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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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- 
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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. 
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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 


























































































































































































































