capables de germer sur milieu minimum, engendrant 3 

leur tour des thalles hétérocaryotiques. 

Phénotypes  

E f f e c t i f s  

Phénotypes  

E f f e c t i f s  

HC 1 YS' leu' 
-------------.------------------------------------------- 

2 13 85 

HC ade- leu' 
--------------.----------------------------------------- 

13 56 3 1 



A ce stade de l'analyse, aucune spore recombinée présentant un dou- 

ble marquage n'a pu Gtre mise en évidence. Ceci confirme les observations 

d' ISHITANI et coll. puis celles de THORBEK et EPLOV, que spontanément chez cette 

espèce, les étapes ultérieures du cycle parasexuel ne se produisent pas, ou 

bien se produisent avec une fréquence trop faible pour être facilement observées. 

Contrairement a d'autres espèces chez lesquelles elles se produi- 
sent naturellement, il est donc nécessaire chez A. OtujZUe d'induire ces diffé- 

rentes phases et en particulier la formation des noyaux diploïdes. 

I I ,  FUSIONS NUCLEAIRES ET RECOMBINAISON A LA MITOSE 

1) 0BTENT.ION DU STADE DIPLOIDE 

L'obtention de produits recombinds, implique qu'a un moment donné 

les deux lots de chromosomes correspondant a chaque type nucléaire se sont 
trouvés réunis au sein d'un même noyau. La fréquence avec laquelle se produisent 

ces fusions, ainsi que la stabilité de l'état diploïde, sont très variables 

d'une espèce a l'autre et reflètent en somme l'efficacité du cycle parasexuel 

à produire des génotypes recombinés. 

Chez A. O&yZae, les travaux dl ISHITANI et coll. (1956a,b) ont mon- 
tré que les diploïdes étaient très stables et ne conduisaient que faiblement 

a la formation de recombinés haploldes. De plus, leur fréquence d'apparition 
spontanée est relativement faible, de l'ordre de 10'~. Bien que ces deux fac- 

teurs constituent un handicap sérieux a l'obtention de recombinants, l'inconvé- 
nient principal réside surtout dans l'isolement du stade diploïde. En effet, 

la présence de spores plurinucléées pouvant abriter un stade hétérocaryotique, 

limite les possibilités de criblage des spores diploïdes, puisqu'elles seront 

toutes capables de pousser sur milieu minimum. Un tel problème ne se pose pas 

chez t b p U L g a u  nid~khf?A, par exemple, dont les conidies sont typiquement 

uninucléées. Dans ce cas, une colonie se développant sur un milieu minimum 

sera nécessairement diploïde. 



Il s'est donc avéré nécessaire de mettre au point une méthodolo- 

gie permettant d'augmenter la fréquence des diploïdes chez A. ORyZaf2 à un niveau 

tel que leur isolement soit rendu possible. Ce sont ici encore les travaux 

dlISHITANI et coll. (1956a,b) puis ceux d'IKEDA et coll. (1957) qui ont permis 

cette mise au point. Ces auteurs ont en effet montré que le rayonnement ultra- 

violet appliqué à des spores hétérocaryotiques augmentait de façon considérable 

la fréquence des diploldes qui pouvait représenter jusqu'à 30 % des survivants. 

Bien qu'aucune explication du mécanisme n'ait été fournie, ces résultats ont 

été confirmés plus tard par THORBEK et EPLOV (1974). Aussi avons-nous entrepris 

d'utiliser cette méthodologie 3 notre tour. 

Chez A. o/ryZae, l'état diploïde étant stable, toutes les conidies 

engendrées à ce niveau seront diploïdes et donc prototrophes. A l'inverse, le 

stade hétérocaryotique conduit en permanence à une ségrégation des marqueurs 

parentaux. Il est donc possible de différencier ces deux états en semant les 

spores issues de chacun d'eux sur milieu minimum et sur milieu complet. Nous 

avons utilisé cette propriété conmie premier critère de sélection des diploïdes. 

- Protocole expérimental : Une suspension des spores provenant d'un croisement 
hétérocaryotique est réalisée dans de l'eau stérile puis filtrée sur coton de 

verre. Elle est soumise ensuite à une irradiation sous lumière ultra-violette 

pendant des durées variables. Trois expositions ont été étudiées, chacune d'el- 

les représentant une expérience. Après des dilutions appropriées, la suspen- 

sion irradiée est étalée sur MM et le taux de survie calculé après incubation 

en comparant le nombre de colonies développées sur MM avant et après irradiation. 

20 colonies sont prélevées au hasard à partir de boites irradiées et transférées 

sur MM. Après sporulation, chacune d'elles est testée sur MM et MC. Seuls sont 

retenus les clones qui présentent une même densité de colonies sur ces deux 

milieux. 

Les résultats obtenus sont consignés dans le tableau 15. 

La fréquence avec laquelle nous avons obtenu des spores diploïdes est assez 

faible comparativement aux résultats dtISHITANI et coll. (1956a,b) puisque 

5 % seulement des survivants ont atteint ce stade après des durées variables 

d'irradiation. C'est sans doute pour cette raison que de nombreuses expérimen- 

tations ont été nécessaires avant d'aboutir à leur isolement. En culture sur 

milieu de Czapek, l'aspect des colonies diploïdes est très semblable à celui 

des hétérocaryons qui leur ont donné naissance. Leur croissance rapide et 



leur sporulation abondante montrent. que le doublement de leur contenu nucléaire 

ne semble pas affecter ces souches ce qui est 3 rapprocher des observations 

dlISHITANI et coll. (1956a) concernant leur stabilité. 

Cependant, le critère de sélection que nous avons employé ne permet pas coups 

sûrs de dire que le stade diploïde est atteint par ces souches, puisque nous 

n'avons pas testé comparativement la fréquence de réversion des marqueurs géné- 

tiques introduits et que ce phénomène est toujours probable. Aussi, avons-nous 

utilisé un critère plus précis en nous attachant 3 mesurer le nombre moyen de 

noyaux par conidie qui, selon les travaux dlISHITANI et coll. (1956,c), est 

plus faible chez les diploides que chez les parents haploïdes ou les hétéro- 

caryons . 

Tab leau  15 : Nombre d e  d i p l o ï d e s  isolés pour  20 colonies p r o t o -  
t r o p h e s  testées apr&s  i r r a d i a t i o n  a u x  U.V. d e  s p o r e s  h é t é r o c a r y o -  
t i q u e s .  

Temps 
d ' e x p o s i t i o n  

T 
h 
ni 
L 

I 
J 
a, 
Y 

X - 
Y 
-a' 
L 

I 
v) 
3 7  
Y 

T 

cg 
h 
L 

I 
3 
'3 
Y 

X 
T 
cg 
\O 
Y 
L 

I 
a, 
"u 
Ca 

3 m i n u t e s  

t a u x  d e  
s u r v i e  

23 % 

11 % 

-------------i---------&---------------- 

n b r e  d e  
d i p l o ï d e s  

5 m i n u t e s  

t a u x  d e  nbre d e  T 
8 m i n u t e s  

s u r v i e  

---------------------..-------------------------------------------------------- 

----------------------iii,-,------------ 

t a u x  d e  
s u r v i e  

0,7 % 

d i p l o ï d e s  
nbre d e  

d i p l o ï d e s  



2) DISTRIBUTION NUCLEAIRE CHEZ LES DIPLOIDES 

Pour de nombreuses espèces, le stade diploïde est caractérisé par 

une augmentation du diamètre des conidies qui devient sensiblement double de 

celui des haploïdes. C'est le cas en particulier pour h p r n g u ~  n i d d a m  ou 

P~~~ c h y h o g e n u m  dont les conidies sont typiquement uninucléées. Par 

contre, chez h p e t r g m  OtyZae, si leur diamètre ne change pas on assiste à 

une diminution du nombre moyen de noyaux par conidie. Des mesures du contenu 

en ADN de conidies ont été faites par ISHITANI et coll. (1956 c) qui ont clai- 

rement montré que cette quantité ne varie pas du stade haploïde au stade diploï- 

de mais que par contre la quantité d'ADN par noyau devient double. 

Les trois souches supposées diploïdes que nous avons obtenues aprés 

irradiation, ont donc été soumises à une investigation quant 3 leur contenu 

nucléaire par la technique de coloration employée au chapitre II. Le tableau 16 

regroupe les valeurs mesurées la fois pour les diploïdes et pour les hétéro- 

caryons ayant servi 3 leur isolement. 

Tableau 16 : Nombre moyen de noyaux par conidie issue de 
générations hétérocaryotiques ou diploïdes. 
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Souches 

............................................................................. 

Hétérocaryon 

Diploîde (1) (isolé après 
3 minutes d'irradiation) 

Diploïde (2) (isolé après 
5 minutes d'irradiation) 

.......................................................................... 

Hétérocaryon 

Diploïde (isolé après 
5 minutes d 'irradiation) 

Nombre moyen de 
noyaux/conidie 

2,24 

1,50 

l,63 

2,16 

1,63 



fréquence r 

1 ,  

. 

. 

p lanche  25 : D i s t r i b u t i o n  n u c l é a i r e s  d a n s  les  c o n i d i e s  - 
h é t é r o c a r y o t i q u e s  e t  d i p l o ï d e s  o b t e n u e s  . 

1 2 - 3 4 nombre de noyaux 
par conidie  

1 2 3 . 4  nombre de noyaux 
par con id ie  



Les résultats obtenus sont tout ZI fait significatifs puisqu'une 

très nette diminution du nombre moyen de noyaux/conidie est enregistrée. Nos 

valeurs sont de plus très proches de celles de TWORBEK et EPLOV (1974). On pour- 

rait s'étonner cependant de ne pas retrouver chez les diploïdes un nombre plus 

proche de la moitié de celui des haploïdes. Toutefois, ces derniers possèdent 

déjà un nombre moyen de noyaux/conidie assez faible qui nécessiterait qu'au 

stade diploïde seules des conidies uninucléées soient produites, ce qui paraît 

peu compatible avec la biologie générale de cette espèce. On peut noter d'au- 

tre part, que cette variation apparaît d'autant plus significative que l'on 

s'intéresse à la distribution de fréquence des noyaux dans les conidies (plan- 

che 25. On constate alors qu'au stade diploïde, une augmentation très nette 

des conidies uninucléées est enregistrée alors que cette fréquence est toujours 

faible dans les hétérocaryons. 

En conclusion, le stade diploïde est caract6ris6 d'une part par la 

production de conidies toutes prototrophes, phénomène rendu possible par la 

récessivité des marqueurs d'auxotrophie par rapport aux allèles sauvage, d'autre 

part, par une diminution du nombre moyen de noyaux/conidie et une augmentation 

importante des conidies uninucléées. Puisque désormais, les deux lots de chro- 

mosomes sont réunis dans un unique noyau, il devient possible d'aborder la 

dernière étape du cycle parasexue1:la production de recambinés haploïdes. 

OBTENT ION DE CLONES RECOMBINES 

Chez A. atryzae, la stabilité de l'état diploïde semble conduire 

spontanément à peu de recombinaisons. Les résultats dlISHITANI et coll. (1956,b) 

indiquent que cette fréquence est de l'ordre de 10-4 à 10-3. Il apparaît donc 

nécessaire ici encore, d'induire cette dernière étape du cycle parasexuel. 

Les travaux de LHOAS (1961) et de HASTIE (1970) ont montré à 

cet égard que deux substances, la parafluoro-phénylalanine et le bénomyl, avaient 

pour effet d'augmenter très fortement la fréquence des recombinés haploïdes 

chez h p ~ g a l l n  L g & t  et h p & t g d Y l l n  niddam. Il semble que ces deux produits 
agissent directement sur la B-tubuline du fuseau mitotique, créant ainsi des 

modifications au niveau des microtubules (MORRIS et OAKLEY, 1979). Ces modifi- 

cations entraînent un fonctionnement anormal du fuseau au cours de la mitose 

qui permet la perte aléatoire de certains chromosomes et le retour à l'état 



haploïde par différents stades aneuploïdes. D'après LHOAS, les résultats obte- 

nus avec la p-fluorophenylalanine sont tout à fait comparables 3 ceux trouvés 

par &ER (1961) dans son étude sur la ségrégation spontanée de diploïdes chez 

Pnpmg-2.t~~ niddum. 

L'efficacité de ces composés à produire des génotypes recombinés, 

a depuis été montrée chez d'autres espèces, en particulier & p e h g u  a n t r l J k h -  

dami (De BERTOLDI et CATEN, 1979) , ainsi que chez hpULgd%fA OtryZae (THORBEK 

et EPLOV, 1974). Aussi, avons-nous entrepris d'obtenir de tels clones par 

cette voie. Seule la p-fluorophenylalanine a été utilisée comme agent haploîdi- 

sant de par sa commodité d'emploi puisque, contrairement au bénomyl, c'est un 

produit soluble dans l'eau qui permet une incorporation homogène dans le milieu 

de culture. 

a) Protocole expérimental : 

Une suspension de spores issues d'une souche diploïde est 

étalée sur milieu complet et milieu complet contenant de la parafluorophényla- 

lanine à raison d'environ 50 colonies par boite. Après une incubation de 14 jours, 

les colonies ont sporulé sur pFPA et les spores sont récoltées, soumises à une 

prégermination sur milieu complet et clonées sur ce même milieu. Leur génotype 

est ensuite déterminé par bouturage sur milieu minimum et milieu minimum conte- 

nant les facteurs de croissance nécessaires seuls ou en association. 

b) Résultats expérimentaux : 

Quatre concentrations en pFPA ont été testées, à savoir : 

20-50-100-150 pg/ml. Aucune croissance n'est apparue sur les boites contenant 

100 et 150 pg/ml de PFPA, par contre à 20 et 50 pg/ml la viabilité n'est pas 

réduite par rapport aux témoins sans pFPA mais on constate une réduction très 

importante de la croissance des colonies et de leur sporulation. Afin de nous 

situer dans les conditions qui semblaient les plus propices, nous avons effec- 

tué les clonages à partir de boites de Pétri contenant 50 pg/ml de pFPA. Deux 

souches diploïdes correspondant chacune à un croisement ont subi une haploîdi- 

sation. Pour chacune d'elles, le génotype d'environ 200 spores a été déterminé. 

Les résultats obtenus sont consignés dans le tableau 17. 



Tableau 1 7 : Phénotypes obtenus après action de la p-fluorophenyl- 
alanine sur des souches diploïdes. 

- Croisement lys- (41) x leu' (27) 

- Croisement ade' (168) x leu' (78) 

Phénotypes 

Effectifs 

+ 1 ys- leu- lys'. leu' 

-------------.-------------------------------------------------------- 

191 7 3 3 

Nous avons pu remarquer que l'aspect des clones isolés 

après haploïdisation est assez différent de celui de la souche diploïde qui est 

à leur origine. Pour la plupart, la conidiogenèse est retardée et lorsqu'elle 

se produit, elle est engendrée par des conidiophores beaucoup plus courts qui 

confèrent aux colonies un aspect très ras. De plus, pour certains d'entre eux, 

une croissance et une sporulation sectorielles apparaissent. Un phénotype parti- 

culier n'est pas impliqué dans ce phénomène qui a touché aussi bien des clones 

demeurés prototrophes que des clones mutants. 

t 

Phénotypes 

Effectifs 

Nous avons d'autre part envisagé de voir si le stade ha- 

ploïde était retrouvé pour certains clones,par l'analyse de leur nombre moyen 

de noyaux par conidie. Seuls les doubles mutants ont fait l'objet de cette.étude 

car leur probabilité d'être revenu au stade haploïde était plus grande étant 

donné la récessivité des marqueurs d'auxotrophie. Les résultats obtenus pour ces 

4 clones sont consignés dans le tableau 18. 

+ ade' leu' ade'. leu' 

-------------,-------------------------------------------------------- 

2 03 13 8 1 



Tableau 18 : Nombre moyen de noyaux/conidie pour quelques 
souches recombinées. 

Souche 
Nombre moyen de noyaux 

par conidie 

1 3  (1 ys'. leu-) 

1 4  (lys'.leu-) 

4) DISCUSSION 

La parafluorophénylalanine induit la formation de noyaux recombi- 

nés chez A. Okyzae puisqu'à partir d'une population diploïde entièrement proto- 

trophe, on retrouve en fin d'expérience des clones à nouveaux mutants. La fré- 

quence avec laquelle se produisent les recombinaisons peut paraïtre faible au 

premier abord, mais il convient de faire plusieurs remarques. Tout d'abord, 

l'utilisation d'un simple marquage sur nos souches ne permet de reconnaître au 

maximum que 4 classes de recombinés, des recombinés simples mutants contenant- 

l'un ou l'autre des marqueurs introduits, des doubles mutants possédant les 

deux marqueurs en association et des recombinés prototrophes ayant éliminé au 

cours de l'haploïdisation les chromosomes porteurs de mutations. Toutefois, 

cette dernière classe est très difficile à mettre en évidence car d'autres phé- 

nomènes peuvent intervenir. En effet, il n'est pas exclu que parmi les clones 

prototrophes une proportion importante ne soit pas revenue au stade haploïde 

initial mais possède une garniture chromosomique aneuploïde. A cet égard, les 

travaux de &ER (1961) ont montré que chez A. ~ ~ v l c l  la majorité des sé- 

grégants obtenus est de ce type. Généralement, cette classe de noyaux est ins- 

table et continue à ségréger jusqu'à ce que le stade haploïde soit atteint. 

Pour notre part, nous n'avons pas entrepris d'étudier plus en 

détail cette possibilité étant donné le faible marquage que nous avions sur les 



--  

souches, mais il n'est pas impossible que nombre de clones isolés puissent être 

regroupés dans cette classe. 

C O N C L U S I O N  

L'étude que nous avons entreprise sur le cycle parasexuel d'hpeh- 

g m  OhYZlLe nous a permis d'obtenir des lignées recombinées pour certains ca- 

racteres marqueurs que nous avions introduits par mutagenèse. Le choix de ces 

marqueurs a été guidé par la nécessité d'altérer le moins possible la physiolo- 

gie de nos souches et en particulier la production d'a-amylase. Nous avons cepen- 

dant remarqué que parmi les clones auxotrophes isolés, nombre d'entre eux étaient 

inaptes 3 toute investigation de par leur faible croissance ou leur conidioge- 

nèse pauvre sur milieu complet. 

Les clones mutants qui ont retenu notre attention nous ont permis 

de réaliser des confrontations de thalles dans le but d'initier la première étape 

du cycle parasexuel, l'hétérocaryose. D'emblée nous avons rencontré un problème 

sérieux en confrontant deux à deux des mutants issus de la souche BrBv IV ou 

bien lors de croisements faisant intervenir des mutants de chacune des souches. 

Dans ces conditions, aucun secteur prototrophe n'a pu être décelé montrant que 

la voie des anastomoses naturelles semble interdite chez la souche BrBv IV. A 

l'inverse, de nombreuses confrontations entre mutants de la souche 1135 ont donné 

naissance des secteurs prototrophes dont la nature hétérocaryotique a pu être 

montrée. A cet égard, deux points ont principalement été étudiés. D'une part, 

nous avons vérifié que le maintien de l'hétérocaryose est fortement condition- 

né par le milieu de culture, puisque sur milieu complet l'hétérocaryon perd son 

avantage sélectif au profit d'homocaryons mutants. Cette ségrégation n'est pas 

immédiate, car plusieurs transferts semblent nécessaires à son apparition. 

D'autre part, nos résultats ont confirmé l'existence de trois types de conidies 

au stade hétérocaryotique, correspondant à l'un ou l'autre des marqueurs paren- 

taux ou à leur coexistence au sein d'une même spore, phénomène rendu possible 

par leur état plurinucléé. 



La fréquence de ces spores hétérocaryotiques est un handicap sérieux 

a l'isolement de diploïdes qui, phénotypiquement, ne sont pas dissociables. L'ir- 
radiation aux rayons ultra-violets lève partiellement cette difficulté en aug- 

mentant la fréquence des diploïdes jusqu'à un niveau compatible avec l'expérimen- 

tation, mais elle peut permettre de la même manière, l'apparition de mutations 

nouvelles dont la reconnaissance peut être délicate. Nous avons pu observer qu'au 

stade diploïde la distribution des noyaux dans les spores était tout à fait par- 

ticulière puisqu'on enregistrait à la fois une diminution du nombre moyen de 

noyaux/conidie et une augmentation importante des conidies uninucléées qui peu- 

vent représenter jusqu'a 50 % de l'effectif. 

L'haploïdisation de ces souches par la parafluorophenylalanine con- 

duit semble-t-til 21 un retour plus ou moins complet 2 l'état haploïde qui 

s'accompagne de recombinaisons pour les marqueurs parentaux, puisque des clones 

possédant les deux auxotrophies ont été isolés. L'analyse de la distribution 

nucléaire de leurs conidies montre qu'elles ne sont pas demeurées diploïdes, 

mais que probablement l'état haploïde est retrouvé pour celles qui ont été 

testées. 

Il apparaît donc que le cycle parasexuel d'A. OhyZae répond au 

schéma général proposé par PONTECORVO (1956) mais présente un certain nombre 

de difficultés dans sa réalisation dues au fait que la sélection des diploïdes 

n'est pas immédiate et que, de plus, cet état fait preuve d'une grande stabili- 

té. Au contraire, chez une espèce comme P l j ~ c ~ d U  OhqZUe, dès lors que l'hé- 

térocaryose a été initiée par confrontation de thalles mutants, il suffit de 

récolter les conidies émises par les secteurs prototrophes au bout d'environ 

25 jours pour obtenir des clones recombinés, les différentes étapes du cycle 

se produisant sans l'intervention de l'expérimenteur (MAKOLJNZI, 1978). Sans 

doute, la grande variabilité qui existe dans les modalités d'exécution de ces 

différents cycles, reflète-t-elle l'importance réelle qu'ils occupent dans la 

nature. Il n'est pas impossible que chez A. OhqZUe son efficacité à produire 

de nouvelles combinaisons soit faible et qu'il n'intervienne que de façon mini- 

me dans l'évolution et la dynamique des populations naturelles. 

En conclusion, dans cette partie de notre travail, nous avons mis 

au point les techniques nécessaires à l'accomplissement du cycle parasexuel 

d ' h p ~ c j m  ohyzae afin d'obtenir des génotypes nouveaux résultant de recom- 

binaisons. Malgré tout, l'intérêt de notre expérimentation demeure faible dès 

lors que seules des recombinants issus d'une souche unique ont été isolés, 



alors que nous nous sommes proposé d'étudier les possibilités de recombinaison 

du caractère "production d'a-amylase", entre nos deux souches. Les nombreux 

tentatives que nous avons faites dans le but de forcer l'hétérocaryose sont 

restées des échecs reflétant par là l'impossibilité de la souche BrBv IV 3 s'a- 

nastomoser. Le développement récent des techniques de fusion de protoplastes 

chez les Champignons inférieurs nous a encouragé 3 chercher dans cette voie la 

solution a notre problème. En effet, si seule la paroi mycélienne est impliquée 
dans le phénomène, empêchant les anastomoses de se réaliser, son élimination 

au niveau des protoplastes peut permettre l'établissement de l'hétérocaryose. 

Nous avons donc envisagé de recourir 3 cette méthodologie afin d'obtenir les 

clones nécessaires 3 notre étude. 





C H A P I T R E  I I  : 

FUS 1 ON PROTOPLASTES, 

INTRODUCTION 

A l'instar des travaux réalisés chez les végétaux supérieurs, des 

techniques de fusion de protoplastes ont été développées depuis quelques années 

sur des microorganismes fongiques, dans le but d'établir de nouvelles associa- 

tions génétiques, principalement entre espèces différentes (KEVEI et PEBERDY, 

1977-1979). Les résultats présentés par diverses équipes de chercheurs, montrent 

que des produits hybrides viables peuvent être isolés par cette voie, là où 

les anastomoses naturelles sont inefficaces. 

L'intérêt croissant que semblent prendre ces techniques tant sur le 

plan de la génétique fondamentale que sur celui de l'amélioration des microorga- 

nismes industriels, a permis la mise au point d'une méthodologie de base, assez 

largement utilisée à l'heure actuelle (PEBERDY, 1980). Aussi est-ce à partir 

de ce schéma général que nous avons entrepris d'obtenir des produits de fusion 

entre la souche BrBv IV et la souche 1135. 



1 ,  LES CONDITIONS AFFECTANT LA FUSION : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE 

La réalisation de fusions nécessite en tout premier lieu, qu'un con- 

tact étroit s'établisse entre les membranes de deux ou plusieurs protoplastes. 

Ce contact n'est généralement pas réalisé dans les solutions hyper- 

toniques employées usuellement pour leur stabilisation (KC1 - NaCl - Mannitol) 
bien que FERENCZY et coll. (1975 a) en particulier, aient obtenu des fusions dans 

un système salin au KC1 0,6 M tamponné à pH 6 par un tampon citrate-phosphate. 

Il reste cependant que la fréquence de ces fusions demeure faible et rend compte 

du peu d'aptitude qu'ont les protoplastes à former des aggrégats dans ces con- 

ditions. Afin d'augmenter la coalescence membranaire, l'emploi d'un agent de 

fusion, le polyéthylene glycol (PEG) s'est généralisé. Il permet, dès sa mise 

en contact des protoplastes, la formation d'agrégats de tailles variées com- 

prenant le plus souvent entre 5 et une vingtaine d'individus et assure leur 

cohésion. Ce phénomène se produit spontanément dans des solutions ne contenant 

que du PEG dès que sa concentration développe une pression osmotique suffisan- 

te au maintien de la structure des protoplastes. 

1) INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN PEG SUR LA FREQUENCE DE FUSION 

Sous ses deux masses moléculaires les plus employées, 4000 et 6000, 

la stabilisation des protoplastes est assurée pour des concentrations en PEG 

supérieures ou égales à 20 %. Au-del3 de 40 %, l'augmentation importante de la 

pression osmotique de la solution entraîne des modifications dans la structure 

des protoplastes qui perdent leur aspect turgescent et se déforment. Cependant, 

une dilution ultérieure du milieu leur permet de regagner leur forme initial. 

L'adjonction de PEG à une suspension de protoplastes n'est pas sans 

effet sur leur viabilité. ANNE et PEBERDY (1976) montrent que seuls 10 % des 

protoplastes survivent a un traitement de 10 minutes à 30°C dans une solution 

contenant 30 % de PEG (PM 6000). Ces mêmes auteurs (1975) notent cependant qu'une 

augmentation de la concentration, jusqu'à 6" % ,  ou de la durée d'incubation, 

jusqu'à 1 heure, si elles s'accompagnent d'une réduction encore plus importante 

de la viabilité, n'affectent pas significativement la fréquence de fusion. Pour 

ces auteurs, cette fréquence augmente rapidement durant les premières minutes 



d'incubation pour se stabiliser au bout d'environ 10 à 15. minutes. Ce laps de 

temps semble nécessaire à un enrobage complet des protoplastes par le PEG 

et a l'adhésion des surfaces membranaires. En général, une concentration en PEG 
de l'ordre de 30 à 40 % semble optimale, en assurant à la fois la stabilité des 

protoplastes et en affectant le moins possible leur viabilité. 

2 )  INFLUENCE DU PH ET DE LA CONCENTRATION EN IONS ~ a + +  SUR 

LA FREQUENCE DE FUSION 

En dépit d'une bonne aggrégation des protoplastes en présence de 

PEG, la fréquence de fusion demeure faible lorsqu'il est utilisé seul. Il sem- 

ble que la cohésion des membranes ne soit pas alors suffisamment forte pour con- 

duire à leur rupture et à la formation de produits de fusions. Dans ces condi- 

tions, la valeur du pH du milieu apparaît comme étant critique. ANNE et PEBERDY 

(1975) montrent en effet qu'à pH 7,5 la fréquence de fusion est 10 fois supérieu- 

re à celle obtenue a pH 9, pour une solution contenant 30 % de PEG. Pour ces 

auteurs, le PEG se lierait aux membranes plasmiques par l'intermédiaire de ponts 

hydrogènes qui s'établiraient d'autant plus facilement que le pH serait plus 

faible. Le type de liaison existant entre la membrane et le PEG apparaît donc 

comme étant assez labile et pour cette raison, des études ont été menées dans le 

but d'augmenter la force des liaisons. A cet égard, les travaux de CONSTABEL et 

KA0 (1974) ont démontré 1' importance de l'ion ~ a + +  dans le processus de fusion 

chez les végétaux supérieurs, importance qui a été confirmée sur les protoplas- 

tes fongiques. 

A des concentrations de l'ordre de 10 mM de CaC12, l'action du PEG 

est déjà considérablement renforcée (FERENCZY et coll., 1975b) , mais elle aPPa- 
raft optimale, aux alentours de 100 mM de CaC12 (PEBERDY, 1980). Ici encore 

le rdle du pH est déterminant. Cependant, à l'inverse des solutions dépourvues 

de calcium, la présence de cet élément nécessite un pH plus élevé. Pour ANNE 

et PEBERDY (1975), une solution de PEG à 30 % contenant 50 mM de CaC12 engendre 

trois fois plus de fusions à pH 9 qu'à pH 7,s. L'influence du pH est encore 

plus significative pour les fortes concentrations en ions caf+ puisqu'à 600 mM 

CaC12, 30 fois plus de fusions sont observées à pH 9. Les raisons pour lesquelles 

des conditions alcalines sont requises en présence de calcium ne sont pas encore 

très clairement établies, par contre il semble admis que cet ion puisse se 

fixer sur la membrane plasmique et assurer un pont moléculaire entre cette 



dernière et les molécules de PEG. Cette interprétation est supportée par le fait 

que les ions ~ a +  et K+ réduisent l'effet de calcium par une fixation préféren- 

tielle sur la membrane (PEBERDY, 1980). 

3) LES AUTRES PARAMETRES 

Sans jouer un r61e de facteurs limitants, certaines conditions ex- 

périmentales agissent de façon sensible sur la fréquence de fusion. Il s'agit 

en particulier de la température et du laps de temps qui sépare l'isolement des 

protoplastes et leur fusion. 

Pour ANNE et PEBERDY (1975) la fréquence de fusion augmente régu- 

lièrement avec la température entre 4O et 37,S°C grace a une baisse de viscosi- 
té du PEG, qui assure alors un contact plus étroit entre les protoplastes. Mais 

corrélativement, leur viabilité diminue et a 37,5OC elle chute de façon drama- 

tique. Une température comprise entre 20°C et 30°C semble toutefois être opti- 

male. 

Ces mêmes auteurs ont étudié l'effet, sur la fusion, du maintien 

des protoplastes soit dans le complexe lytique ayant servi A leur isolement, 

soit dans une solution hypertonique de NaCl et ceci pendant des durées varia- 

bles. Ils remarquent que dans ces deux systèmes, les protoplastes présentent 

un accroissement important de leur volume cellulaire qui ne s'accompagne 

pas de la régénération d'une paroi. Dans ces conditions, l'augmentation de la 

surface membranaire qui en résulte conduit A favoriser les contacts entre pro- 

toplastes et assure une fréquence de fusion supérieure. Passé 20 heures pour 

le système salin au NaCl et 40 heures pour le complexe lytique, la létalité 

devient cependant très importante et réduit d'autant le nombre de produits 

hybrides obtenus. 

En conclusion, trois paramètres semblent intervenir de façon déter- 

minante lors du processus de fusion ; la concentration en PEG, la présence 
+ + 

d'ions Ca et le pH. Pour ces deux derniers paramètres, une relation a pu être 

mise en 6vidence puisqu'un pH élevé est nécessaire en présence de calcium, 

condition défavorable lorsque cet élément n'est pas ajouté au milieu de fusion. 

En conséquence, nous avons entrepris de suivre l'influence de ces trois facteurs 

sur la fusion de notre matériel. 



I I ,  ETUDE EXPERIMENTALE 

1 ) PROTOCOLE GENERAL 

Pour cette étude, nous avons réalisé plusieurs séries d'expériences 

dont certaines conditions ont été modifiées en fonction des résultats obtenus 

pour les précédentes, aussi nous a-t-il semblé préférable de les reprendre ici 

dans leur ordre chronologique. La procédure générale que nous avons retenue 

a été la suivante. 

Après leur obtention dans les conditions décrites au chapitre III, 

les protoplastes sont filtrés sur verre fritté (porosité l), centrifugés, lavés 

deux fois avec une solution de NaCl 0,7 M puis repris dans la même solution. Les 

protoplastes de chaque mutant sont alors réunis en tube corex à raison d'environ 
6 10 protoplastes par mutant, à nouveau centrifugés puis remis en suspension dans 

1 ml d'une solution de PEG préalablement portée à 30°C. L'incubation se fait 

à cette même température pendant 15 minutes. Le PEG est alors dilué par 5 ml 

de milieu minimum hypertonique (0,6 M NaCl) puis après centrifugation et lavage, 

le culot est remis en suspension dans une solution de NaCl 0,7 M à raison de 

4 ml par tube. Une partie de cette suspension nous a servi à évaluer le taux de 

survie après dilution et étalement sur milieu complet quant au reste (environ 

5 x 104 protoplastes), il était étalé à forte densité sur milieu minimum afin 

de rechercher les produits de fusion. Des protoplastes non traités au PEG mais 

ayant subi le même protocole nous ont servi de témoins. 

2) UTILISATION D'UNE SOLUTION FUSIOGENE TYPE 

Pour cette expérimentation, nous avons utilisé une solution de 

PEG (PM = 6000) à 30 % contenant 0,01 % CaCl + 0,05 M glycine ajustée à pH 2 
7,5 par NaOH 0,01 NI cette solution ayant donné de bons résultats chez diverses 

espèces de Penid%Ml et d1hpULgi.f?.tuh (ANNE et PEBERDY, 1975-1976 ; FERENCZY 

et coll., 1975b). Les mutants employés appartenaient chacun à une souche diffé- 

rente, à savoir : 

- pour la souche BrBv IV : 132 (leu') 
- pour la souche 1135 : 168 (ade'). 

Les résultats obtenus sont consignés dans 1.e tableau 19. 



Tableau 19 : d e n s i t é  d e s  suspens ions  i n i t i a l e s  avec ou sans  
t r a i t e m e n t  au PEG e t  nombre de  c lonesdéve loppés  s u r  MM pour 
e n v i r o n  5 x IO* p r o t o p l a s t e s .  

Nbre de  c l o n e s  s u r  
~ r a i k e m e n t  1 D e n s i t é s u r M C  MMpourenv iron  /Taux d e  s u r v i e  

5x1 O* p r o t o p l a s t e s  ----------------- ----------------- ------------------- ---------------- 
132 (leu') s a n s  
PEG 

3 x 106 

168 (ade') s a n s  
PEG 

Comme on peut le constater, une réduction importante de la viabili- 

té des protoplastes se produit en présence de PEG puisque seuls 1,8 % survivent 

au traitement. L'observation microscopique nous a montré que cette perte de via- 

bilité était due a l'éclatement des protoplastes dans la solutïon de PEG car 
de nombreux débris cytoplasmiques apparaissaient dans les préparations. Néan- 

moins, il était difficile de dire si cet éclatement provenait d'un effet lytique 

du PEG sur la membrane ou d'une pression osmotique insuffisante. Il reste cepen- 

dant qu'aucun produit de fusion n'est apparu pour 5 x 104 protoplastes étalés 

, sur MM alors que ANNE et PEBERDY (1976) obtiennent dans les mëmes conditions 

des fréquences de fusion d'environ 1 3 7 % pour des viabilités de l'ordre de 

10 %. 

2 ,2  x 106 

132 + 168 
sans PEG 

132 + 168 
a v e c  PEG 

A la suite de cette expérimentation, nous nous sommes demandé si 

la forte létalité que nous avons enregistrée, n'&tait pas la cause principale 

de notre échec. Puisque la concentration en PEG joue un rôle important dans 

le maintien ou non de la structure des protoplastes, nous avons envisage de 

faire l'étude d'une gamme de concentration de ce produit fusiogene. 

4 ,7  x 106 

8 , 5  x IO* O 1,8  % 



3 )  ETUDE DE DIFFERENTES CONCENTRATIONS EN PEG 

Ici, seule Ia concentration en PEG a varié, les concentrations en 

CaCl et glycine ainsi que le pH étant identiques 3 ceux de la première série. 2 
Ont été testées 6 concentrations en PEG : 20-30-40-45-50 4, le protocole ex- 

périmental demeurant inchangé ainsi que les mutants employés pour l'exséri- 

mentation. 

- Discussion : L'observation de la planche 26 nous montre qu'à une concentration 

de 35 4 la létalit8 est la moins forte puisque 10 % des protoplastes survivent. 

Cependant, nous n'obtenons pas les mëmes résultats que précédemment 

concernant la concentration 30 % puisqu'ici environ 6 % des protoplastes sont 

encore viables. 

Passé 40 %, la 16talité devient toutefois très importante et sous le microscope 

l'aspect des protoplastes est considérablement modifié, indiquant une trop 

forte pression osmotique. 

Planche 26 : Pourcentage de protoplastes survivants après action 
de d i f férentes  concentrations en PEG pendant 15 minutes. 



En dépit d'une viabilité meilleure, les résultats obtenus sur milieu minimum ont 

été les mêmes que précédemment, aucun clone prototrophe n'ayant été isolé. 

Dans ces conditions, plusieurs hypotheses pouvaient Btre émises. Tout d'abord, 

le choix des mutants étant arbitraire, on pourrait envisager que leur complé- 

mentation ne soit génétiquement pas possible et conduise 21 des produits de fu- 

sions non viables, dans ce cas l'utilisation d'autres souches mutantes devrait 

permettre l'isolement de clones prototrophes. Par ailleurs, l'état initial des 

protoplastes pouvait jouer un rdle sur leur aptitude a fusionner. Nous avions 
pu remarquer en effet que dans nos conditions dfexp8riences, de rares aggré- 

gats se formaient quelle que soit la concentration en PEG utilisée. Il était 

possible alors que leur maintien dans le complexe lytique pendant une certaine 

période, favorise leur aggrggation en augmentant les surfaces membranaires comme 

ont pu le montrer ANNE et PEEERDY (1975). Aussi avons-nous envisagé 

d'étudier ces deux paramètres. 

4) INFLUENCE DE LA CONSERVATION DES PROTOPLASTES SUR LEUR FUSION 

Au lieu de subir l'étape de fusion juste après leur isolement, 

les protoplastes ont été conservés 20 heures 3 +4"C dans le complexe lytique. 

Pour cette expérimentation, deux mutants de la souche 1135 ont été employés : 

les mutants 168 (ad@') et 78 (leu') pour lesquels nous savions qu'aucune barriè- 

re n'existait a leur complémentation puisque, par anastomoses naturelles, ils 

avaient engendré des hétérocaryons tout à fait viables. 

Afin de favoriser la fusion, nous'avons utilisé ici une solution 

de PEG a 35 % qui, d'après les premiers résultats semblait stabiliser le mieux 

les protoplastes en affectant le moins possible leur viabilité. 

- Discussion : La conservation des protoplastes dans le complexe lytique s'est 
traduite par une perte de viabilité d'environ 30 % mais aussi par une augmen- 

tation importante du volume cellulaire qui a permis d'observer, en présence 

de PEG, la formation de nombreux aggrégats. Le plus souvent, ils étaient cons 

titués de 5 a 10 protoplastes très turgescents malgré la concentration en PEG 

et fortement accolés les uns aux autres. Après dilution par du milieu minimum 

hypertonique et lavage dans NaCl 0,7 Ml pratiquement tous les aggrégats avaient 

disparu ne laissant qu'une population de protoplastes isolés. Nous n'avons pas 



remarqué cependant une augmentation de taille pour certains protoplastes consécu- 

tive à la fusion comme le signalent plusieurs auteurs, toutefois, comme l'indi- 

que le tableau 20, le nombre faible de clones prototrophes isolés après étale- 

ment sur milieu minimum, laisse penser que leur observation était difficile. 

Malgré tout, il est probable que les 3 clones isolés soient bien le produit de 

fusions de protoplastes et non d'anastomoses qui auraient pu se produire au 

cours de la régénération sur boites, car la suspension témoin, traitée dans les 

mêmes conditions, n'a donné naissance à aucun produit prototrophe. 

Tableau 20 : Dens i té  d e s  suspens ions  i n i t i a l e s  avec  ou sans  t r a i -  
tement au PEG e t  nombre de  c l o n e s  développés s u r  Hi pour env iron  
5 x 104 pro top las t e s .  

La conservation des protoplastes dans le complex lytique, semble donc favori- 

ser la formation d'aggrégats, étape primordiale dans la fusion, en augmentant 

les surfaces membranaires disponibles. La fréquence de fusion reste cependant 

très faible, 3/5 x lo4 = 0,006 %, bien que les mutants soient issus d'une 

unique souche et ne présentent aucune difficulté à se complémenter. Toutefois, 

ce premier résultat nous a encouragé à suivre la même méthodologie avec, cette 

fois-ci, des mutants issus des deux souches. 

Taux d e  s u r v i -  
v a n t s  en % 

100 % 

100 % 

100 % 

15 % 

1 
Tra i  t ement 

168 (ade') 
sans  PEG 

78 ( leu ' )  
sans  PEG 

168 + 78 
sans PEG 

168 + 78 
avec  PEG 

' 
Dens i té  s u r  MC 

8,5 105 

7 105 

2 x 106 

3 105 

Nbre d e  c l o n e s  s u r  
MM pour env i ron  
5x1 04 p r o t o p l a s t e s  

------------------..--------------------------------------.------------------ 

O 

O 

O 

3 



5) ESSAIS DE FUSION SUR DIFFERENTS CROISEMENTS 

Nous avons u t i l i s é  dans c e t t e  expérimentation à l a  f o i s  l e s  deux 

mutants précédents, s o i t  l e  168 (ade') e t  l e  78 (leu') provenant de l a  souche 1135 

a i n s i  que l e  mutant 381 (arq-) i s su  de la  souche B r B v  I V .  D e  cette façon, nous 

avons pu r é a l i s e r  l e s  t r o i s  croisements suivants : 

- 168 (ade') x 78 (leu') 

- 78 (leu') x 381 (ary-1 

- 381 (arg-)  x 168 (ade-)  . 

Les r é s u l t a t s  obtenus sont  consign&s dans l e  tableau 21. 

Tableau 21 : Densi té  des  suspensions i n i t i a l e s  avec  ou sans t r a i -  
tement au PEG e t  nombre de  c lones  développés s u r  MiYpour environ 
5 x 104 p r o t o p l a s t e s .  

Nous n'avons pu reproduire i c i  l e s  r é s u l t a t s  obtenus l o r s  de l a  

auparavant. En e f f e t ,  bien que r é a l i s é  dans des condit ions ident iques ,  

Trai tement 

168 + 78 
sans PEG 

168 + 78 
avec  PEG 

168 + 381 
sans PEG 

168 + 381 
avec PEG 

381 + 78 
sans PEG 

381 + 78 
avec PEG 

Nbre de c lones  sur  
MM pour environ 
5x1 o4 p r o t o p l a s t e s  

------------------.-------------------,-------------------..------------------ 

O 

O 

O 

O 

O 

O 

Densité s u r  CM 

6,3 x 10' 

7,6 x 104 

8 x 10' 

4 104 

7,6 x 10 5 

8 x lo4 

% de  surv i van t s  
après  PEG 

- 

12 % 

- 

5 % 

- 

10,5 % 



le croisement 168 (ade') x 78 (leu') n'a donné lieu à aucun produit de fusion. 

Les autres croisements n'ayant pas non plus engendré de clones prototrophes, il 

semble qu'une procédure plus efficace soit à rechercher. L'étude de différentes 

concentrations en PEG n'ayant pas donné de résultats satisfaisants, nous avons 

envisagé d'étudier l'influence du pH et de la concentration en ions ~ a + +  sur la 

fusion de notre matériel. 

6) INFLUENCE DU pH ET DES IONS ~ a + +  

La relation mise en évidence par ANNE et PEBERDY (1975) entre con- 

centration en ions ~ a + +  et pH nous a incité à étudier son effet dans nos con- 

ditions d'expérience. Les auteurs ayant obtenu des fréquences de fusion d'envi- 

ron 4 % avec une solution de PEG à 30 % contenant 0,6 M CaC12 et 0,05 M glycine 

ajusté pH 9, nous avons comparé cette solution à celle utilisge précédemment, 

à savoir PEG 35 % contenant 0,01 M CaC12 et 0,05 M glycine à pH 7,5. Toutefois, 

afin de ne pas faire intervenir un facteur supplémentaire, la concentration 

en PEG a été amenée pour les deux solutions à 35 %. Seuls les mutants 168 (aie-) 

et 78 (leu-) issus de la souche 1135, ont fait l'objet de cette étude. 

- Discussion : Comme le montre le tableau 22, l'augmentation simultanée du pH 
et de la concentration en CaC12, si elle entraîne une perte importante de via- 

bilité, n'a pas conduit à l'obtention de produits de fusion. Il en est de même 

avec la solution témoin qui nous avait paru efficace mais qui, à l'image de 

la série précédente, n'a donné aucun résultat. 

Devant un tel phénomène, plusieurs hypothèses restent possibles. Tout d'abord 

il se peut que nous n'ayons pas encore trouvé la solution de PEG qui convienne 

à la fusion de notre matériel. Toutefois, les données bibliographiques ne lais- 

sent pas supposer une influence primordiale de la concentration en PEG puisque 

la plupart des auteurs ont obtenu des produits de fusion pour de larges gammes 

de concentrations. Nous même, après avoir testé 6 concentrations de PEG, 

n'avons pas trouvé une efficacité plus grande de l'une ou l'autre. Il se peut 

alors que le pH et la concentration en Caf+ soient critiques. Cependant, là 

encore, des fusions se produisent dans des solutions où le PEG est le seul 

composant (ANNE et PEBERDY, 1975). 

Il est clair dans ces conditions, que d'autres paramètres doivent intervenir. 

On peut penser en particulier à des chocs mécaniques tels qu'une vitesse de 



-. 

centrifugation plus importante aprgs dilution du PEG qui permettrait d'augmenter 

la coalescence des protoplastes. La durée d'incubation et la température a la- 

quelle elle s'effectue peuvent également jouer un rôle puisque toutes deux affec- 

tent de façon importante la viabilité. 

Cependant, le temps nous a manqué pour envisager ces différents aspects du pro- 

blème. De plus, nous avons signalé au chapitre III que l'obtention des proto- 

plastes n'était pas encore optimisée de sorte que nous ne pouvions faire varier 

qu'un nombre restreint de conditions dans chaque série expérimentale. Les con- 

clusions que nous pouvons toutefois tirer de ces essais, sont d'une part que 

la régénération des protoplastes, après traitement du PEG, reste dans la limite 

de celles obtenues par d'autres chercheurs, soit environ 10 % de survivants, 

d'autre part que l'aggrégation des protoplastes est favorisée par leur maintien 

pendant 20 heures à 4OC dans le complexe lytique avant l'étape de fusion. A 

partir de ces donnees, une étude syst6matique pourrait être faite mais elle sera 

conditionnée par la quantité de protoplastes disponibles pour chaque expérimen- 

tation - 

Tableau 22 : Densité des suspensions initiales avec ou sans trai- 
tement au PEG et nombre de clones développés sur IW pour environ 
5 x 104 protoplastes. 

Trai t emen t 

168 + 78 
sans PEG 

5x1 o4 protoplastes 
% de survivants 



C O N C L U S I O N  

En dépit de voies de recherches différentes, nous n'avons pu ré- 

soudre le problème posé par l'établissement d'un stade hétérocaryotique, lors 

de confrontations impliquant des mutants issus de chacune des deux souches. Par 

voie de conséquence, l'étude que nous nous étions proposé n'a pu aboutir. Si 

l'on veut tirer des conclusions de cette approche génétique, une seule s'impose : 

la nécessité de poursuivre cette méthodologie malgré les difficultés rencontrées. 

Peu de travaux, en effet, font état de recombinaisons d'un caractère de produc- 

tion enzymatique entre souches de diverses origines. La raison principale de ce 

phénomène tient sans doute au fait que pour bon nombre d'espèces fongiques 

d'importance industrielle, la sexualité est soit altérée soit inexistante et, 

lorsqu'il est présent, le cycle parasexuel ne fonctionne pas toujours avec la 

même efficacité quelle que soit la souche étudiée. Lorsque seule l'anastomose 

est un facteur limitant à la recombinaison parasexuelle, la fusion de proto- 

plastes peut remplacer avantageusement les confrontations entre thalles mutants. 

Cependant, la mise au point de cette technique est délicate. Une solution pos- 

sible à ce problème est sans doute d'avoir à sa disposition une collection de 

souches plus importante afin de sélectionner celles qui, aisément, donnent nais- 

sance à des hétérocaryons. Toutefois, il n'est pas sûr alors que la différence 

d'activité a-amylase de ces souches soit suffisante pour observer avec certitude 

des individus recombinés pour ce caractères. 

Le choix du matériel de départ est donc pimordial si l'on veut 

obtenir de bons résultats et, vraisemblablement, nos exigences vis-à-vis des 

souches à utiliser le limitent. Cependant, il semble que ce soit là le seul 

problème réel. Certains essais réalisés en cultures agitées, à la fois sur 

des hétérocaryons, des diplofdes et des recombinés mutants de la souche 1135, 

nous ont montré que leur croissance et leur production d'a-amylase n'étaient 

pas altérées par leur état nucléaire, hormis les doubles mutants pour lesquels 

la présence de deux auxotrophies perturbe sensiblement la physiologie. 



La comparaison des taux de production d'a-amylase de produits re- 

combinés est donc tout Zi fait possible, si les problèmes rencontrés pour leur 

obtention sont résolus. Il est probable alors, qu'a l'aide des résultats obte- 

nus dans la partie physiologique, sur la biosynthèse d'a-amylase, une inter- 

prétation des recombinaisons génétiques de ce caractère puisse être faite- 



C O K C L U S I O P !  G E N E R A L E  

La mise au point d'un procédé de fermentation optimal, nécessite 

une connaissance approfondie de la physiologie du microorganisme utilisé et des 

mécanismes qui régissent la biosynthèse de l'enzyme désirée. Dans bien des cas 

cependant, certains de ces aspects demeurent mal connus et leur compréhension 

requière une étude détaillée. Le problème s ' étant posé pour 1 ' a-amylase d'hpm- 

C J ~ U  Ohi jZCie,  nous nous sommes vu confier par la Société RAPIDASE, l'étude 

des facteurs intervenant dans la biosynthèse et la régulation de cette enzyme. 

Confronté à ce problème et après lecture des travaux antérieurement réalisés, 

il nous a semblé qu'une meilleure compréhension pouvait venir de l'analyse com- 

parative de souches dont les taux de production étaient très éloignés. En effet, 

s'il était possible de rapporter à ces phénomènes particuliers leur différence 

d'activité a-amylase, leur étude permettrait non seulement une connaissance 

plus fine des mécanismes impliqués dans la biosynthèse, mais encore la possi- 

bilité d'agir sur eux afin de les orienter dans le sens d'une production accrue 

d'enzyme, remplaçant alors une sélection au hasard par une sélection plus 

dirigée. 

L'approche du problème a donc été double. D'une part nous avons 

voulu mettre en évidence les différences physiologiques des souches par l'analy- 

se de leur comportement en culture ; d'autre part, nous avons envisagé leur re- 

combinaison génétique afin de vérifier sur des clones recombinés les hypothèses 

que nous avons formulées. 



Les résultats obtenus lors des cultures agitées nous ont d'emblée 

montré l'existence de différences notables dans la physiologie des souches, con- 

cernant 3 la fois l'évolution de leur croissance, leur profil de pH et leur 

activité a-amylase quelles que soient les conditions culturales. Nous avons pu 

montrer en particulier qu'une relation stricte liait croissance et pH pour l'une 

des souches alors qu'on notait l'absence de corrélation entre ces deux paramè- 

tres pour l'autre. Cependant, ce système d'étude ne nous permettait pas de faire 

le lien entre les propriétés observées et le niveau de production de l'enzyme. 

Nous nous sommes tourné alors vers l'utilisation de protoplastes afin d'éliminer 

de l'expérimentation trois facteurs susceptibles d'intervenir : la paroi cellu- 

laire, la croissance et l'évolution du pH. 

Grâce 2I l'utilisation des protoplastes, nous avons pu montrer que 

la différence d'activité des souches résultait sans doute de leurs capacités 

plus ou moins grandes 2I transcrire de nouveaux ARN messagers d'a-amylase et que 

la paroi, bien que pouvant jouer un rôle dans la régulation, n'était pas 3 

l'origine de l'bcart de production enregistré. Cependant, nous ne connaissions 

pas les raisons pour lesquelles cette transcription de nova ~'ARN messagers 
demeurait faible pour la souche 1135. Nous avons entrepris alors d'étudier plus 

en détails la relation liant la nature du substrat carboné 21 la synthèse d'a-amy- 

lase. Ceci nous a permis d'émettre une hypothèse sur l'importance du métabolisme 

oxydatif dans cette biosynthèse et comparativement, de montrer que les taux de 

synthèse peu élevée de la souche 1135, pouvaient être liés à la dérépression de 

ses voies réductrices. 

Toutefois, il reste aujourd'hui 21 montrer par quels mécanismes 

le métabolisme oxydatif intervient dans l'induction proprement dite et cette 

étude peut revêtir plusieurs aspects. D'une part, il semble primordial de mettre 

en évidence les points du mGtabolisme pour lesquels les deux souches diffèrent. 

Ceci pourra être réalisé par l'analyse des acides organiques excrétés en culture 

par la souche 1135 et le dosage de certaines enzymes importantes des cycles 

oxydatif et réducteur. D'autre part, il nous paraît essentiel d'étudier un 

échantillonnage de souches plus conséquent afin de vérifier les hypothèses 

émises et de les généraliser. 

L'étude physiologique conduite à l'aide de protoplastes ouvre 

également une voie de recherche intéressante dans la mesure où l'influence de 

nombreux substrats carbonés et azotés sur la biosynthèse d'a-amylase peut être 

étudiée sur des microquantités et dans des conditions où la croissance et le 

pH ne peuvent jouer un rôle de facteurs limitants. 



La seconde partie de notre travail nous a posé de nombreux problèmes. 

Bien que des clones recombinés aient été obtenus à partir de mutants 

issus de la souche 1135, la réalisation du cycle parasexuel chez h p U L g a U  

okyzae est rendue complexe par le fait qu'aucune étape de ce cycle ne se produit 
spontanément. Par ailleurs, l'efficacité des anastomoses naturelles à induire 

l'hétérocaryose semble dépendre essentiellement des souches employées. A cet 

égard, l'étude de souches plus nombreuses devrait sans doute permettre la re- 

combinaison d'isolats d'origines différentes. Il. est possible toutefois que la 

mise au point d'une technique de fusion de protoplastes puisse conduire à la 

recombinaison de deux souches incapables de s'anastomoser par d'autres voies. 

Cependant, les résultats que nous avons obtenus montrent que seule une étude 

systématique peut y parvenir. Malgré les difficultés rencontrées, l'obtention 

de produits recombinés doit faire l'objet de recherches plus étendues, car 

à l'heure actuelle, aucune étude ne fait état des possibilités de recombinai- 

son du caractere "production d'a-amylase" chez AhpcYqrnU otryzae et tant au 
niveau fondamental que dans ses implications industrielles, une réponse est 

attendue. 
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