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A V A B T  - P R O P O S  
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marnée, a d a n  m a i ,  dalln Le cadhe d 'wz 
compagnonnage. Ceta aigniaie une cetttdUze 
dome de JtiLan.,5minaian du a a v o h  pmzjaaion- 
neL dau &qu&e ae muent  &a&on G 
AMnavdan, .ta& c d a  d a ~ n  un a p n i ; t  de 
@o,W~&é. Je pense que pmonne ne peux 
bien .fhdv&a AU a h  d'une équipe A 'il 
ne s e  nenZ pacl entamé d l c u n M é .  J'ai eu 
La chance de vivire de c&e rnavU24e ct j ' a i  
g m d  p&.A.h à 4emmcia i c i  rna&a 
campagnann : 

A mon a r r i v é e  dans l e  l a b o r a t o i r e  d e  Monsieur BIGUET,  j e  
n ' a v a i s  aucune sympathie pour l e s  Champignons ; c ' e s t  Mademoiselle A N D R I E U  
qu i ,  par  son enthousiasme, a  s u  me f a m i l i a r i s e r  avec l a  mycologie e t  m'at-  
t a c h e r  à c e t t e  d i s c i p l i n e .  A u s s i ,  sans aucun respec t  pour l e  pro tocole ,  c ' e s t  
à e l l e  que va t o u t  d 'abord  ma reconnaissance.  

Messieurs BIGUET e t  LACOSTE ont d i r i g é  mon t r a v a i l  de 
recherche de manière t o u t  à f a i t  complémentaire : Monsieur BIGUET a  c a n a l i s é  
mon éne rg i e ,  d i r i g é  mes e f f o r t s  e t  permis que j e  m'aventure s u r  l a  voie de  
l a  t h é o r i e  des  ca t a s t rophes .  L 'évolut ion de ma pensée a  é t é  poss ib l e  grâce  à 
l 'ambiance s i  p a r t i c u l i è r e  q u ' i l  a  c réée  dans son l a b o r a t o i r e  d e  l ' U n i t é  42 
de l'INSERM. Monsieur LACOSTE m'a a p p r i s  à poser des  ques t ions  aux Champi- 
gnons, à conduire  l e s  expériences avec r igueur  e t  à ana lyse r  l e s  réponses 
obtenues ; i l  m'a enseigné l e s  exigences du t r a v a i l  expérimental  e t  il ne m'a 
pas abandonné lorsque j e  l u i  a i  p résenté  l ' i n t e r p r é t a t i o n  de mes r é s u l t a t s  
à l ' a i d e  d e  l a  t h é o r i e  des  ca t a s t rophes .  J ' a i  t o u j o u r s  t rouvé dans son labo-  
r a t o i r e  de Cryptogamie de l ' u n i v e r s i t é  des  Sciences e t  Techniques de L i l l e  
un a c c u e i l  chaleureux.  



J e  me s u i s  a d r e s s é  à Monsieur BRASSELET pour ana lyse r ,  
d i s c u t e r  e t  c r i t i q u e r  l e s  a s p e c t s  mathématiques de mon t r a v a i l .  Il ne s ' e s t  
pas contenté  de donner son a v i s ,  nous avons t r a v a i l l é  ensemble, e t  bien que 
r é c e n t e ,  no t re  r encon t r e  a  é t é  t r è s  f ruc tueuse  ; l ' i n t é r ê t  q u ' i l  p c r t e  aux 
f a i t s  biologiques l a i s s e  e n t r e v o i r  l a  pour su i t e  de n o t r e  c o l l a b o r a t i o n .  

Monsieur GOMA a  accepté  l u i  a u s s i  d ' ana lyse r  mon t r a v a i l  
e t  mes r é f l ex ions .  I l  l ' a  f a i t  avec beaucoup d ' a t t e n t i o n  e t  de minutie ; j e  
l u i  s u i s  reconnaissant  d ' a v o i r  i n t é r e s s é  à mes i d é e s  l e s  chercheurs  de son 
l a b o r a t o i r e  de 1'INSA à Toulouse. Les d i scuss ions  que nous avons eues ont  
f a i t  évoluer  mes concept ions.  

Monsieur MARIAT a  s u i v i  mes r é s u l t a t s  au f i l  des  réunions 
de l a  Soc ié t é  f r a n ç a i s e  de Mycologie Médicale ; s e s  encouragements m'ont 
a i d é  à poursuivre mon t r a v a i l  e t  sa  présence dans mon Jury me f a i t  un t r è s  
grand p l a i s i r .  

Monsieur VERNET s ' e s t  vu c o n f i e r  l a  t âche  d i f f i c i l e  de 
juger  c e t t e  Thèse dans  une s p é c i a l i t é  d i f f é r e n t e  de  l a  s ienne.  J e  l e  remercie  
de l ' e f f o r t  q u ' i l  accepte  de f a i r e  pour moi e t  s o u h a i t e  q u ' i l  t rouve  dans s a  
l e c t u r e  de  quoi r e t e n i r  son a t t e n t i o n .  

Cer ta ines  expériences ont  requis  l a  présence ininterrompue 
d'un chercheur pendant plus  d e  24 heures.  E l l e s  a u r a i e n t  é t é  i r r é a l i s a b l e s  
sans l a  co l l abo ra t ion  de  Madame WALBAUM. J ' a i  b é n é f i c i é  de ce t r a v a i l  en 
commun t o u t  au long d e  l ' é t u d e  expérimentale .  Par s e s  d i scuss ions  e t  l ' i n t é r ê t  
po r t é  à mes é lucubra t ions ,  z l l e  a  a idé  à l a  formulat ion de ma pensée. 

Je ne s a u r a i s  négl iger  l ' a i d e  technique  appor tée  par  Mada- 
me MORTUAIRE dans l a  mise en oeuvre des expér iences ,  n i  l e  t r a v a i l  de pré-  
s e n t a t i o n  e t  de dac ty lographie  r é a l i s é  avec so in  pa r  Madame LECOCQ.  

Il m'est impossible  de nommer t o u t e s  l e s  personnes q u i  
m'ont a i d é  ; nous ne sommes d ' a i l l e u r s  pas t ou jou r s  consc ien ts  des  s e r v i c e s  
que nous recevons ou que nous donnons. Que tous  ceux q u i  s e  s en ten t  concernés 
par  l ' é d i f i c a t i o n  de  c e t t e  Thèse, q u ' i l s  a i e n t  é t é  ou non c i t é s ,  s o i e n t  
a s s u r é s  de mon a m i t i é  e t  de ma reconnaissance.  
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I N T R O D U C T  

Les résultats expérimentaux qui sont le fondement de cette Thèse 

ont été obtenus à l'unité 42 de l'Institut National de la Santé Et de la 

Recherche Médicale (INSERM). Ceci permet de comprendre comment nous avons été 

amené 3 nous intéresser à Candi& dbicaIlA, Champignon pathogène de l'Homme, 

à ses changements de morphologie et plus particulièrement à la formation de 

ses chlamydospores. 

Pour diverses raisons, à partir de 1975, les activités mycologi- 

ques de l'Unité 42 ont dû être recentrées. La décision fut prise de ne 

plus étudier qu'un seul microorganisme, le Champignon levuriforme Candida 

dbicam . 

Peu de temps auparavant, la curiosité de certains avait été 

éveillée par une difficulté au cours du tournage du film didactique "Diagnos- 

tic biologique des Candidoses". Le scénario prévoyait une séquence montrant 

au ralenti la formation des chlamydospores de Candida d b i c a ~ .  Après plu- 

sieurs essais, la scène n'avait pu être réussie : les chlamydospores appa- 

raissaient toujours en dehors du cnamp filmé. Ce fut le point de départ des 

travaux d'ANDRIEU et Coll. (1, 2) sur ce phénombne de photoinhibition de la 

chlamydosporulation de C. dbicam. 



L'intérêt se trouvait donc focalisé sur cette chlamydospore et 

plusieurs projets d'étude furent envisagés. Mais il fallait en premier lieu 

preciser les conditions d'obtention de ces "fameuses" chlamydospores. En 

effet, on ne connaissait que des recettes empiriques et peu précises pour 

les obtenir. Il semblait, de plus, intéressant de pouvoir travailler en mi- 

lieu liquide, ne serait-ce que pour pouvoir récupérer facilement le Champi- 

gnon après culture. 

Les premiers résultats concernant la production des chlamydospores 

ont été obtenus facilement et rapidement, ce qui nous a encouragé à poursui- 

vre l'étude de ce phénomène. Le choix du sujet de notre Thèse en découlait. 

La suite de notre étude morphogénétique aurait pu être classique, mais un 

jour de 1977 nous sommes sorti des sentiers battus : nous venions de lire 

un article paru dans "la Recherche" à propos de la théorie des catastropheas 

(30). 

La théorie des catastrophes est le résultat des travaux du mathé- 

maticien THOM et veut être une théorie dynamique de la morphogénèse ( 1 1 2 ) .  

Nous sentons alors confusément que cette théorie pourra nourrir notre réfle- 

xion et sans doute nous aider à décrire le phénomène de chlamydosporulation. 

Les travaux de ZEEMAN (135) montrent des applications à des domaines très 

variés et font progresser notre pensée : la théorie des catastrophes vise 

à décrire des phénomènes dans lesquels des variations continues de certains 

paramètres externes produisent des variations soudaines d'une variable. Dans 

les cultures en fioles, l'un des paramètres externes est le temps, qui varie 

bien sûr de manière continue mais qui échappe à la volonté de l'expérimen- 

tateur. La théorie des catastrophes permet la description des changements de 

morphologie dans ces cultures ; les modèles ainsi obtenus sont qualitatifs. 

Afin d'obtenir des modèles quantitatifs, nous avons voulu contrôler tous les 

paramètres, ce qui signifie supprimer le paramètre temps. Les techniques de 

culture continue permettent de maintenir des équilibres (indépendants du 

temps). Là, il faut comprendre que nous décidions de changer de système ; 

noas voulions construire un "super-système" dans lequel le microorganisme 

et son environnement se placent sur un état d'équilibre. 

Nous avons obtenu assez facilementlet presque sar hasard, la 

transformation levure-mycélium en culture continue ; par contre il ne nous 

a pas été possible de maitriser, - malgré d'importants efforts, la culture 
- 



continue du pseudomycélium, n i  c e l l e  des  chlamydospores. Les d i f f i c u l t é s  que 

nous avons rencontrées témoignent de no t re  méconnaissance, même après  une 

étude physiologique c las s ique ,  des  s e u i l s  que doivent  f r anch i r  l e s  paramètres 

pour ob ten i r  l e  phénomène d é s i r é .  

Le p lan  de no t re  Thèse nous f e r a  d 'abord f a i r e  connaissance avec 

Ccuz&da ulbican~, s e s  d i £  f é r e n t e s  formes e t  l e u r s  changements, nous essa ie-  

rons ensu i t e  de montrer l e s  appor ts  d'une étude physiologique Zi l a  connais- 

sance du phénomène de chlamydosporulation. Enfin, nous ferons  par tager  nos 

r é f l ex ions  s u r  l a  t h é o r i e  des ca tas t rophes  appliquée a l a  morphogenèse de 

Ca~dida dbicann. 





1,  CANDIDA A L B  1 CANS 

QU'EST-CE QUE C'EST ? 

Candida dbicam, qu'est-ce que c'est ? La réponse à cette ques- 

tion sera une définition subjective, c'est a dire qui fera référence à son 

auteur (52). Ainsi pour un médecin, Candida dbicam est une levure pathogène ; 
pour un malade atteint de candidose, Candida dbicam est la cause de ses 

soucis, celui contre qui il lutte par des médicaments ; pour un responsable de 

laboratoire d'analyses médicales, c'est un microorganisme qu'il faut isoler 

et identifier le plus facilement et le plus rapidement possible ; c'est aussi, 

bien souvent maintenant, un germe dont il faut déterminer la sensibilité aux 

di£ férents agents antifongiques ; pour le systématicien, Candida dbicam est 

une espèce qu'il doit s'efforcer de classer ; pour nous qui présentons ce 

mémoire, C. dbicam est un microorganisme qui présente plusieurs morphologies 
différentes et qui nous a permis l'étude de phénomènes morphogénétiques. Nos 

résultats pourront, peut-êtrelaider le laboratoire d'analyses médicales dans sa 

tâche d'identification et par conséquent le médecin qui a demandé l'analysel 

et finalement le malade. 

Revenons sur certaines définitions : Candida dbicana, levure pa- 

thogène : l'adjectif "pathogène" indique l'intérêt du médecin tandis que le 

nom "levure" classe le germe, ce qui aura des conséquences sur le traitement. 

La pathogénicité de C. dbicana se manifeste de manière très va- 
riée : on connaTt des lésions des muqueuses comme le muguet buccal ou vaginal, 



des l é s i o n s  de l a  peau e t  des  phanères : i n t e r t r i g o ,  onyxis e t  perionyxis .  

Mais l e s  a f f e c t i o n s  à Candida peuvent ê t r e  p lus  profondes e t  l ' o n  connait  des 

candidoses des bronches, des poumons, du tube d i g e s t i f  e t  même des  candidoses 

généra l i sées  ( 7 3 ,  117) . 

Candida dbicans e s t  habituel lement un organisme saprophyte dans l e  

tube d i g e s t i f  de nombreux mammifères (Homme compris) e t  oiseaux. Il ne devient  

pathogène que dans des  circonstances p a r t i c u l i è r e s  ; parmi l e s  f a c t e u r s  favo- 

r i s a n t  l e s  candidoses on c i t e  l e  d iabè te ,  l a  grossesse,  c e r t a i n s  médicaments 

t e l s  l e s  an t ib io t iques ,  l e s  co r t i cos té ro+des ,  l e s  ant imi to t iques  e t  l e s  immu- 

nosuppresseurs. Les ca thé te r s  in t raveineux sont  a u s s i  l e  l i e u  de c u l t u r e  e t  

l a  por te  d ' en t rée  du germe responsable de nombreuses septicémies à Candida 

(des espèces a u t r e s  que C .  d b i c a a  peuvent ê t r e  incr iminées) .  

On i s o l e  rarement Candida d b i c a m  de l ' e a u ,  du s o l ,  des  p lan tes  

ou de l 'atmosphère. Quand on l e  t rouve,  il s ' a g i t  généralement d 'une conta- 

mination fécale  ( 4 7 ) .  

L'isolement à p a r t i r  des l é s i o n s  s e  f a i t  s u r  l e  c l a s s ique  mil ieu 

de Sabouraud addit ionné d ' an t ib io t iques  an t ibac té r i ens .  L ' i d e n t i f i c a t i o n  ra-  

pide de Candida d b i c a a  e s t  poss ib le  grâce  à deux t e s t s  : formation de tubes 

germinatifs  dans du sérum à 37OC en 3 heures e t  production de chlamydospores 

typiques en 24  à 48 heures à 28°C s u r  d i v e r s  milieux p lus  ou moins e f f i c a c e s  

( 3 ) .  Mais il ne faudra  pas nég l ige r  l ' i d e n t i f i c a t i o n  des a u t r e s  espèces de 

Candida, c a r  c e r t a i n e s  peuvent a u s s i  ê t r e  responsables de candidoses. 

Comment l e  systématicien c l a s s e - t - i l  Candida dbicana ? Le volu- 

mineux ouvrage de LODDER t r a i t e  de l a  c l a s s i f i c a t i o n  des  levures e t  nous s e r t  

de guide ( 58) . 

Tout d 'abord l e  mot "levure" recouvre un concept mal d é f i n i  e t  ne 

cons t i tue  pas un taxon.  Une levure e s t  un champignon q u i  s e  p résen te  sous une 

forme u n i c e l l u l a i r e  pendant une grande p a r t i e  de son cycle .  Ce terme s'oppose 

à "Champignon filamenteux" ; mais c e r t a i n s  Champignons filamenteux peuvent s e  

présenter  sous une forme u n i c e l l u l a i r e ,  on d i r a  une forme l evure ,  pendant une 

courte période de l e u r  cycle : c ' e s t  l e  c a s  des Taphrinales par  exemple. On 

peut a u s s i  induire en cul ture  une phase levure  chez des  Champignons filamen- 

teux q u i  n 'en présentent  pas habituel lement (chez c e r t a i n s  Mucorales par 

exemple) . 



Levure est donc un mot d'usage courant pour désigner soit un 

groupe hétérogène de Champignons, soit une certaine forme unicellulaire chez 

un Champignon. Les levures (dans les deux acceptions de ce terme), se repro- 

duisent asexuellement par bourgeonnement le plus souvent, ou par fission, 

c'est à dire par division binaire, quelquefois. 

Lorsqu'on connaît la reproduction sexuée d'une levure, on peut 

la classer et elle appartient soit aux Ascomycétes soit aux Basidiomycètes. 

Mais pour de très nombreuses levures on ignore la reproduction sexuée et on 

range, provisoirement, les espèces correspondantes parmi les Champignons 

imparfaits. C'est le cas de Candida d b i c a u .  cette fois, le concept de le- 

vure reprend toute son importance pour isoler ce groupe des autres Champignons 

imparfaits, et pour tenter sinon de les classer, du moins de les nommer. On 

utilisera pour cela des critères morphologiques (mode de bourgeonnement, for- 

me de la levure, présence ou absence de capsule, possibilité de former ou non 

du mycélium...), des critères de culture (formation d'une pellicule en milieu 

liquide ... ) et enfin des critères physiologiques (assimilation et fermentation 
des sucres.. .) . 

Candida dbicanb est donc une levure imparfaite ; on dit aussi le- 

vure anascosporée d'un terme assez mal choisi car certaines levures autrefois 

imparfaites donc anascosporées se sont révélées être des Basidiomycètes. Tant 

qu'une levure est imparfaite (ou plutôt que notre connaissance est imparfai- 

te) nous ne devrions pas employer le terme d'anascosporé, pas plus que celui 

d'abasidiosporé. 

En 1970, VAN DER WALT (118) décrit le cycle sexué de Candida al- 
bicanb qui serait, selon lui, un Basidiomycète : Sykincjobpuha d b i c a a .  Les 

chlamydospores caractéristiques de cette espèce seraient en fait des analo- 

gues de téliospores. Les conditions expérimentales de VAN DER WALT sont très 

confusément décrites et personne d'autre que lui, à notre connaissance, n'a 

obtenu la reproduction sexuée de Candida albicanb. 

Plusieurs auteurs présentent des arguments en faveur du rattache- 

ment de Candida dbicanb aux Ascomycètes : étude par hybridation d'acides nu- 

cléiques de C.  albicam et de levures ascomycètes ou basidiomycètes (93, 94, 

95) ; étude du pourcentage de cytosine et de guanine de l'ADN de nombreuses 

espèces (104) ; étude de la composition de la paroi (7, 8). 
- 



Cependant l a  connaissance e t  l a  ma î t r i se  des  condi t ions  de l a  

reproduction sexuée de Candida dbicana s e r a i e n t  t r è s  i n t é r e s s a n t e s  : e l l e s  

permet t ra ient ,  b ien  s û r ,  l a  c l a s s i f i c a t i o n  de l ' e spèce ,  mais a u s s i  des  études 

génétiques. Pour l ' h e u r e  on d i scu te  du degré de p l o i d i e  (74 ,  82, 91, 121, 122) 

e t  on e s t  r édu i t  3 une étude génétique parasexuel le  en u t i l i s a n t  l a  technique 

de fusion des p ro top las tes  (82, 91) .  

Après a v o i r  donné l e s  po in t s  de vue du médecin, du b i o l o g i s t e  en 

analyse médicale e t  du systématicien nous exposerons no t re  manière de regar-  

de r  Candida d b i ~ ~ m  3 t r a v e r s  s e s  d i f f é r e n t e s  morphologies. 

1 ' 2 ,  'MORPHOLOG-I  E S  E T  MORPHOGENESE 

Candida d b i c a m  se  présente sous quat re  a spec t s  : levure ,  pseu- 

domycélium, mycélium, chlamydospore. Nous décr i rons  d'abord ces a spec t s  puis  

l e s  d i f f é r e n t e s  t ransformations d'un aspec t  en un au t re .  

1.2.1. MORPHOLOGIES. 

-la levure : c ' e s t  l a  forme l a  p lus  faci lement obtenue en c u l t u r e .  C ' e s t  sous 

c e t t e  forme que l e  microbiologiste  l ' i s o l e  à p a r t i r  des prélèvements. On peut  

également l a  rencontrer  au cours de l'examen d i r e c t  d'un prélèvement. 

La levure  e s t  une c e l l u l e  globuleuse ou légèrement ovolde. Ses 

dimensions sont  (3 ,s -6 )  x (6-10) p selon LODDER (58) q u i  p réc i se  que c e r t a i -  

nes souches ont  des  levures p lus  p e t i t e s  ou p l u s  grandes. Lorsqu 'e l le  se  

t rouve dans des condi t ions  favorables e l l e  s e  mul t ip l i e  pa r  bourgeonnement 

( f i g u r e  1 ) .  Des pub l i ca t ions  récentes  (9 ,  103) analysent  l e  cycle de d iv i s ion  

c e l l u l a i r e  de l a  levure  Candida d b i c a m .  

En phase s t a t i o n n a i r e I l e s  c e l l u l e s  de C. a.tbicana se  présentent  

sans  bourgeon e t  son t  bloquées en un po in t  p r é c i s  du cycle  de d i v i s i o n  csL- 

l u l a i r e .  Lorsqu'on t r a n s f è r e  de t e l l e s  c e l l u l e s  dans des  condi t ions  favorables,  

e l l e s  émettent,  de façon synchrone, un bourgeon. Lorsque l e  bourgeon a a t t e i n t  

un volume c r i t i q u e ,  l e  noyau de l a  c e l l u l e  mère migre dans l ' i s thme  e n t r e  



cette cellule et le bourgeon puis il se divise. Cellule mère et bourgeon con- 

tiennent alors chacun un noyau et la cytocinèse se produit. La séparation . 

des cellules mère et fille est déterminée par un système de disjonction dans 

la paroi, formé d'un anneau de chitine. Cet appareil de disjonction laisse 

des cicatrices : de naissance sur la cellule fille et de bourgeonnement sur 

la cellule mère. Les cicatrices de bourgeonnement sont mises en évidence par 

coloration au calcofluor et observation en microscopie optique à fluorescence. 

De cette manière on peut savoir combien de fois une cellule a bourgeonné (106). 

On emploie le terme de "blastospore" pour désigner une cellule fil- 

le et par extension une levure. 

F i g u r e  1 : La fo rme  l e v u r e  d e  Candida dbicans ( c u l t u r e  d e  
24  h à 2e°C s u r  m i l i e u  d e  Sabouraud  g é l o s é l .  

- l e  pseudomycélium : on le trouve dans des cultures âgées sur milieu gélosé 

où il a tendance a s'enfoncer dans la gélose. On peut également l'obtenir sur 
des milieux spéciaux ; nous décrirons ces conditions plus loin. On peut encore 

l'observer dans les lésions ou les prélèvements à partir de celles-ci. 

Le pseudomycélium est nne structura filanenteuse formée par bour- 

geonnement successif de cellules allongées (58) .  On peut se représenter le 

pseudomycélium comme un ensemble de levures allongées pour lesquelles le 

système de disjonction ne fonctionne pas. Si on peut observer l'apex d'un 



filament en croissance, il est facile de voir le bourgeonnement. S'il est im- 

possible de voir ce bourgeonnement, on observera des constrictions caracté- 

ristiques entre chaque article et cela confirmera la nature pseudomycélienne 

du filament (figure 2 )  . 
Il existe des formes intermédiaires entre la levure et le pseudo- 

mycélium : il s'agit de grappes ou de chaines de cellules peu allongées, qui 

ressemblent donc à des levures, mais qui restent attachées les unes aux autres. 

Le pseudomycélium se ramifie généralement, par formation de bour- 

geons latéraux, le plus souvent dans la zone subapicale des articles (figure 2). 

Figure 2 : Le pseudomycéliurn de Candida d b h a n h  ( cu l t u r e  de 
24 heures à 28OC sur milieu "eau de r i z  glucosée"1. 

- l e  mycélium : cette forme se rencontre dans les tissus envahis par CanaXda 

dbieanh et il semble que ce soit la forme d'invasion des tissus (64). On 

peut l'obtenir en culture dans des milieux liquides ou gélosés. SHEPHERD et 

SULLIVAN (97) et nous-même ( 2 3 )  l'avons obtenu en culture continue dans des 

conditions différentes. 

Comme le mycélium des Champignons filamenteux, celui de Ca~aXda 

dbicand est formé de filaments qui s'allongent d'une manière continue (et 

non par bourgeonnement discontinu) ; le noyau se divise dans la zone 



subapicale ; des cloisons se forment secondairement pour limiter les arti- 

cles (83). A l'examen microscopique on n'observera pas de constriction au niveau 

des cloisons (figure 3). Comme le pseudomycélium, le mycélium peut être 

ramifié. 

F i g u r e  3 : Le mycélium d e  Candida db icnnA [ c u l t u r e  d e  24 h e u r e s  
à 3 7 O C  s u r  m i l i e u  "eau  d e  r i z  g l u c o s é e " 1 .  

- l a  ch larnydospore  : la production de chlamydospores est utilisée dans les 

laboratoires d'analyses médicales comme l'un des tests d'identification rapi- 

de de Candida d b i c a n a .  En effet, seulement trois espèces de Candida très 

voisines les unes des autres : C. d b i c a m ,  C. aXct.taAoidea et C .  .tiLopicaLb 

peuvent former des chlamydospores. Selon WINTER et FOLEY (123) et SAEZ et 

Coli. (89) C. d b i c a u  et C .  a X W o i d e . a  seraient synonymes. Chez C .  & ~ p i -  

C d h  , peu de souches forment des chlamydospores (1 20) . 
La chlamydospore de C.  db ica r in  est typiquement une production de 

thalles pseudomycéliens dans certaines conditions de culture. Nous sommes donc 

obligé de la décrire dans son contexte habituel et nous expliquerons ensuite 

pourquoi nous en faisons une forme de C .  d b i c a n A  au même titre que la levure, 

le pseudomycélium et le mycélium. 



Nous décrirons la formation des chlamydospores dans le milieu 

"eau de riz glucosée". L'eau de riz glucosée est obtenue en portant à ébulli- 

tion 10 g de crème de riz dans un litre d'eau déminéralisée, en recueillant 

le surnageant après centrifugation et en y ajoutant 0,25 g de glucose et en 

. complétant à un litre avec de l'eau. Pour obtenir des chlamydospores, il faut 

ensemencer ce milieu, réparti à raison de 10 ml par fiole de Legroux, avec 

une quantité appropriée de levures (104 levures/ml par exemple) et incuber 

a 28OC. Dans ces conditions, après 12 heures de culture, on obtient des thal- 

les pseudomycéliens ; on observe alors que l'extrémité des articles pseudo- 

mycéliens terminaux se renfle légèrement et son contenu devient granuleux. 

Une heure plus tard cette extrémité s'est séparée du reste de l'article par 

une cloison. La cellule ainsi isolée continue de grossir et devient alors la 

protochlamydospore ou organe ampulliforme. Une heure plus tard la protochla- 

mydospore a émis un bourgeon qui grossit et forme une cellule à contenu granu- 

leux dont la paroi s'épaissit fortement, la chlamydospore. On peut reconsti- 

tuer cette histoire à partir de l'observation de divers thalles d'une culture, 

le phénomène est relativement synchrone. On peut aussi essayer de suivre cette 

évolution sur un seul thalle en l'observant plusieurs fois de suite : pour 

cela nous avons déposé des gouttes de milieu gélosé contenant la suspension de 

levures sur des lames de microscope, nous avons recouvert ces gouttes d'une 

lamelle et commencé l'incubation en chambre humide. Mais la lumière est 

inhibitrice de la chlamydosporulation et l'examen répété des thalles sous le 

microscope n'a pas pu être mené jusqu'à l'observation de la chlamydospore. 

Nous avons essayé, sans succès, d'interposer un filtre rouge dans le dispo- 

sitif d'éclairage ou d'utiliser la lumière produite par un tube fluorescent 

rouge (Sylvania XL F40) . Notre échec s 'explique par le choix suivant : ou 
bien on a suffisamment de lumière pour pouvoir observer et dessiner et dans 

ce cas les chlamydospores sont remplacées par un filament produit par la 

protochlamydospore ; ou bien les chlamydospores sont produites mais l'éclai- 

rage est trop faible pour pouvoir dessiner à la chambre claire. Nous n'avons 

donc pu illustrer que les premières étapes à partir d'un même thalle 

(figure 4) . 
Nous ferons deux remarques sur ces cbservations r 

1) la protochPamydospore n'est pas produite par bourgeonnement, elle s'isole 
de l'article pseudornycélien qui la produit par une cloison, un peu à la 
manière du mycélium vrai ; 



F i g u r e  4 : Les p r e m i è r e s  é t a p e s  d e  l a  f o r m a t i o n  des  chlamydospo- 
r e s  chez Cavtd .kh  dbicanb ( s u r  m i l i e u  eau d e  r i z  g l u c o s é e  g é l o -  
s é e  à 28OC1.  

A : l ' e x t r é m i t é  d 'un a r t i c l e  pseudomycélien s e  r e n f l e  

B : l e  r e n f l e m e n t  s e  s é p a r e  du r e s t e  de  l ' a r t i c l e  p a r  une c l o i s o n  
e t  forme l ' o r g a n e  ampul l i fo rme  ou protochlamydospore  

C : émiss ion d e  bourgeons .  Le bourgeon b l  dev iendra  une chlamydo- 
s p o r e ,  l e  bourgeon b2 peut  en d e v e n i r  une.  

F i g u r e  5 : Grappes d e  chlamydospores o b t e n u e s  en c u l t u r e  
c o n t i n u e .  



2) sur notre dessin (figure 4) l'autre partie de cet article produit aussi un 
bourgeon ; on observe cela fréquemment, et ce bourgeon se transforme en 
chlamydospore lui aussi. 

Dans d'autres conditions de culture, nous avons obtenu et décrit 

(26) des chafnes de 4 ou 5 cellules à contenu dense qui ressemblent aux chla- 

mydospores, NOUS avons rapproché notre observation de celle de DAWSON (17) qui 

indique que Candida AX&LL&YX~W forme des chlamydospores en chaîne sur mi- 

lieu de Czapek-Dox. LODDER et KREGER VAN RIJ (59) montrent dans leur ouvrage 

de 1952 un dessin de telles chlamydospores produites sur milieu "pomme de 

terre-agar " . 
Enfin nous avons obtenu en culture continue des grappes de chla- 

mydospores (figure 5) et c'est la raison pour laquelle nous parlons d'une 

forme "chlamydospore " . 

1.2.2. MORPHOGENESE. 

Voici donc présenté Candida aXb&mn sous ses 4 aspects morpho- 

logiques possibles. Théoriquement, chaque forme pourrait être obtenue à par- 

tir de l'une quelconque des trois autres ce qui conduirait à 12 transforma- 

tions possibles. Certaines de ces transformations sont très faciles à obtenir, 

d'autres réclament un ajustement plus précis des conditions de culture. Nous 

n'avons pas observé la transformation levure en chlamydospore, et, à notre 

connaissance, personne ne l'a obtenue. La transformation réciproque (chlamy- 

dospore en levure) nous pose un problème d'interprétation. Il y a donc au 

moins 10 transformations morphologiques possibles chez Candida dbicana ; 

cette richesse nous semble intéressante a exploiter. Nous passerons ces trans- 
formations en revue, bien que notre travail concerne principalement la suite 

de transformation : de la levure au pseudomycélium, puis à la chlamydospore. 

- l a  t ransformation en levure ( f i g u r e  61 : le pseudomycélium bourgeonne facile- 

ment des levures lorsqu'il vieillit (dans l'eau de riz glucosée). Les levures 

apparaissent le plus souvent au niveau des noeuds du pseudomycélium, c'est à 

dire à la limite de deux articles. Dans un milieu liquide, on s'aperçoit du 

détachement de ces levures qui continuent à se multiplier par bourgeonnement. 

Le mycélium, obtenu par exemple dans un milieu synthétique à 

37OC, bourgeonne généralement des levures après 24 heures de culture. Assez 

souvent on peut voir les cicatrices de bourgeonnement sur le mycélium. 



F i g u r e  6 : La t r a n s f o r m a t i o n  e n  l e v u r e .  
A : p s e u d o m y c é l i u m  l e v u r e  ; B : m y c é l i u m + l e v u r e .  

- F i g u r e  7 : La t r a n s f o r m a t i o n  e n  pseudornycé l ium.  
A : l e v u r e  --, pseudornycél iurn ; B : m y c é l i u m  -+.pseudornycéliurn ; 

C : c h l a m y d o s p o r e  + p s e u d o r n y c é l i u m .  



Les chlamydospores de C. a tb icau  perdent  rapidement, en moins de 

24 heures,  l eu r  pouvoir de s e  développer (27, 49, 6 7 ) .  Lorsqu'on t r a n s f è r e  

des t h a l l e s  por t eu r s  de jeunes chlamydospores (âgées de quelques heures) dans 

du mi l ieu  de Sabouraud (glucose 20 g ,  néopeptone Difco 10 g ,  eau déminéra- 

l i s é e  1000 m l )  e t  que l ' o n  continue l ' i ncuba t ion  à 28OC, on observe l e  bour- 

geonnement des chlamydospores. Cel les-c i  produisent  une chaîne de grosses 

c e l l u l e s  en tonne le t  que nous ne pouvons pas c l a s s e r  dans l ' u n e  des 4 formes 

d é c r i t e s  précédemment. Nous n'avons jamais observé l a  production de v é r i t a b l e s  

levures  par  l e s  chlamydospores. 

-la transformation en pseudomycélium (figure 71 : l a  levure p rodu i t  du pseudo- 

mycélium dans l ' e a u  de r i z  glucosée 28OC, avons-nous d i t .  Dans ces condi- 

t i o n s ,  l a  levure émet un bourgeon a l longé q u i  ne se  detache pas  de l a  levure .  

Puis l ' a r t i c l e  pseudomycélien e t  l a  levure  bourgeonnent a nouveau, de manière 

à peu p rès  synchrone, e t  forment chacun un nouvel a r t i c l e  pseudomycélien. Le 

temps de générat ion e s t  d 'environ 2 heures. 

Le pseudomycélium appara î t  a u s s i  dans l e s  c u l t u r e s  levuriformes 

âgées su r  mil ieu de Sabouraud gélosé.  Nous avons mentionné que l e  mycélium 

obtenu en mil ieu synthét ique à 37OC bourgeonne des levures.  Dans ces mêmes 

c u l t u r e s  âgées on peut  observer l a  formation de pseudomycélium à p a r t i r  du 

mycélium. 

Les jeunes chlamydospores (âgées de quelques heures)  t r a n s f é r é e s  

dans c e r t a i n s  mil ieux neufs peuvent bourgeonner des a r t i c l e s  pseudomycéliens 

(JANSONS e t  NICKERSON ( 4 9 ) ) .  Nous avons observé l a  même transformation dans 

des c u l t u r e s  en mi l ieu  synthétique l i q u i d e ,  sans t r a n s f e r t .  

-la transformation en mycélium lfigure 81 : l a  t ransformation de l a  levure en 

mycélium e s t  u t i l i s é e  comme t e s t  d ' i d e n t i f i c a t i o n  rapide de Candida d b i c a a  

( t e s t  de b las t è se )  (63, 111). A c e t  e f f e t  on inocule l a  levure  dans du sérum 

(généralement du sérum de cheval)  e t  on incube à 37°C pendant 3 heures. La 

levure émet a l o r s  un tube germinatif q u i  s o r t  de l a  levure sans  former de 

cons t r i c t ion .  Ce tube germinatif e s t  flexueux. S i  Pa c u l t u r e  e s t  a g i t é e ,  l e s  

tubes germinatifs  s ' agg lu t inen t .  LOüRIA e t  Coll .  (61) ont  émis l 'hypothèse 

d'une substance agglut inante dans l e  sérum q u ' i l s  pensent même avoir  i s o l é e  

(102). Malheureusement d ' a u t r e s  au teurs  (65,  98) indiquent  que ce phénomène 



F i g u r e  8 : La t r a n s f o r m a t i o n  en  mycél ium ( f o r m a t i o n  d e  t u b e s  g e r -  
m i n a t i f s ) .  
A : ch lamydospore  + m y c é l i u m  ; 5 : l e v u r e  - t .mycél ium ( b l a s t è s e l  ; 
C : pseudomycélium-,mycélium ( l a  f l è c h e  m o n t r e  l ' a b s e n c e  d e  
c o n s t r i c t i o n .  

F i g u r e  9 : La t r a n s f o r m a t i o n  en ch l amydospore .  
A : mycélium - t c h l a m y d o s p o r e  ; 5 : pseudomycélium -ch l amydospore .  



d'agglutination se produit en milieu synthétique. Ce, serait donc une proprié- 

té des tubes germinatifs eux-mêmes. 

Quoi qu'il en soit, ces tubes germinatifs continuent leur crois- 

sance à la manière du mycélium. Nous montrons sur la figure 8 des tubes ger- 

minatifs obtenus en eau de riz glucosée à 37°C. 

De nombreux mycologues médicaux pensent que la transformation 

levure -mycélium est la première étape que franchit Candida albicand 

lorsqu'il devient pathogène. C'est une raison d'étude supplémentaire (la pre- 

mière étant le test d'identification). La littérature est très abondante sur 

ce sujet. 

Le pseudomycéliwn et la jeune chlamydospore transférés à 37°C dans 

un milieu approprié (eau de riz glucosée ou milieu pour culture cellulaire 

TC 199 par exemple) émettent eux aussi des tubes germinatifs et du mycélium 

( WALBAUM et DUJARDIN) ( 1 19) . 

- l a  t r a n s f o r m a t i o n  e n  c h l a m y d o s p o r e  ( f i g u r e  91 : c'est le deuxième test utili- 

sé pour l'identification rapide de Candida dbicavln : on pratique ce test en 

ensemençant des levures sur des milieux gélosés appropriés (il existe de très 

nombreuses recettes) ; dans les techniques classiques il est conseillé de re- 

couvrir l'inoculum d'une lamelle pour créer une semi-anaérobiose. Après 

24 heures d'incubation 2a°C, les levures ont formé du pseudomycélium qui, 

lui-même, a produit des chlamydospores. Nous n'avons jamais observé la pro- 

duction de chlamydospores, directement à partir de levures. 

Il est rare également d'obtenir des chlamydospores sur du mycélium 

vrai : nous avons cependant observé, dans un fermenteur, du mycélium accroché 

sur les parois et porteur de chlamydospores. 

I , 3 ,  NOTRE ATTITUDE FACE A CES FAITS 

Notre manière de regarder Candida dbicann et ses transformations 

morphologiques est fortement influencée par la lecture de "Modèles mathémati- 

ques de la morphogenèse" de THOM (112). Dans certains de ses écrits, THOM 

compare les activités de recherche à un jeu (au chapitre 17 de l'ouvrage - 



précédent par  exemple). Nous apprécions c e t t e  manière de v o i r ,  même s i  c e l a  

peut p a r a î t r e  dép la i san t  aux joueurs t r o p  sér ieux !. 

Le système que nous étudions peut  ê t r e  comparé à une "boî te  

noi re"  c ' e s t  à d i r e  une b o î t e  à paro i s  opaques ; on ne peut p a s  en connaître  

l e  contenu. Cependant c e t t e  b o î t e  e s t  munie de commandes d ' e n t r é e s  que l ' o n  

peut  manipuler e t  e l l e  répond pa r  une s o r t i e  que l ' o n  peut observer .  

Dans l e  système q u i  nous préoccupe, nous pouvons i d e n t i f i e r  dans 

un premier temps l e s  en t rées  avec l e s  condi t ions  de cu l tu re  e t  l e s  s o r t i e s  

avec l a  morphologie qu'adopte Candida dbicam en réponse à c e s  en t rées .  Le 

but  de l a  recherche e s t  de "dévoiler  l a  b o î t e  noi re"  c ' e s t  à d i r e  de compren- 

dre  comment e l l e  fonct ionne," le  s e u l  moyen de dévo i l e r  une b o î t e  no i re ,  c ' e s t  

de jouer avec" ( 11 2)  . 

Une première étape de l a  connaissance cons i s t e ra  donc, à l ' a i d e  

d ' e s s a i s  s u c c e s s i f s ,  à dresse r  un catalogue indiquant  l e s  e n t r é e s  essayées e t  

l e s  s o r t i e s  correspondantes. Il  e s t  poss ib le  d 'observer  p l u s i e u r s  s o r t i e s  

d i f f é r e n t e s  pour une même e n t r é e ,  ca r  généralement l ' h i s t o i r e  passée du systè-  

me i n t e r v i e n t  dans l a  va leur  de l a  s o r t i e .  

Un t e l  catalogue pourra ê t r e  t r è s  u t i l e  e t  pourra ê t r e  consulté  

par  ceux q u i  d é s i r e n t  ob ten i r  une c e r t a i n e  s o r t i e .  Ainsi ,  s i  nous revenons a 

Candida db icam,  on pourra sé lec t ionner  dans l e  catalogue des  condi t ions  fa-  

vorables à t e l l e  ou t e l l e  t ransformation.  

Mais c e  catalogue peut  ê t r e  al longé presque indéfiniment ; en e f -  

f e t  l e s  paramètres à l ' e n t r é e  sont  nombreux e t  on peut leur  f a i r e  prendre un 

grand nombre de valeurs .  Au l i e u  de rendre se rv ice ,  un t e l  catalogue t r o p  

long ne f a i t  p lus  qu 'embrouil ler  l e s  idées  e t  présente  souvent des condit ions 

apparemment con t rad ic to i res  : a i n s i  ODDS (73) a dressé  une l i s t e  des f ac teur s  

favor isant  l a  formation du mycélium de Candida d b i c a n h  en re l evan t  ce  qu i  

e s t  noté dans l a  l i t t é r a t u r e  ; on y trouve par  exemple p H  > 7,O selon 8 réfé-  

rences bibl iographiques e t  p H  < 7,O se lon  t r o i s  a u t r e s .  Cet te  cont radic t ion  

n ' e s t  qu 'apparente,  c a r  l e s  auteurs  n 'on t  pas t r a v a i l l é  dans l e s  mêmes con- 

d i t i o n s .  I l  e s t  souvent d i f f i c i l e  de dégager des r è g l e s  généra les  après  ce 

type d 'é tude .  



I l  s e r a  donc nécessa i re  de s e  consacrer  à une tâche d ' i n t e r p r é t a -  

t i o n  q u i  essayera de savoir  comment l a  b o î t e  n o i r e  fonctionne. Une méthode 

t r è s  souvent u t i l i s é e  e s t  l a  méthode réduc t ionn i s t e ,  analy t ique  : " e l l e  con- 

s i s t e  à casser  l a  b o î t e  noi re  pour v o i r  ce q u ' i l  y a dedans". Bien souvent 

c e t t e  méthode procure d ' a u t r e s  b o î t e s  no i res ,  des sous-systèmes e t  l ' o n  re-  

commence à dresse r  de nouveaux catalogues ; il f a u t  de p l u s  d é c r i r e ,  s i  c e l a  

e s t  poss ib le ,  l e s  i n t e r a c t i o n s  en t re  l e s  sous-syst&mes obtenus. Très souvent 

c e t t e  méthode ne renseigne pas s u r  l e  fonctionnement du système i n i t i a l .  

Une a u t r e  voie cons i s t e  à f a i r e  d e s  hypothèses su r  l e  système e t  

à f a i r e  appel  à une t h é o r i e .  Nous exposerons c e t t e  démarche appliquée à l a  

morphogenèse de Candida dbicavln dans no t re  t ro is ième chap i t r e .  Auparavant 

nous présenterons l e  catalogue des condi t ions  de l a  chlamydosporulation. Il 

s ' a g i t  d 'une étude physiologique c lass ique  d 'un  phénomene peu é t u d i é  jusqu 'a lors .  



I I  , ETUDE PHYSIOLOGIQUE DE LA CHLAMYDOSPORULATION 
DE CANDIDA ALBICANS 

I I , ~  INTRODUCTION 

2.1.1. BREVE REWE BIBLIOGRAPHIQUE. 

Comme le fait remarquer ODDS (73), peu de travaux ont été consa- 

crés à la formation des chlamydospores de ca~didcl dbicUYl4 si on prend comme 

référence la masse des publications relatives à la transformation levure - 
mycélium du même microorganisme. 

La plupart des recherches consacrées à la chlamydosporulation chez 

C .  dbicann ont eu pour objectif la détermination rapide de l'espèce et les 

auteurs se sont intéressés tout naturellement à la fréquence d'apparition du 

phénomène : ils déterminent le pourcentage de souches produisant des chlamy- 

dospores dans un délai fixé d'avance (généralement 24 ou 48 heures). Ils sont 

amenés ainsi à comparer différents milieux (15, 28, 34, 80, 128 par exemple) ; 

d'autres auteurs, comme HAYES (46),complètent cette notion de fréquence en 

tenant compte de l'abondance de la production. De rares travaux, plus physio- 

logiques, ceux de l'école de NICKERSON (49, 71, 72) ou ceux de FE0 (31, 321, 

ne retiennent que cette notion d'abondance. 



De nombreux travaux o n t  é t é  consacrés à l a  formulation d'un mi l i eu  

de c u l t u r e  e f f i cace .  Un grand nombre de mil ieux n a t u r e l s  a  é t é  proposé : l e s  

p l u s  u t i l i s é s  contiennent  de l a  f a r i n e  de m a ï s  (10, 39, 8 0 ) ,  un e x t r a i t  de 

pomme de t e r r e  e t  de c a r o t t e  (76, 77) ou des  e x t r a i t s  de r i z  ou de crème de  

r i z  (108, 109, 110).  

Cer ta ins  auteurs  on t  proposé des  mil ieux au sérum humain (291, au 

blanc d'oeuf (12) ,  ou à l ' e x t r a i t  de t e r r e  ( 5 ) .  Le l a i t  de vache d i l u é  cons- 

t i t u e  un excel lent  mi l ieu  se lon  FE0 e t  DE PACHECO (32) .  

Selon REID e t  C o l l .  (85) l ' u t i l i s a t i o n  de l a  zéine à l a  p lace  de 

l a  f a r i n e  de maïs e n t i è r e  augmente l a  production des  chlamydospores. 

De nombreux auteurs  complètent l e u r  mi l ieu  avec un agent  tens io-  

a c t i f  : tween 80, b i l e  de boeuf ou taurochola te  de sodium (4 ,  6 ,  34, 40, 77, 

86, 110).  

NICKERSON e t  MANKOWSKI (71) ont  proposé un mil ieu semi-synthétique 

qui  e s t  commercialisé e t  souvent u t i l i s é .  

Il  e x i s t e  également des formules de mil ieux synthét iques (66, 

100, 124) e t  M c  CLARY (62) s igna le  l a  formation de chlamydospores de C. d e b i -  

Caju s u r  l e  milieu de c u l t u r e  synthét ique q u ' i l  a é tud ié .  

Le mi l ieu  gélosé propose par  MEINHOF e t  Col l .  (66) con t i en t  du 

c h o l e s t é r o l ,  du tween 80 e t  de l 'a-méthyl glucoside.  Ce sont  des cons t i tuan t s  

peu communs dans l e s  milieux de c u l t u r e  pour Champignons. Cer ta ins  auteurs  

se  s o n t  en e f f e t  tournés v e r s  l a  recherche des  substances qui  indu i ra ien t  p l u s  

ou moins spécifiquement l a  formation des chlamydospores de C. albicam. Les 

agents  t ens io -ac t i f s  sont  généralement considérés se lon ce  po in t  de .vue .  

STRIPPOLI e t  SIMONETTI (107) on t  obtenu des chlamydospores dans une simple 

s o l u t i o n  de N-acétyl-D-glucosamine. Dans c e t t e  même so lu t ion  i l s  obtiennent  

des tubes  germinatifs  après  2 heures d ' incubat ion  à 37OC pu i s  des chlamy- 

dospores apr&s 48 heures à 26°C. Ils en concluent,hâtivement selon nous, que 

l a  N-acétyl-D-glucosamine e s t  l a  substance c l é  du dimorphisme e t  des  var ia-  

t i o n s  morphologiques de Canciida d b i c a ~ n .  GUNASEKARAN e t  HUGHES ( 4 3 ,  44) 

proposent un mil ieu contenant du "chitosan" (glucosamino-glucane N déacéty lé)  . 
- 

La température d ' incubat ion  des c u l t u r e s  s e  s i t u e  généralement en- 

t r e  25OC e t  30°C (531 e t  BAKERSPIGEL (6)  ne r é u s s i t  pas à produire l e s  chlamy- 

dospores à 37OC en reprenant  l e s  condit ions indiquées par  ASCHNER ( 4 ) .  



SUKROONGREUNG (108) a étudié l'influence du pH sur la chlamydo- 

sporulation, sur un milieu au riz. Selon lui, les pH compris entre 2,Z et 

11,9 sont favorables avec un optimum pour les pH compris entre Q,6 et 8,O. 

Il est généralement conseillé, sur milieu gélosé, de recouvrir 

l'inoculum à l'aide d'une lamelle (54, 114) ou d'ensemencer en profondeur dans 

la gélose (108) ; une "semi-anaérobiose" serait favorable à la chlamydo- 

sporulation. 

Un autre facteur, la densité d'ensemencement (17, 49, 1141, a été 

signalé, mais il est généralement négligé dans les laboratoires d'analyses 

médicales. GRIFFITHS (41) omet d'en parler dans sa revue. Nous montrerons ul- 

térieurement quelselon nous, ce facteur est très important. 

Pour terminer cette courte revue bibliographique, rappelons que 

la lumière inhibe la formation des chlamydospores (1, 2). SALTARELLI et 

COPPOLA (90) n'observent pas cet effet, mais ils ont utilisé pour leur étude 

des énergies lumineuses faibles, très inférieures A celles indiquées par 

ANDRIEU et Coll. (1). 

Partant de ces connaissances, nous nous sommes engagé dans notre 

étude de la chlamydosporulation avec les principes suivants : 

2.1.2. NOTRE BUT, NOS PRINCIPES. 

Notre but était de trouver les conditions favorables à la produc- 

tion des chlamydospores de Candida dbkw~-c l ,  les conditions dans lesquelles 

on obtient une grande quantité de chlamydospores. C'est donc la notion d'abon- 

dance et non de fréquence que nous avons retenue. Par conséquent, nous avons 

décidé de n'utiliser qu'une seule souche de C .  c d b i c a ~  et pour plus de sé- 

curité nous avons réalisé un isolement à partir d'une seule levure. La souche 

nous a été fournie par le Centre Hospitalier Universitaire de Lille où elle 

portait le numéro de référence 6311. Elle provient d'un liquide d'hémodialyse 

et a été isolée le 31 Août 1976. Parmi les clones que nous avons préparés, 

immédiatement après l'isolement, nous avons retenu le clone 5. Ce clone a été 

conservé sur milieu de Sabouraud, repiqué périodiquement. A chaque repiquage 

il est cultivé durant 24 heures à 37OC puis conservé à la température du la- 

boratoire. Il a été nécessaire trois ou quatre fois de procéder à de nouveaux 



isolements mono-levure-car le clone d'origine perdait certains de ses carac- 

tères morphologiques d'origine (devenait "rough" ou produisait moins de 

. chlamydospores) . 

Pour apprécier l'abondance de la production de chlamydospores, nous 

avons utilisé un indice de chlamydosporulation : un tel indice a ét6 proposé 

par ANDRIEU et Coll. (1, 2 ) .  Nous en donnons la définition suivante : c'est 

le nombre moyen de chlamydospores produites par un thalle pseudomycélien issu 

d'une levure ensemencée. Un thalle est une entité spatiotemporelle naturelle 

puisqu'il correspond au développement, dans des conditions que l'on peut bien 

préciser, d'une seule cellule. La moyenne du nombre de chlamydospores est 

effectuée à partir de 30 mesures ; nous avons vérifié à plusieurs reprises que 

l'on obtient autant de thalles pseudomycéliens que de levures ensemencées. 

Pour montrer la valeur de cet indice de chlamydosporulation voici les risul- 

tats de 15 déterminations obtenues ZI partir de 15 fioles ensemencées le même 

jour dans des conditions identiques : la figure 10 indique pour chaque fiole 

la moyenne des 30 mesures (l'indice de chlamydosporulation) + l'écart-type. - 
Pour chaque fiole, on remarque une assez grande dispersion autour de la moyen- 

ne. Nous verrons ultérieurement que les chlamydospores apparaissent de manière 

à peu près synchrone sur les thalles qui se sont développés de manière non 

synchrone, donc sur des thalles plus ou moins grands. Les grands thalles por- 

tent davantage de chl~mydospores que les petits. 

Par contre si nous faisons la moyenne des indices de chlamydosporu- 

lation, nous trouvons 6,67 chlamydospores/thalle et un écart-type de 0,49 

chlamydospores/thalle. La dispersion autour de la moyenne est faible et la me- 

sure de l'indice de chlamydosporulation, telle que nous la faisons, permet 

d'apprécier valablement l'abondance de la production de chlamydospores. 



Figure 10 : L'indice de chlamydosporulation ( I . C . 1  : c ' e s t  l e  
nombre moyen de chlamydospores produites par u n  t ha l l e  i s s u  d'une 
levure ensemencée. La f igure  présente l a  détermination des I . C .  
dans 1 5  f i o l e s  ensemencées dans l e s  mêmes conditions 10 = I.C. ; 

l e  t r a i t  représente + l ' éca r t - type .  LIS l ignes  ve r t i c a l e s  repré- 
sentent  l a  moyenne des I . C .  - + l ' é c a r t - t y p e ) .  - . " 

En ce qui concerne les milieux de culture, nous avons décidé qu'ils 

seraient"ordinaires" c'est à dire semblables aux milieux mycologiques habituels, 

dépourvus de substances exceptionnelles comme le tween 80 ou la N-acétyl-D- 

glucosamine. L'origine de cette décision est la remarque que les chlamydospo- 

res de &m%iU dbicafia sont toujours produites par du pseudomycélium (ou du 

mycélium) mais jamais directement par une levure et nous avons émis l'hypo- 

thèse que, à partir des levures ensemencées, une première phase de croissance 

pseudomycélienne était indispensable, et que l'induction consécutive de 

chlamydospores dépendait non de l'apport dans le milieu de culture d'une subs- 

tance particulière, mais du judicieux équilibre de ses composants banals : 

sources de carbone et d'azote, sels minéraux, vitamines éventuellement. 

Nous avons également décidé de travailler en milieu liquide pour 

deux raisons : tout d'abord pour permettre la récolte des thalles et faciliter 



a i n s i  ce r t a ines  é tudes ,  e n s u i t e  pour é v i t e r  l ' a p p o r t  d ' impuretés par  l ' a g a r  

lorsque nous aborderions l ' é t u d e  de mil ieux synthét iques s e u l s  capables de 

répondre 3 nos in te r roga t ions .  

La ques t ion  s ' e s t  ensu i t e  posée de s a v o i r  comment r é a l i s e r  en 

milieu l iqu ide  c e t t e  semi-anaérobiose q u i ,  selon l a  l i t t é r a t u r e ,  e s t  t r è s  favo- 

r i s a n t e  sinon indispensable.  Nous avons rapidement r é so lu  c e t t e  d i f f i c u l t é  

en cons ta tan t  dans nos premiers e s s a i s  que c e t t e  condi t ion  d'anaérobiose 

n ' é t a i t  pas  indispensable. Par conséquent,  nous ferons  nos cu l tu res  en f i o l e s  

sans condi t ions  p a r t i c u l i è r e s  ; l e  problème méri te  cependant une étude que nous 

décr i rons  p lus  t a r d .  

Nous avons enf in  décidé d ' incuber  nos c u l t u r e s  à 28OC, température 

habituellement u t i l i s é e  dans l e s  l abora to i res  d 'analyses  médicales pour l a  

production de ces chlamydospores e t  q u i  nous a donné s a t i s f a c t i o n  l o r s  des '  

premiers e s s a i s .  

Selon nous, il f a l l a i t  commencer c e t t e  étude physiologique par  

c e l l e  du mil ieu de cu l tu re .  

1 1 , 2  ETUDE DU M I L I E U  D E  CULTURE 

2 . 2 . 1 .  APPROCHE EN MILIEU DE CULTURE NATUREL. 

Selon l e s  pr inc ipes  énoncés p l u s  haut ,  pour d é f i n i r  l a  composition 

d 'un  mi l i eu  synthét ique permettant une abondante chlamydosporulation, il f a u t  

t rouver l ' é q u i l i b r e  de ses  cons t i tuan t s .  Cependant, n 'ayant  aucune information 

de dépar t  s u r  l a  na ture  d'un t e l  é q u i l i b r e ,  nous avons c h o i s i  un mil ieu de 

cu l tu re  n a t u r e l  favorable que nous avons progressivement e n r i c h i  à l ' a i d e  de 

composés chimiques connus jusqu'à rompre l ' é q u i l i b r e  i n i t i a l ,  Notre choix 

d 'un  mi l i eu  nature l  a  é t é  guidé p a r  l ' expér ience  personnel le  de S. ANDRIEU 

q u i  u t i l i s e  avec s a t i s f a c t i o n  l e  riz-agar-~ween (R.A.T.) se lon  l a  fornul€  

de TASCHDJIAN (110 ) .  Nous avons supprimé de l a  formule l ' a g a r  e t  l e  tween con- 

formément & nos p r inc ipes  ; l e  mi l ieu  de base c h o i s i  devenait  donc l a  simple 

décoction de crème de r i z .  



' 2.2.1.11 i n f luence  de l a  concent ra t ion  de glucose e t  de l a  d e n s i t é  d'ensemen- 

cement : l e  premier composé que nous avons u t i l i s é  pour déséqu i l ib re r  not re  

mi l ieu  de base e s t  l e  glucose, q u i  e s t  indiqué par  presque t o u s  l e s  auteurs  

comme un i n h i b i t e u r  de l a  production des chlamydospores, même à f a i b l e  concen- 

t r a t i o n .  Dès nos premiers e s s a i s ,  nous avons remarqué que l a  dens i t é  d'ense- 

mencement e s t  un fac teur  important e t  l e s  premieres expériences ont  é t é  réa- 

l i s é e s  avec d i f f é r e n t e s  dens i t é s  d'ensemencement. 

Nous avons publ ié  l e s  r é s u l t a t s  pré l iminai res  su ivan t s  (18) : 

.p récul tures  : l e s  levures  servant  d'inoculum pour l e s  milieux ----------- 
de sporula t ion  sont  obtenues par  c u l t u r e  dans un mi l ieu  synthét ique l iqu ide  

dont l a  composition e s t  l a  suivante : KH PO : 1 ,5  g;MgS04,7H20 : 0,5 g ; 
2 4 

CaCl ,2H20 : 0,15 g ;ZnS04,7H20 : 0,020g ;CuS04,5H20 : 0,010 g ;MnS04, 
2 

H20 : 0,015 g ;  Glucose : 20 g ;  Sérine : 11,2 g ;Thiamine :100pg;Biot ine  : 

5 ~g ; eau d i s t i l l é e  : 1000 m l .  Deux c u l t u r e s  successives son t  e f fec tuées  dans 

des tubes de 18 x 180 mm contenant environ 10 m l  de mi l ieu  ; c e s  c u l t u r e s  sont  

conduites à 28OC à l ' o b s c u r i t é  e t  durent  72 heures pour l a  première, 48 heures 

pour l a  seconde. 

.milieux de sporula t ion  : nous avons u t i l i s é  de l ' e a u  de r i z  pré- 
--------a------------- 

parée de l a  manière suivante : 10 g de crème de r i z  sont  m i s  en suspension 

dans 1000 m l  d 'eau  déminéralisée f r o i d e  ; l e  t o u t  e s t  por t é  à é b u l l i t i o n  qui  

e s t  maintenue durant  30 secondes. La décoction e s t  f i l t r é e  s u r  coton, pu i s  

cent r i fugée  à 2500 g durant 20 minutes. Le surnageant e s t  complété à 1000 m l  

avec de l ' e a u  déminéralisée : nous l ' appe l l e rons  "eau de r i z " .  

Les milieux de sporula t ion  contenant d i f f é r e n t e s  quan t i t é s  de glucose sont  

r é a l i s é s  en a jou tan t  8 g de glucose pur à 900 m l  d 'eau de r i z ,  ce q u i  donnera 

après ensemencement une concentrat ion de 8 g / l .  Une s é r i e  de d i l u t i o n s  au 1/2 

dans de l ' e a u  de r i z  permet d ' o b t e n i r  l e s  concentrat ions f i n a l e s  en glucose 

de 4 ,  2,  1,  e t c . . .  g / l .  La concentrat ion en glucose de l ' e a u  de r i z  elle-même 

e s t  f a i b l e ,  i n f é r i e u r e  à 0 , l  g / l  e t  a é t é  négligée pour l ' express ion  des ré-  

s u l t a t s .  

Les milieux de sporula t ion  sont  r é p a r t i s ,  après s t é r i l i s a t i o n  à l ' au toc lave  

(llO°C, 20 minutes) ,& ra ison de 9 ml / f io le  de Legroux. 

.préparat ion de l ' inoculum : l e s  tubes de p récu l tu re  sont  a g i t é s  

e t  l a  suspension de levures e s t  cent r i fugée  à 2200 g pendant 15 minutes. Le 

c u l o t  e s t  remis en suspension dans de l ' e a u  déminéralisée e t  cen t r i fugé  à 



nouveau ; c e t t e  opéra t ion  de lavage e s t  r épé tée  3 f o i s  de s u i t e .  Le d e r n i e r  

c u l o t  e s t  remis en suspension dans de l ' e a u  de r i z .  Avec c e t t e  de rn iè re  sus- 

pension, on r é a l i s e  une s é r i e  de d i l u t i o n s  où l e s  levures  sont  3 une concen- 

t r a t i o n  10 f o i s  supérieure à l a  concentrat ion f i n a l e  des  milieux de sporula t ion .  

.ensemencement : l e s  f i o l e s  de Legroux contenant d é j à  9 m l  de m i -  

l i e u  de sporula t ion  reçoivent  chacun 1 m l  de l ' inoculum approprié,  a f i n  d'ob- 

t e n i r  l e s  concentrat ions de glucose e t  l e s  d e n s i t é s  d'ensemencement indiquées 

dans l e  tableau de r é s u l t a t s .  Les c u l t u r e s  sont  a l o r s  p lacées  a 28"C, à l ' obs -  

c u r i t é  pendant 24 heures. Après ce d é l a i ,  l e s  f i o l e s  sont  léggrement a g i t é e s  

e t  on prélève dans chacune d ' e l l e s  une gout te  q u i  e s t  é t a l é e  e n t r e  lame e t  

lamelle.  On détermine a l o r s  au microscope l ' i n d i c e  de chlamydosporulation. 

. r é s u l t a t s  : les r é s u l t a t s  sont  indiqués dans l e  tableau 1, sur  

l eque l  nous avons t r a c é ,  pour en f a c i l i t e r  l a  l e c t u r e ,  des  l ignes  d ' éga le  

sporula t ion .  Nous remarquons a i n s i  que l e s  r é s u l t a t s  s ' o rgan i sen t  en auréoles  

concentriques e t  q u ' i l  e x i s t e  une concentrat ion de glucose e t  une dens i t é  

d'ensemencement optimales ; dans l e s  condi t ions  d 'expérience que nous avons 

c h o i s i e s ,  ces optimums son t  respectivement de 0,25 g / l  e t  de 1000 levures  

pa r  m l .  

Ce t t e  publ ica t ion  a v a i t  pour bu t ,  principalement,  de montrer q u ' i l  é t a i t  pos- 

s i b l e  de r é a l i s e r  une étude physiologique de l a  chlamydosporulation de candida 

d b i c a a  en mil ieu l iqu ide  en u t i l i s a n t  un c r i t è r e  q u a n t i t a t i f  : l ' i n d i c e  de 

ch1 amydosporulation. 

Lorsque nous avons poursuivi  notre t r a v a i l  en déséqu i l ib ran t  l ' e a u  de r i z  avec 

d ' a u t r e s  substances, nous avons modifié not re  système de p récu l tu re  comme 

s u i t  (25) : 

Nous avons remplacé l e  mi l ieu  de c u l t u r e  synthét ique par  du mi l ieu  de Sabou- 

raud (glucose 20 g / l ,  peptone 10 g / l )  l iqu ide  e t  nous avons e f fec tué  2 cul -  

t u r e s  successives de 24 heures à 37OC dans des  f lacons  de 8 cm de diamètre 

i n t é r i e u r  contenant 50 m l  de milieu e t  inoculés à l ' a i d e  de  5 x lo5  levures .  

Les c u l t u r e s  é t a i e n t  r é a l i s é e s  dans un bain-marie où e l l e s  é t a i e n t  a g i t é e s  

(1 mouvement par  seconde).  

Les a u t r e s  condit ions n ' o n t  pas é t é  modifiées. Ce simple changement des  con- 

d i t i o n s  de précul ture  dérange l ' o rgan i sa t ion  du tableau de r é s u l t a t s  ( t a -  

b leau  2 ) .  On o b t i e n t  encore une r é p a r t i t i o n  en auréoles  autour d 'un optimum, 



Tableau 1 : Indices de chlamydosporulation de Candida dbkCaicari6 après 24 heures 
de culture dans de l'eau de riz glucosée additionnée de différentes quantités 
de glucose en fonction de la densité d'ensemencement. 

- . - - - - .- - -3 Densité d'ensemencement ( X I  0 1 evures/ml ) 
0,49 1,O 2,O 4,O 7,8 16 31 62 120 

Tableau 2 : Indices de chlamydosporulation de Candida cdbxcanb après 24 heures de 
culture dans de l'eau de riz additionnée de différentes quantités de glucose en 
fonction de la densité d'ensemencement. 

3 Densi té d'ensemencement (XI 0 levures/ml ) 
0,49 1,O 2,O 4,O 7,8 16 31 62 120 



mais c e t  optimum s ' e s t  déplacé, de p l u s  l e s  auréoles  s e  son t  déformées, é t i -  

r é e s  : l ' i n f luence  de l a  dens i t é  d'ensemencement devient  p l u s  importante que 

c e l l e  de l a  concentrat ion de glucose. Avec l e s  dens i t é s  d 'ensemencement supé- 

r i e u r e s  ou égales à 1 o5 levures/ml , aucune chlamydospore n ' e s t  observée. 

Nous n'avons retenu de ces  tableaux que l e s  grandes tendances du " r e l i e f " .  

Dans l e  d é t a i l ,  c e l u i - c i  e s t  p l u s  tourmenté, en p a r t i c u l i e r  une sec t ion  l e  long 

de l a  colonne correspondant à l a  d e n s i t é  d'ensemencement de 490 levures/ml, 

dans l e  tableau 2 ,  ne montre pas un unique maximum. La r é p é t i t i o n  des  expérien- 

ces  ( tableaux 6 e t  7 p lus  l o i n )  confirmera l 'ensemble des observations à 

savoir  une organisa t ion  générale autour d 'un optimum, e t  des  v a r i a t i o n s  dans 

l e s  d é t a i l s  su r tou t  lorsqu'on s ' é lo igne  de  l'optimum. A n o t r e  a v i s  c e s  ré- 

s u l t a t s  doivent nous i n c i t e r  a explorer  l ' e space  des  condi t ions  i n i t i a l e s  de 

c u l t u r e  par  plans s u c c e s s i f s  p l u t ô t  que d '  é t u d i e r  1 ' in£  luence d 'un s e u l  f  ac- 

t e u r  à l a  f o i s .  

Nous reviendrons dans l e  paragraphe 2.2.1.6 sur l ' e f f e t  des condi t ions  de pré- 

c u l t u r e s  ; pour l ' i n s t a n t  donnons quelques conclusions p rov i so i res  s u r  l ' i n -  

fluence du glucose e t  de l a  dens i t é  d'ensemencement. 

Les tableaux 1 e t  2 montrent que l a  concentra t ion  de glucose i n i t i a l e  dans l e  

mi l ieu  permet une p l u s  ou moins grande production de chlamydospores ap rès  

24 heures de cu l tu re  ; c e t  e f f e t  e s t  p l u s  important dans l e  tableau 1. La ré-  

p é t i t i o n  des  expériences (vo i r  tableaux 6 e t  7)  nous a montré l a  r é a l i t é  de 

c e t t e  d i f férence  e t  confirme l ' i n f l u e n c e  des  condi t ions  de p récu l tu re .  

Les d i f f é r e n t s  f a c t e u r s  qu i  in terv iennent  dans l e  phénomène morphogénétique 

sont  dépendants l e s  uns des a u t r e s  e t  l e s  conclusions que nous pouvons t i r e r  

sont  toujours  a s s o r t i e s  de l a  r e s t r i c t i o n  "dans nos condit ions expérimentales". 

C ' e s t  une l imi ta t ion  importante que l e s  au teurs  de revues négligent  t r è s  

fréquemment e t  qu i  les amène à c i t e r  des f a i t s  apparemment con t rad ic to i res .  

Rares sont  ceux q u i  e s s a i e n t  de trouver l a  cause de ces  con t rad ic t ions .  La 

tâche e s t  d ' a i l l e u r s  souvent d i f f i c i l e ,  c a r  t r o p  de p e t i t e s  d i f f é rences  ex i s -  

t e n t  e n t r e  l e s  expériences des uns e t  des a u t r e s ,  

Nous pouvons d i r e  que l a  concentrat ion de glucose du mil ieu i n t e r v i e n t  dans l a  

production des chlamydospores de C. &~LCGM.~I ,  mais des concentrat ions r e l a t i -  

vement importantes (8  g / l )  ne son t  pas i n h i b i t r i c e s  "dans c e r t a i n e s  condi t ions"  

( tableau 2 ,  dens i té  d 'ensemencement 7,8 x 1 o3 levures/ml par  exemple) . S i  on 

compare no t re  r é s u l t a t  à c e l u i  de WOLIN e t  Co l l .  (124) qui  t rouvent  que 1 g 



de glucose par litre est complètement inhibiteur de la formation des chlamydo- 

spores, on notera une contradiction. Nous avons réussi "dans d'autres condi- 

tions" que nous décrirons plus loin, l'obtention de chlamydospores en présence 

de 100 g de glucose par litre. 

L'influence de la densité d'ensemencement est également manifeste. Nous en re- 

parlerons très souvent, en relation avec l'interdépendance des facteurs. Il 

nous semble étonnant que peu d'auteurs aient signalé cette importance (17) 

49, 114). Mais il faut remarquer que la plupart des travaux sont réalisés en 

milieu gélosé où la densité d'ensemencement intervient peut-être différemment 

à cause de la diffusion des substances dans le gel, mais surtout parce que 

ces milieux sont généralement ensemencés de maniere non homogène, en stries. 

Certains observateurs (qui ne sont pas d'accord entre eux) remarquent que les 

chlamydospores apparaissent dans le milieu de la strie ou au contraire sur 

les bords de celle-ci (6, 4). On peut considérer que le bord d'une strie cor- 

respond à une densité cellulaire moindre que son milieu, car il est en contact 

avec une partie non ensemencée. 

Dans notre publication (25), nous avons'écrit ". .. nous émettons l'hypothèse 
que le fléchissement de l'indice de chlamydosporulation concomitant de la 

densité de l'inoculum s'explique par un épuisement trop rapide du milieu de 

culture. Nous avons remarqué, en effet, que le thalle issu de chaque levure 

est d'autant moins développé que le nombre de levures ensemencées a été plus 

grand. Cette faible croissance de microcolonies ne permet pas la formation de 

multiples chlamydospores ; cela se traduit, sur les courbes indiquant le nombre 

de chlamydospores par unité de volume en fonction de la densité d'ensemence- 
3 ment, par une inflexion correspondant à 7 , 8  x 10 blastospores/ml". 

Ces courbes sont reproduites ici dans la figure Il. Notons que le nombre de 

chlamydospores/ml est obtenu en multipliant l'indice de chlamydosporulation 

par la densité d'ensemencement et non par une détermination directe. Dans le 

texte cité, nous avions employé le 'mot "blastospore" ; nous avons préféré 

utiliser dans ce mémoire le mot "levure". 

Le texte ci-dessus est une tentative d'explication du plateau des courbes de la 

figure 11. Notons que ce plateau s'interrompt brutalement à la densité d'en- 

semencement 5 x 105 levures/ml (non visible sur la figure). Nous constatons 

simplement dans ce texte que si les indices de chlamydosporulation diminuent 

lorsque les densités d 'ensemencement augmentent au-dela de 7.8 x 1 o3 levures/ml , 
le nombre de chlamydospores/ml est constant. Nous établissons une relation 



hypothétique entre ce fait et l'épuisement du milieu de culture. Mais nous 
3 ne donnons aucune explication pour ce point situé 3 l'abscisse 7,8'x 10 le- 

vures/ml. Pourquoi n'observe-t-on pas un plateau depuis les plus faibles den- 

sités d'ensemencement ? Nous examinerons de nouveau ces courbes et en donne- 

rons une description dans le cadre de la théorie des catastrophes (para- 

graphe 3.2.2.1). 

Figure 11 : Nombre de  chlamydospores produi tes  par  u n i t é  de 
volume en fonc t ion  de l a  d e n s i t é  d'ensemencement chez C .  d b ~ c u n ? 5  
après  24 heures de c u l t u r e  dans de l ' e a u  de r i z  addi t ionnée  de 
glucose. 



2.2.1.21 in f luence  de l a  concent ra t ion  de glucose e t  d e  (NH 12SO& la suite 

de cette étude (influence de,(NH4)2S04, KH2P04, biotine, autres sels minéraux) 

a été réalisée avec des précultures en milieu de Sabouraud liquide comme ci- 
4 

dessus. La densité d'ensemencement est de 10 levures/ml. 

Le tableau 3 montre l'influence combinée de la concentration de 

glucose et de (NH ) SO ajoutés à l'eau de riz. Les concentrations de (NH ) 
4 2  4 4 2 

SO ont été traduites en concentration d'azote. D'après ces résultats, des 
4 

chlamydospores sont produites si l'un au moins des deux composés ajoutés s'y 

trouve ZJ une faible concentration. L'association d'une concentration relati- 

vement forte de glucose et d'azote (par exemple 1 g/l et 50 mg/l, respecti- 

vement) inhibe la chlamydosporulation et favorise au contraire la croissance : 

dans ce cas.nous avons observé un développement important de pseudomycélium, 

des chaines de protochlamydospores ainsi que des levures. Il nous avait semblé, 

à l'époque où ce travail a été réalisé, que la production des chlamydospores 

était liée à une certaine limitation de la croissance : on pouvait ajouter 

à l'eau de riz une forte concentration de glucose car l'azote restait limitant 

ou inversement ajouter une forte concentration d'azote car le carbone restait 

limitant. La production des chlamydospores était le but de notre travail ; la 

production de chaînes de protochlamydospores représentait un échec de la culture. 

Nous pensons maintenant différernent : à un certain moment de la culture, il 

se produit un changement morphologique ; la multiplication des cellules ne 

se fait plus sous forme d'articles pseudomycéliens mais sous forme de ce que 

nous appelons ici des protochlamydospores. Si cette transformation a lieu et 

que la croissance s'arrête alors, la dernière de ces cellules devient une 

chlamydospore. La différence entre une protochlamydospore dans une chaîne et 

une chlamydospore est que cette dernière a une paroi plus épaisse et qu'elle 

ne bourgeonne plus. Ce qui nous apparaît important maintenant c'est moins la 

chlamydospore que le changement morphologique, et ce changement n'est pas 

obligatoirement lié à la fin de la croissance. 



Tab leau  3 : I n d i c e s  d e  c h l a r n y d o s p o r u l a t i o n  d e  Candida d b i c a m  
a p r è s  24 h e u r e s  d e  c u l t u r e  d a n s  d e  l ' e a u  d e  r i z  a d d i t i o n n é e  d e  
d i f f é r e n t e s  q u a n t i t é s  d e  g l u c o s e  e t  d ' a z o t e  ( s o u s  f o r m e  d e  
[NH4I2SO41. 

Azote a j o u t é  (rng/l) 
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2.2.1.31 i n f l u e n c e  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  d e  g l u c o s e  e t  d e  K H 2 P 0 4 ~  l e t a b l e a u  4 

montre que l e s  concentrat ions optimales son t  de 0 , s  g de glucose par  l i t r e  e t  

de 0 , s  g de KH PO pa r  l i t r e .  
2 4 

2.2 .1 .41  i n f l u e n c e  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  d e  g l u c o s e  e t  d e  b i o t i n e  : l ' a d d i t i o n  

de b i o t i n e  dans l ' e a u  de r i z  glucosée,  3 q ü e l l e  concentra t ion  que ce s o i t ,  

,diminue l ' i n d i c e  de chlamydosporulation ( t ab leau  5 ) .  Cependant, l e s  concentra- 

t i o n s  de 10 e t  même 20 bg/l ne son t  pas complètement i n h i b i t r i c e s  e t  il e s t  

impossible de savoir ,  pa r  des expériences en présence d 'eau  de r i z ,  s i  l a  
' b i o t i n e  e s t  nécessa i re  à f a i b l e  concentrat ion pour l a  production des chlamy- 

dospores de C .  d b i c a m .  Nous avons remarqué que des lep de crème de r i z  

provenant de d i f f é r e n t s  f ab r i can t s  ne sont  pas tous  a u s s i  favorables  à l a  



T a b l e a u  4 : I n d i c e s  d e  c h l a m y d o s p o r u l a t i o n  d e  Candida dbhcam a p r è s  24 h e u r e s  
d e  c u l t u r e  d a n s  d e  l ' e a u  d e  r i z  a d d i t i o n n é e  d e  d i f f é r e n t e s  q u a n t i t é s  d e  g l u -  
c o s e  e t  d e  KH2P0+. 

KH2P04 ajouté  ( g / l )  
O 0,12 0,25 0 , 5  1 2 

T a b l e a u  5 : I n d i c e s  d e  c h l a m y d o s p o r u l a t i o n  d e  Candida dbkann a p r è s  24 h e u r e s  
d e  c u l t u r e  d a n s  d e  l ' e a u  d e  r i z  a d d i t i o n n é e  d e  d i f f é r e n t e s  q u a n t i t é s  d e  g l u -  
c o s e  e t  d e  b i o t i n e .  

B i o t i n e  ajoutée ( ~ g / 1 )  
O 0 , 6  1,2 2 ,5  5 10 20 
I 1 1 ' 1  I l I 



production des chlamydospores ; l ' a d d i t i o n  d 'un mélange de thiamine (100 wg/l) 

e t  de b i o t i n e  (5  fig/l) augmente légèrement l e s  ind ices  de chlamydosporulation 

dans l e  mi l ieu  l e  moins favorable e t  au c o n t r a i r e  r é d u i t  l e s  indices  dans l e  

mei l leur  mi l ieu .  11 e s t  probable q u ' i l  e x i s t e  une concentra t ion  optimale de 

b io t ine .  La croissance de CanaXda dbicans en absence de c e t t e  vitamine e s t  

d ' a i l l e u r s  t r è s  f a i b l e .  Selon YAMAGUCHI (126) l a  b i o t i n e  a un e f f e t  s u r  l a  

morphologie de C .  ulbicana : des  concentrat ions de  0 , l  ou 10 pg/l  induisent ,  

selon l u i ,  respectivement l a  phase mycélienne ou l a  phase levure  dans l e  mil ieu 

synthét ique q u ' i l  préconise.  

2.2.1.51 in f luence  de  MgSO,, CaCl FeC12, CuSO,. ZnSO, MgS04, CaC12, 
2'- 

CuSO e t  ZnSO ont  é t é  a jou tés  séparément dans l ' e a u  de r i z  addit ionnée de  
4 4 

0,s g / l  de glucose. La f igure  12  indique les indices  de chlamydosporulation 

en fonction des concentrat ions de  s e l s  minéraux a jou tés .  

Figure 12  : Indices  d e  chlamydosporulation ( i . c . 1  d e  Candida aXbi-  
canA ap rès  24 heures de  c u l t u r e  dans de l ' e a u  de r i z  + 0 , 5  g  de 
g lucose / l  en fonc t ion  des q u a n t i t é s  de s e l s  minéraux a j o u t é s .  



CuSO a un e f f e t  i n h i b i t e u r  t r è s  important ; pour l e s  concentra- 
4 

t i o n s  supérieures à 2 mg/l de CuSO 5H 0 ,  même l a  cro issance  e s t  inhibée.  Il 4' 2 
en va t o u t  autrement dans les milieux de c u l t u r e  p lus  concentrés en glucose 

e t  en azote où des concentrat ions 5 f o i s  p lus  importantes de CuSO n'empêchent 
4 

pas  l a  cro issance .  

ZnSO e t  FeCl diminuent auss i  l a  production des chlamydospores 
4 2 

mais c e s  s e l s  sont  t o l é r é s  a des concentrat ions p lus  f o r t e s  que 'CUSO Les 
4 ' 

concentrat ions de MgSO e t  CaCl peuvent ê t r e  re la t ivement  importantes e t  ne 
4 2 

pas  diminuer l ' i n d i c e  de  chlamydosporulation. L 'addi t ion  de ces sels dans l ' e a u  

de r i z  n'augmente cependant pas notablement l e  nombre de chlamydospores pro- 

d u i t e s ,  sans qu'on pu i s se  en conclure q u ' i l s  ne s e r a i e n t  pas indispensables 

dans un mil ieu de c u l t u r e  synthét ique.  

2 . 2 . 1 . 6 )  i n f l u e n c e  d e s  c o n d i t i o n s  d e  p r é c u l t u r e  : nous avons évoqué c a t t e  in-  

f luence à propos des  tableaux 1 e t  2 .  Nous avons cons ta té  que l e s  d i f f é rences  

observées sont  reproduct ib les .  Les tableaux 6 e t  7 sont  équivalents  des  t a -  

bleaux 1 e t  2 respectivement : lorsque l a  p récu l tu re  e s t  e f fec tuée  dans du 

mi l ieu  de Sabouraud a g i t é  à 37OC, l ' i n f l u e n c e  de l a  concentrat ion de glucose 

dans l ' e a u  de r i z  a moins d'importance que lorsque l a  précul ture  s e  f a i t  dans 

un mil ieu synthét ique s t a b l e  à 28OC. 

Il y a beaucoup de d i f fé rences  e n t r e  l e s  deux types de p récu l tu re  : 

nature  du mi l ieu ,  a g i t a t i o n  ou non, température. La comparaison des tableaux 6 

à 11 semble indiquer que l a  d i f férence  observée in i t i a l ement  ( tableaux 1 e t  2) 

e s t  due principalement à l ' a g i t a t i o n  ou non du mi l ieu  (b ien  que nous n'ayons 

p a s  é tud ié  l e s  milieux a g i t é s  à 28OC). Une p récu l tu re  en mi l ieu  a g i t é  diminue 

l ' importance de l a  concentrat ion du glucose dans l e  mi l ieu  où l ' o n  p rodu i t  

l e s  chlamydospores. Le tableau 12 indique l e s  ind ices  de chlamydosporulation 

lorsque l a  précul ture  e s t  e f fec tuée  dans du mi l i eu  de Sabouraud à 37OC dans 

des  tubes de Hal l ,  en anaérobiose. On o b t i e n t  un diagramme semblable à c e l u i  

obtenu avec l e s  p récu l tu res  non ag i t ées .  On peut  penser que l e s  d i f f é rences  

observées e n t r e s  l e s  tableaux 1 e t  2 sont  dues Zi une p récu l tu re  en aérobiose 

ou en anaérobiose : en e f f e t  l e s  c u l t u r e s  non a g i t é e s  sont  e f fec tuées  dans des  

tubes à e s s a i  de 18 x 180 mm contenant 10 m l  de mi l ieu  incubés vert icalement.  

Les levures s e  déposent e t  se  développent dans l e  fond des tubes dans des con- 

d i t i o n s  d'anaérobiose ; l e s  c u l t u r e s  a g i t é e s  sont  e f fec tuées  dans des  f lacons  

de grand diamètre (8  cm), contenant 50 m l  de mi l i eu ,  e l l e s  sont  brassées  par  

l ' a g i t a t i o n  ; l e s  levures  se  développent en aérobiose.  



Tab leau  6 : M i l i e u  s y n t h é t i q u e ,  
c u l t u r e  s t a b l e ,  28OC. 

ûensfte d'ensenencenent (x103 levilns/ml) 
0.49 1.0 2.0 4.0 7.8 16 31 62 120 

Tab leau  1 0  : M i l i e u  d e  Sabouraud ,  
c u l t u r e  s t a b l e ,  28OC. 

Ocnslt4 d'ensemencement (xlo3 levuns/ml) 
0.49 1,0 2.0 4.0 7.8 16 31 62 120 

T a b l e a u  7  : M i l i e u  d e  Sabouraud ,  
c u l t u r e  a g i t é e ,  37OC. 

Tab leau  11 : M i l i e u  s y n t h é t i q u e ,  
c u l t u r e  a g i t é e ,  37OC. 

Oensite d'ensemencement (x1g3 ~evures:ml) 
0.49 1.0 2.0 4.0 7.8 16 31 62 120 



Tableau 8 : Milieu de Sabouraud, 
c u l t u r e  s t a b l e ,  3 7 O C .  

Tableau 9 : Milieu syn thé t ique ,  
c u l t u r e  s t a b l e ,  3 7 O C .  

Tableaux 6 à 1 2  : Inf luence  des  cond i t i ons  de 
o r é c u l t u r e  . 
Dans chaque tab leau  : i nd i ces  de chlamydospo- 
r u l a t i o n  de Candida db i cam a p r è s  24 heures  de 
c u l t u r e  dans de l ' e a u  de r i z  addi t ionnée  de  d i f -  
f é r e n t e s  q u a n t i t é s  de glucose en fonc t ion  de l a  

Tableau 12  : Milieu de Sabouraud, densité 'ensemencement* 
c u l t u r e  en tube  de Hall ,  37OC.  Au-dessus de chaque tab leau  : cond i t i ons  de pré-  

c u l t u r e s .  
milieux : Sabouraud ou synthé t ique  l i q u i d e s .  
c u l t u r e  s t a b l e  en tubes  18 x 180 mm ou a g i t é  
en f lacon  de 8  cm de diamètre i n t é r i e u r  ou en 
tube  de Hal l .  
températures : 28 ou 3 7 O C .  



2.2.1.71 c o n c l u s i o n  : nos r é s u l t a t s  permettent d ' a f f i rmer  que l ' a p p o r t  dans l e  

mi l ieu  de cu l tu re  de substances complexes ou inhab i tue l l e s  t e l l e s  que tween, 

b i l e ,  N-acétyl-D-glucosamine, ou "chitosan" n ' e s t  nullement indispensable à 

l a  chlamydosporulation de Candida d e b i ~ M 6 .  Par con t re ,  l a  d e n s i t é  d'ensemen- 

cement nous p a r a î t  ë t r e  un f a c t e u r  t r è s  important a r e spec te r  b ien  q u ' i l  s o i t  

t r è s  souvent négligé. L ' e s sa i  su ivant  a  é t é  r é a l i s é  s u r  un mi l i eu  gélosé cou- 

ramment u t i l i s é  dans l e s  l a b o r a t o i r e s  d  'analyses médicales, l e  riz-agar-tween 

(R.A.T.) (21 ) .  Nous espérons a i n s i  a t t i r e r  l ' a t t e n t i o n  su r  l ' importance du 

f a c t e u r  "ensemencement" e t  f a c i l i t e r  l e  t r a v a i l  d ' i d e n t i f i c a t i o n  de C. d b i -  

UM6. 

Les c u l t u r e s  sont  e f fec tuées  dans des b o î t e s  de P é t r i  de 8  cm de 

diamètre i n t é r i e u r .  Ces b o î t e s  s o n t  remplies de mi l ieu  RAT de manière à obte- 

n i r  une couche de miJieu de c u l t u r e  de 2,5,  5 e t  10 mm ( s o i t  12,5,  25 e t  

50 m l  de mi l ieu  par  b o î t e ) .  Les b o î t e s  son t  ensemencées à l ' a i d e  de 1  m l  de 
5  6  7  suspension contenant 10 , 10 ou 10 levures  provenant d 'une c u l t u r e  de 

24 heures à 37OC s u r  mil ieu de.Sabouraud gélosé du clone 6311.5 de Can~Cfa 

d b i c a m .  Les bo î t e s  son t  incubées à 28OC à l ' o b s c u r i t é  e t  observées 24 heures 

p l u s  t a r d .  

On détermine a l o r s  l e  nombre de chlamydospores par  un i t é  de surfa-  

ce .  Pour ce f a i r e ,  l a  b o î t e  e s t  observée au f a i b l e  grossissement du microscope 

muni d'une chambre c l a i r e .  Ce d i s p o s i t i f  permet l ' obse rva t ion  simultanée de l a  

c u l t u r e  e t  d 'un quadr i l lage  dé l imi tan t  des  c a r r é s  de 0 , l  mm de cô té  su r  c e t t e  

cu l tu re .  On compte l e s  chlamydospores su r  2 5  ( 5  x 5) c a r r é s  e t  c e c i  16 f o i s  

à des e n d r o i t s  d i f f é r e n t s  de l a  b o î t e  de P é t r i .  

Les nombres de chlamydospores par  mm2 de c u l t u r e  en fonction de 

l ' é p a i s s e u r  du mil ieu de c u l t u r e  en mm e t  du nombre de b las tospores  ensemen- 

cées  su r  l a  surface t o t a l e  de l a  b o î t e ,  s o n t  l e s  su ivan t s  : 

L e v u r e s  ensemencées  p a r  b o i t e  E p a i s s e u r  du 



On voit que, dans nos conditions expérimentales, la densité d'en- 

semencement n'a pas d'influence sur la quantité de chlamydo~~ores produites 

par mm2 si l'épaisseur du milieu de culture est faible (2,5 mm). Par contre, 

lorsque cette épaisseur est plus importante ( 5  ou 10 mm), le nombre de chla- 

mydospores produites par mm2 est d'autant plus grand que l'inoculum est plus 

important. Tout se passe comme si la faible épaisseur du milieu de culture 

était un facteur limitant, empêchant une production importante de chlamydo- 

spores. 

Si l'on indique sur un graphique le nombre de chlamydospores pro- 

duites/ml de milieu en fonction de la densité d'ensemencement (en levures/ml) 

on obtient (figure 13) un résultat identique à celui de la figure 11 obtenu 

en milieu liquide, mais nous n'avons pas de mesures pour les plus faibles den- 

sités d'ensemencement sur milieu gélosé. Indiquons que si l'on augmente davan- 

tage la densité d'ensemencement (en augmentant le nombre de levures ensemencées 

ou en diminuant l'épaisseur du milieu) on n'observe plus de production de 

chlamydospores (pour les densités d'ensemencement de 1 'ordre de 2,5 x 10 6 

levures /ml . 

Figure 13 : Nombre de  chlamydospores produi tes  par  u n i t é  de volume 
en fonct ion  de l a  d e n s i t é  d'ensemencement chez CandLda d b i c a m  
après  24 heures de c u l t u r e  s u r  mil ieu Riz-Agar-Tween. 

1 o 3  1 o 4  1 o5 1 o6  
Densi té d 'ensemencement (levures/ml ) 



En mil ieu  gélosé ,  on cherche à o b t e n i r  une f o r t e  dens i t é  de chla- 

mydospores par  u n i t é  de surface  ; on a  donc i n t é r ê t  à u t i l i s e r  une épaisseur  

de mi l i eu  de cu l tu re  s u f f i s a n t e  ; il f a u t  e n s u i t e  a j u s t e r  l a  dens i t é  d 'ense-  

mencement : s i  e l l e  e s t  t r o p  f a i b l e ,  on ne t i r e r a  pas  p a r t i  de l a  quan t i t é  

de mi l ieu  u t i l i s é  (nous montrerons u l tér ieurement ,  au  paragraphe 2.3.4, que 

de c e t t e  manière on re t a rde  l ' a p p a r i t i o n  des  chlamydospores) ; si  l a  d e n s i t é  

d'ensemencement e s t  t r o p  f o r t e ,  on n 'obt iendra  p lus  du t o u t  de chlamydospores. 

Il n ' e s t  b ien  sûr  pas  quest ion d'imposer, dans l a  r o u t i n e  des analyses ,  une 

numération du nombre de levures  ensemencées, mais d ' indiquer  de que l l e  manière 

chacun peu t  corr iger  s e s  habitudes pour ob ten i r  de me i l l eu r s  r é s u l t a t s .  

2.2.2. FORMULATION DE MILIEUX SYNTHETIQUES. 

2.2.2.11 p o u r q u o i  r e c h e r c h e r  d e s  f o r m u l e s  d e  m i l i e u x  s y n t h é t i q u e s  ? : l e s  m i -  

l i e u x  de cu l tu re  synthét iques on t  une composition d é f i n i e  e t  sont  par  consé- 

quent reproduct ib les  avec cependant une c e r t a i n e  i n c e r t i t u d e .  l i é e  au degré de 

pure té  des  produi ts  u t i l i s é s  pour l e u r  confect ion e t  à l a  p réc i s ion  des 

mesures. 

On a  tendance à penser  que l a  r e p r o d u c t i b i l i t é  du mi l ieu  e s t  

garant  de l a  r e p r o d u c t i b i l i t é  du déroulement de l a  c u l t u r e  elle-même. Ceci 

n ' e s t  pas  exact .  Pour qu'une expérience (une c u l t u r e  p a r  exemple) s o i t  repro- 

duc t ib le  il f a u t  q u ' e l l e  s o i t  in sens ib le  aux p e t i t e s  pe r tu rba t ions .  La recher-  

che d 'un  mil ieu de c u l t u r e ,  synthét ique ou non, devra r e spec te r  c e t t e  condi- 

t i o n  de s t a b i l i t é .  La r e p r o d u c t i b i l i t é  des expériences e s t  quelquefois  obtenue 

p lus  faci lement à l ' a i d e  d 'un mi l ieu  na tu re l  qu 'à  l ' a i d e  d 'un mi l ieu  synthé- 

t ique ,  

La recherche de mil ieux synthét iques n ' a  pas  obligatoirement pour 

bu t  l a  r e p r o d u c t i b i l i t é .  Dans les études physiologiques,  l e s  v a r i a t i o n s  que 

l ' o n  peu t  imposer aux milieux synthét iques f e ron t  rechercher c e r t a i n e s  r è g l e s ,  

c e r t a i n e s  r e l a t i o n s  à r e spec te r  e n t r e  l e s  cons t i tuants ,pour  ob ten i r  de 

manière reproductible l e  r é s u l t a t  recherché ( l a  production de chlamydospores 

de Candida a l b i c a u ,  par  exemple). Le bu t  e s t  donc p l u t ô t  l ' ana lyse  de l a  re- 

p r o d u c t i b i l i t é .  

Lorsqu'on veut  é l abore r  un mi l ieu  synthét ique ,  on d o i t  f a i r e  un 

c e r t a i n  nombre de choix ; d'abord un choix q u a l i t a t i f  : que l s  seront  l e s  



cons t i tuan t s  du mi l ieu  ? ; ensu i t e  des  choix q u a n t i t a t i f s  : q u e l l e s  seront  l e s  

concentrat ions des  cons t i tuan t s  ? Après avo i r  c h o i s i  e t  t rouvé un mi l ieu  

favorable ,  on f e r a  v a r i e r  l e s  concentrat ions des  c o n s t i t u a n t s  ; supposons que 

l e  mi l i eu  s o i t  confectionné à l ' a i d e  de 9 cons t i tuan t s .  On peut  représenter  

ce mi l ieu  pa r  un po in t  dans un espace à 9 dimensions. Les a u t r e s  condi t ions  

de l a  c u l t u r e  (dens i t é  d'ensemencement, température, éclairement,  e t c  ... 1 

sont  f i x é e s  e t  il s ' a g i t  de d é f i n i r  un ensemble dans c e t  espace à 9 dimensions 

t e l  qu 'en cho i s i s san t  n'importe que l  po in t  de l 'ensemble on obtienne,de façon 

c e r t a i n e l a e s  chlamydospores. Très souvent on f i x e  à l ' avance  un d é l a i  maximum 

pour ob ten i r  l e  phénomène. 

Déf in i r  expérimentalement l 'ensemble des mil ieux favorables à l a  

chlamydosporulation de C. atbicavzn e s t  une tâche  pratiquement i r r é a l i s a b l e .  

On s e  l i m i t e r a  donc à l ' é t u d e  de quelques sec t ions  planes de c e t  ensemble à 

9 dimensions, e t  l e s  conclusions que nous pourrons en t i r e r  devront r e s t e r  

dans l e s  l i m i t e s  des condi t ions  explorées.  

S i  l ' o n  envisage ensu i t e  des modifications q u a l i t a t i v e s  du mi l ieu  

(un choix de cons t i tuan t s  d i f f é r e n t s ) ,  l e  même t r a v a i l  peut  ê t r e  r e f a i t  ... 
Nul ne peut  avo i r  l a  p ré ten t ion  d ' é p u i s e r  un t e l  s u j e t .  

2.2.2.21 étude de v a r i a t i o n s  q u a n t i t a t i v e s  : 

.choix des condi t ions  e t  des  cons t i tuan t s  : c e t t e  étude a é t é  ........................................ 
e f fec tuée  avec Ee clone 6311.5 de Candida dbicavzn dé jà  u t i l i s é  précédemment. 

Les levures q u i  servent  à ensemencer l e s  milieux synthét iques proviennent de 

deux c u l t u r e s  successives de 24 heures dans 50 m l  de mi l ieu  l iqu ide  de Sabou- 

raud (glucose 20 g / l ,  néopeptone Difco 10 g / l )  inoculés à l ' a i d e  de 5 x 105 

levures  e t  incubés à l ' o b s c u r i t é  à 37OC dans un bain marie a g i t é  ( 1  mouvement 

par  seconde) . 

Les levures récupérées par  cen t r i fuga t ion  à 2 200 g pendant 15 minutes sont  

lavées 3 f o i s  dans de l ' e a u  b i d i s t i l l é e .  

Les mil ieux synthét iques contiennent  l e s  éléments su ivants  : glucose, 

(NH4)2S041 KH2P04, MgS04, CaC12, FeC12, ZnS04, b i o t i n e ,  NaOH. Ils sont  r é a l i -  

s é s  à l ' a i d e  d 'eau  b i d i s t i l l é e .  Le choix des cons t i tuan t s  a  é t é  guidé par  

l ' é t u d e  précédente dans l ' e a u  de r i z  en r i ch ie .  La b i o t i n e  e t  l a  soude sont  

s t é r i l i s é e s  par  f i l t r a t i o n  e t  a jou tées  au mi l ieu  aprgs autoclavage. 



Les c u l t u r e s  sont  e f fec tuées  dans des f i o l e s  de Legroux contenant 10 m l  de 

mi l ieu  synthétique e t  un inoculum de 105 levures  ( 104 levures/ml) . E l l e s  sont  

incubées à l ' o b s c u r i t é  a 28OC e t  observées 24 heures p lus  t a r d .  Les r é s u l t a t s  

son t  appréciés par  l ' i n d i c e  de chlamydosporulation. 

.choix des  concentra t ions ,  choix des  p lans  explorés : comme nous ................................................. 
l ' avons  expliqué précédemment, nous avons exploré l ' e space  à 9 dimensions 

d é f i n i  par  l e s  cons t i tuan t s  du mi l ieu  synthét ique en nous déplaçant  dans ce r -  

t a i n s  p lans  c ' e s t  ZI d i r e  en ne f a i s a n t  v a r i e r  que l e s  concentrat ions de deux 

c o n s t i t u a n t s  à l a  f o i s .  I l  f a l l a i t  néanmoins s e  c h o i s i r  un po in t  de dépar t ,  

f i x e r  l'ensemble des  concentra t ions  avant d ' exp lo re r  l e s  p lans  re tenus .  Dans 

l e s  premières études nous avons c h o i s i  de ne pas modifier l e  pH des mil ieux 

(NaOH = O ) .  Le choix des concentra t ions  des 8 a u t r e s  cons t i tuan t s  a é t é  r é s o l u  

de deux manières d i f f é r e n t e s .  Pour un premier t r a v a i l  (191, nous avons f i x é  

ces  concentrat ions d 'après  l e s  r é s u l t a t s  obtenus dans l ' e a u  de r i z  en r i ch ie .  

P lus  t a r d  nous avons déterminé l e s  concentrat ions des d i f f é r e n t s  c o n s t i t u a n t s  

de t e l l e  s o r t e  qu'on obtienne une croissance maximale (estimée par  l a  masse 

sèche après t r o i s  jours de c u l t u r e  a 28OC en mi l ieu  l iqu ide  a g i t é )  pour une 

concentrat ion minimale des c o n s t i t u a n t s ,  l a  concentrat ion de glucose é t a n t  

f i x é e  arbi t ra i rement  à 10 g / l .  Cet te  détermination des concentrat ions a é t é  

f a i t e  à l ' a i d e  d'une méthode d 'opt imisa t ion  pa r  recherche d i r e c t e  (méthode 

de ROSENBROCK (79) modif iée) .  La formule obtenue d é f i n i t  l e  "milieu optimisé",  

e l l e  e s t  l a  suivante : glucose : 10 g ; (NH ) SO : 0,750 g ; KH2P04 : 0,10 g ; 4 2  4 
MgS04 ,7H20 : 0,020 g ; CaC12 ,2H20 : 0,005 g ; FeCl ,4H20 : 0,20 mg ; 

2 
ZnS04,7H20 : 0,060 mg ; b i o t i n e  : 0,25 bg ; eau b i d i s t i l l é e  : 1 000 m l .  On ob- 

t i e n t  dans ce mil ieu une masse sèche de 230 mg de levures  pour 100 m l  de 

mi l ieu  après  3 jours de c u l t u r e  à 28OC ( c u l t u r e  a g i t é e  à 1 mo~vement par  se- 

conde) . 
Dans ce  "milieu optimisé" nous avons é tud ié  l ' i n f l u e n c e  des concentra t ions  de 

glucose e t  de (NH ) SO puis  p l u s  t a r d  l ' i n f l u e n c e  de NaOE. Dans l a  première 
4 2  4 

étude en mil ieu non optimisé nous avons é tud ié  également l ' i n f l u e n c e  de l a  

concentrat ion de b i o t i n e .  

. rBsul ta ts  : 
-a-------- 

a)mi l ieux non optimisés : l e u r  formule e s t  l a  su ivante  : 

cons t i tuan t s  en concentrat ion constante : KH2P04 : 0,5  g / l  ; MgS04,7H20 : 



T a b l e a u  13 : I n d i c e s  d e  c h l a m y d o s p o r u l a t i o n  d e  Candida dbicavl.ls c u l t i v é  
d a n s  un m i l i e u  d e  c u l t u r e  s y n t h é t i q u e  l i q u i d e  en  f o n c t i o n  d e s  c o n c e n t r a -  
t i o n s  d e  g l u c o s e  e t  d ' a z o t e  e t  e n  p r é s e n c e  d e  0,016 p g / l  d e  b i o t i n e .  

Azote (mgIl) 

0,75 1,5 3 6 12 25 50 100 
I I I 1 I I 1 1 

Tab leau  1 4  : I n d i c e s  d e  c h l a m y d o s p o r u l a t i o n  d e  Canckfa d b k a u  c u l t i v é  
d a n s  un m i l i e u  d e  c u l t u r e  s y n t h é t i q u e  l i q u i d e  en  f o n c t i o n  d e s  concen -  
t r a t i o n s  d e  g l u c o s e  e t  d e  b i o t i n e  e t  en  p r é s e n c e  d e  1,s mg N/1.  

B io t ine  (ugll) 

0,008 0,016 0,03 0,06 0,12 0,25 0,5 1,0 



Tableaux 1 5  e t  16  : I n d i c e s  de  ch lamydosporu la t ion  d e  Candidu a t b i c a ~  
c u l t i v é  dans  un m i l i e u  d e  c u l t u r e  s y n t h é t i q u e  l i q u i d e  en f o n c t i o n  d e s  
c o n c e n t r a t i o n s  d ' a z o t e  e t  d e  b i o t i n e  e t  en p r é s e n c e  d e  g l u c o s e  aux 
c o n c e n t r a t i o n s  de  0,016 g / l  [ t a b l e a u  151 ou d e  0 ,12 g / l  ( t a b l e a u  1 6 ) .  

Tableau 15 .  

Azote (mg/l) 
0,75 1,s 3,O 6,O 12 25 50 100 

Tableau 1 6 .  

Azote (mg/l) 

0,75 1,s 3,O 6,O 12 25 50 100 



c o n s t i t u a n t s  en concentrat ions va r i ab les  : glucose ,  (NH ) SO b i o t i n e .  La 
4 2 4' 

concentrat ion de (NH ) SO se ra  indiquée en concentra t ion  d 'azote .  
4 2  4 

Les tableaux 13 à 16 indiquent  l e s  r é s u l t a t s  obtenus dans 

4 p lans .  Il f a u t  s i g n a l e r ,  pour l e  tableau 13, que l ' o n  o b t i e n t ,  avec l e s  

concentrat ions de 0,25 g e t  plus de glucose p a r  l i t r e ,  des  chaînes de 

protochlamydospores. 

L'ensemble de c e s  tableaux indique un optimum de chlamydo- 

sporula t ion  pour l e  t r i p l e t  glucose 0,06-0,12 g / l ,  azote  0,75-3 mg/l e t  bio- 

t i n e  0,008-0,016 p.g/l. Cet optimum n ' e s t  va lab le ,  b ien  entendu, qu'en fonct ion  

des  a u t r e s  condit ions de l a  c u l t u r e .  

b)mi l ieux optimisés : l a  formule du "milieu optimisé" e s t  

indiquée p lus  haut .  Dans c e  mi l ieu  de c u l t u r e ,  on n ' o b t i e n t  que des  levures .  

Ce mi l ieu  a été u t i l i s é  pour l a  production de chlamydospores en diminuant 

seulement l e s  concentrat ions de glucose e t  de (NH4)2S04. 

.infZuence de Za concentration de gZucose e t  d'azote : nous avons f a i t  v a r i e r  

dans l e  mi l ieu  de c u l t u r e  l e s  concentrat ions d ' azo te  de 0,04 160 mg/l ( s o i t  

0,18 à 750 mg/l de (NH4)2S04) e t  c e l l e s  de glucose de 0,002 à 10 g / l .  Les 

v a r i a t i o n s  son t  f a i t e s  en progression géométrique de ra ison 2 ; l e  mil ieu l e  

p l u s  concentré correspond au "milieu optimisé l1 . 
Par l a  s u i t e  nous désignerons symboliquement l e s  mil ieux de c u l t u r e  se lon l e u r  

concentrat ion de glucose e t  d ' azo te ,  par  exemple "G 10-N 160" s i g n i f i e  mi l ieu  

contenant 10 g / l  de glucose e t  160 mg/l d ' a z o t e ,  s o i t  0,750 g / l  de (NH ) SO 
4 2 4 -  

Nous avons déterminé l e s  indices  de chlamydosporulation pour l e s  milieux con- 

t enan t  au p lus  0,08 g / l  de glucose ; ces ind ices  son t  indiqués dans l e  t a -  

bleau 17. Pour l e s  concentrat ions p lus  é levées ,  ces ind ices  r i squa ien t  d ' ê t r e  

faux e t  nous ne l e s  avons pas ca lcu lés  ; en e f f e t ,  dans tous ces  milieux, l e s  

c u l t u r e s  se  présentent  sous forme d 'un mélange de t h a l l e s  pseudomycéliens e t  

de levures e t  il n ' e s t  pas  a i s é  de d i s t inguer  l e s  t h a l l e s  effect ivement i s s u s  

d'une levure ensemencée. De plus  l e s  t h a l l e s  pseudomycéliens por ten t  quelque- 

f o i s  des chlamydospores atypiques.  C ' e s t  pourquoi nous avons p ré fé ré  d é c r i r e ,  

pour l 'ensemble des mi l ieux,  l e s  d i f f é r e n t s  a spec t s  morphologiques que nous 

avons rencontrés.  



Tableau 1 7  : Indices  de chlamydosporulation de Candida db icana 
c u l t i v é  dans l e  "mil ieu opt imisé" en fonc t ion  des concent ra t ions  
de glucose e t  d  ' a z o t e .  

Dans les milieux contenant 2,5 g/l de glucose ou davantage, le développement 

se fait sous forme de levures. Parmi les milieux dont la concentration de 

glucose est inférieure à 2,5 g/l, nous distinguerons trois groupes : 

AZOTE (mgIl) 

ct.les milieux équilibrés en glucose et azote : nous appelons 

ainsi les milieux ayant le même rapport glucose/azote que le milieu optimisé. 

Les thalles obtenus dans le milieu "G 031-N 5" sont semblables à celui de la 

figure 14. Ils sont très développés, avec de nombreux rameaux pseudomycéliens. 

Tous ces rameaux, ou presque, se terminent par une cellule ampulliforme et une 

chlamydospore typique, ou rarement par une chaîne de trois cellules à contenu 

dense et granuleux ; ces cellules ont un diamètre de 8 1 environ. Entre les 

thalles pseudomycéliens, on observe de nombreuses levures. 

0,002 

0,005 
O rl 

'5 
M 0,010 
Y 

W 
vi 0,020 
O 
U 2 0,040 

O, 080 

Figure 1 4  : Aspect schématique d'un 
t h a l l e  de Canciida d b i c a n ~  obtenu 
dans un mil ieu contenant 0,31 g / l  
de glucose e t  5 mg/l d ' a z o t e .  

0,6 0 ,3  0,6 0,4 0,2 0.6 0,7 0.4 0,7 0.4 0,O 1 , O  0.5 

0 ,2  0.0 0.0 '2.0 1,s 1.4 0 , s  0,5 0 ,4  0,4 0,9 1.7 2,2 

1 , O  0.6 0 ,7  1,7 1,7 2,O 1,6 2,9 1,s 1.7 1,l 3,2 1,l 

1 , O  1.3 0,7 1,7 1.3 1 ,3  0.5 1 , O  2,3 2,3 2,5 1,5 0,O 

2,2 0.6 O s a  4,6 5.1 5 , l  3.8 3,9 3,3 2,3 1.8 1,4 1.2 

0,6 1,l 1,s 3.1 2,s 4,5 3,5 2.9 2.8 3.0 2,5 3,6 1,7 



A p a r t i r ' d e  c e  type ,  on peut faci lement d é c r i r e  l e s  t h a l l e s  obtenus sur l e s  

mil ieux é q u i l i b r é s  contenant moins de glucose e t  d 'azote .  On y observe en 

e f f e t  des t h a l l e s  de moins en moins ramif iés  au f u r  e t  à mesure que l e s  con- 

cen t ra t ions  son t  p lus  f a i b l e s ,  mais l e s  rameaux s e  terminent pa r  des chla- 

mydospores typiques (exemple : mil ieu  "G 0,04-N 0,62" ; f i g u r e  15) .  Entre l e s  

t h a l l e s  pseudomycéliens, on observe de moins en moins de levures  lorsque l e s  

concentrat ions de glucose e t  d ' azo te  deviennent plus f a i b l e s .  

F i g u r e  1 5  : Aspect schématique d ' u n  t h a l l e  de CandXda d b i c a ~  
obtenu dans un m i l i e u  contenant  0,04 g / l  de g lucose  e t  0,62 mg/l 
d ' azo te .  

S i  maintenant nous essayons de comparer au type "G 0,31-N 5" l e s  t h a l l e s  ob- 

tenus sur l e s  mil ieux équ i l ib rés  p lus  concentrés,  nous aurons à d é c r i r e  des 

morphologies nouvelles .  

Dans l e  mi l ieu  "G 0,62-N 10" ( f i g u r e  1 6 ) ,  l e s  rameaux des  t h a l l e s  pseudomy- 

c é l i e n s  se  terminent ,  s o i t  par  une chaîne de c e l l u l e s  à contenu dense e t  gra- 

nuleux, s o i t  pa r  une chlamydospore, ou t o u t  simplement par  un a r t i c l e  de 

pseudomycélium. On observe a u s s i  de nombreuses levures au niveau des  noeuds 

du pseudomycélium ; l e s  levures son t  également abondantes dans l e  mil ieu de 

cu l tu re  e n t r e  l e s  t h a l l e s  pseudomycéliens. 



F igu re  16  : Aspect schématique d 'un  t h a l l e  de Camdida a t b i c a u  
obtenu dans un m i l i e u  contenant  0,62 g / l  de g lucose  e t  10  mg/ l  
d 'azo te .  

Si les concentrations de glucose et d'azote sont encore plus élevées, les thal- 

les ont encore un aspect différent. Dans le milieu "G 1,25-N 20" on observe 

de très nombreuses levures et des thalles (figure 17) constitués d'articles 

allongés semblables aux articles pseudomycéliens classiques, mêlés à de 

grosses cellules rondes d'un diamètre d'environ 8 à 10 p, dont le contenu est 

semblable à celui des articles allonges. On y voit des levures formées au 

niveau des noeuds. L'architecture de ces thalles semble fragile ; des frac- 

tions du thalle peuvent se séparer. 
f i  

F igu re  17  : Aspect schématique d 
t h a l l e  de CandLda a tb ica~n  obtenu 
dans un m i l i e u  contenant  1,251 g / l  
de g lucose e t  20 mg/ l  d ' azo te .  



B.les mil ieux non é q u i l i b r é s  e t  contenant un e x c h  de glucose par  

rapport  à l ' a z o t e  : s u r  l a  f i g u r e  18 q u i  résume l'ensemble de nos observat ions ,  

ces  milieux sont  s i t u é s  en dessous de l a  diagonale des  milieux é q u i l i b r é s .  Dans 

ces  milieux se forment des t h a l l e s  pseudomycéliens dont l e s  a r t i c l e s  contien- 

nen t  de nombreuses inc lus ions  l ip id iques .  La morphologie de ces t h a l l e s  rap- 

p e l l e  c e l l e  des  t h a l l e s  obtenus dans l e  mi l ieu  é q u i l i b r é  ayant  l a  même con- 

cen t ra t ion  d ' a z o t e ,  avec cependant une tendance à l a  formation de chaînes t e r -  

minales de c e l l u l e s  à contenu dense dans l e s  milieux contenant 1,25 g / l  de 

glucose. 

y . l e s  mil ieux non é q u i l i b r é s  e t  contenant un excès d ' a z o t e  par  

rapport  au glucose : su r  l a  f i g u r e  18 ces  mil ieux sont  s i t u é s  au dessus de l a  

diagonale des mil ieux équ i l ib rés .  Dans ces  mil ieux,  l a  morphologie des  t h a l l e s  

peut  s e  d é c r i r e  à p a r t i r  de c e l l e  obtenue s u r  l e s  milieux é q u i l i b r é s  e t  en 

considérant  l 'ensemble des milieux ayant l a  même concentrat ion de glucose. De 

c e t t e  manière on v o i t  que l a  morphologie des  t h a l l e s  évolue progressivement 

en fonction de l a  concentrat ion d ' azo te .  Ce t t e  évolut ion s e  f a i t  p a r  un a l lon-  

gement des a r t i c l e s  du pseudomycélium e t  une diminution du nombre des  chla- 

mydospores. Dans l e s  milieux où l a  concentrat ion de glucose e s t  f a i b l e  ( in fé -  

r i e u r e  ou égale  à 0,02 g / l )  e t  c e l l e  d ' a z o t e  f o r t e ,  on observe fréquemment 

des  c e l l u l e s  ampulliformes n 'ayant  pas p rodu i t  de chlamydospores. Cela se  t r a -  

d u i t ,  par  exemple, dans l e  tableau 16, par  un ind ice  de chlamydosporulation 

nu l  dans l e  mi l ieu  "G 0,02-N 16O";chaque t h a l l e  p o r t a i t  cependant une ou plu- 

s i e u r s  c e l l u l e s  ampulliformes. 

Nous avons résumé l'ensemble de ces  r é s u l t a t s  s u r  l a  f i g u r e  18. 



F i g u r e  1 8  : Plode d e  développement e t  morphologie  d e s  t h a l l e s  
de  Candida d b i c ~  o b t e n u s  d a n s  l e  " m i l i e u  o p t i m i s é "  en f o n c t i o n  
des  c o n c e n t r a t i o n s  d ' a z o t e  e t  d e  g l u c o s e .  

Azo te  ( mg / l  ) 

0,62 1,25 2,50 5,OO 10,O 20,O 40,O 
I 

moins de chlamydospores 

h 

à contenu dense 

250- 
levures 

.infZuence de NaOH : si  on a j o u t e ,  avant lsensemencement, mais après  autocla-  

vage, 0 , s  ou 1 m l  de NaOH N pa r  l i t r e  de mi l i eu ,  l e s  r é s u l t a t s  son t  modifiés 

de l a  manière su ivante  : on observe t o u t  d'abord une diminution du nombre des  

levures  après  24 heures  de c u l t u r e  ; e n s u i t e  l e s  t h a l l e s  pseudomycéliens on t  

une a l l u r e  plus ramassée ca r  l e u r s  a r t i c l e s  son t  moins a l longés .  Mais l e  f a i t  

p lus  étonnant a é t é  l a  production de chlamydospores dans tous  l e s  milieux e t  

donc avec des concentrat ions importantes de glucose e t  de (NH4)sS04. 

Nous avons a l o r s  voulu savoir  s ' i l  é t a i t  poss ib le  de produire des chlamydo- 

spores en présence de  concentrat ions encore p lus  élevées de glucose. L 'opti-  

misation du milieu a é t é  f a i t e  pour une concentrat ion de 10 g / l  de glucose ; 

si  nous augmentons l a  concentrat ion de g lucose ,  l e s  a u t r e s  c o n s t i t u a n t s  du 

mi l ieu  deviennent l i m i t a n t s .  Pour é v i t e r  c e l a ,  nous avons r é a l i s é  l ' e s s a i  

suivant  dans un mi l i eu  dont l e s  c o n s t i t u a n t s  son t  10 f o i s  p lus  concentrés 

que dans l e  milieu optimisé d é c r i t  au paragraphe 2.2.2.2, s o i t  : 



-PO4 : 1 g / l  ; M9S04 ,7H20 : 0 ,2 g /1  ; CaCl 2 ,2H20 : 0 ,O5 g / l  ; FeC1 ,4H20 : 

0,002 g / l  ; ZnSO ,7H20 : 0,001 g / l  ; (NH412S04 : 7,5 g / l  ; b i o t i n e  : 2,5 bg/l  ; 
4 

NaOHN: 5 m l / l .  Le glucose v a r i e r a  de 0 , l  à 100 g / l .  Les pH des  mil ieux son t  

tous  t r è s  v o i s i n s  de 7. Les f i o l e s  contenant 10 m l  de mi l ieu  son t  ensemencées 

à r a i son  de l o 4  levures/ml ( l ' inoculum é t a n t  obtenu par  une c u l t u r e  de 24 heu- 

r e s  à 37°C s u r  mi l ieu  de Sabouraud g é l o s é ) ,  e t  incubées à 28OC. Après 24 heu- 

r e s  de c u l t u r e  on observe des  chlamydospores même en présence de 100 g .de  

glucose par  l i t r e .  S i  on poursui t  l ' i n c u b a t i o n  24 heures de p l u s ,  l e  nombre des  

chlamydospores n'augmente p l u s ,  contrairement à c e l u i  des  levures q u i  cont i -  

nuent à se  m u l t i p l i e r  dans l e s  milieux contenant p lus  de 1 g de glucose par  

l i t r e .  

Cet te  production de chlamydospores dans l e  mi l i eu  contenant 100 g de glucose 

pa r  l i t r e  e s t  i n t é r e s s a n t e  ca r  e l l e  e s t  c o n t r a i r e  à c e  que l ' o n  p e n s a i t  e t  

à ce  que l ' o n  a v a i t  observé jusqu'à présent .  E l l e  témoigne de l ' inter-dépen- 

dance des f a c t e u r s  : on ne peut produire des  chlamydospores en présence de 

c e t t e  concentrat ion de glucose que s i  d ' a u t r e s  condi t ions  sont  respectées .  

Enfin on peut a f f i n e r  que l a  production des  chlamydospores n ' e s t  pas l i é e  

à l ' a r r ê t  de l a  c ro i s sance ,  car  malgré l ' absence  de mesure, ce f a i t  e s t  évi -  

dent  pa r  un simple examen des f i o l e s  après  24 e t  48 heures de c u l t u r e .  

2.2.2.31 v a r i a t i o n s  q u a l i t a t i v e s  : 

.na ture  de l a  source carbonée : l e s  phénomènes r e s p i r a t o i r e s  in- ............................ 
terviennent  dans l a  transformation levure-pseudomycélium-chlamydospore ; nous 

développerons c e  thème dans l e  paragraphe 2.4 ; pour l ' i n s t a n t  d isons  que 

c e l a  nous a f a i t  imaginer, à un c e r t a i n  moment, que l ' i n f l u e n c e  i n h i b i t r i c e  

du glucose correspondait  peu t -ê t r e  un phénomène de répression ca tabol ique .  

Nous avons donc u t i l i s é  l e  galactose comme source carbonée a f i n  de  rédui re  

c e t t e  éventuel le  répress ion  catabolique.  

Les e s s a i s  ont  é t é  r é a l i s é s  en f i o l e  de Legroux contenant 10 m l  de mi l ieu  en- 

semencés à r a i son  de 104 levures/ml. L'inoculum provenait  d'une c u l t u r e  de 

24 heures à 37OC s u r  mi l ieu  de Sabouraud gélosé .  Les f i o l e s  é t a i e n t  incubées 

à 28OC. 

S i  on remplace dans l e  "milieu optimisé",  l e s  10 g de glucose pa r  une q u a n t i t é  

égale de ga lac tose ,  on observe, après  24 heures de c u l t u r e ,  de grands t h a l l e s  

pseudomycéliens. Rappelons qu'en présence de glucose nous n 'obtenions que 



des  levures .  La n a t u r e  de l a  source carbonée i n t e r v i e n t  donc dans l e  phénomène 

morphogénétique e t  nous pourrions reprendre t o u t  l e  t r a v a i l  précédent avec 

d i f f é r e n t s  sucres. Nous avons é tud ié  des mil ieux contenant du galac tose  e t  f a i t  

v a r i e r  l e s  concentrat ions de ga lac tose ,  de  (NH ) SO e t  de NaOH a j o u t é s  au 4 2  4 
milieu. A p a r t  l e  décalage s igna lé  p lus  h a u t ,  l e s  r é s u l t a t s  s o n t  assez sembla- 

b l e s  après  24 heures de c u l t u r e  à ceux observés avec l e  glucose,  en p a r t i -  . 

c u l i e r , l ' a d j o n c t i o n  de soude dans l e  mi l i eu  conduit à l a  production de t h a l l e s  

à a r t i c l e s  cour ts  por t eu r s  de nombreuses chlamydospores souvent disposées en 

chaînes. Il e s t  i n t é r e s s a n t  cependant de no te r  l ' évo lu t ion  u l t é r i e u r e  des  

t h a l l e s  obtenus dans l e  mil ieu type optimisé mais contenant 10 g de galac tose  

par  l i t r e  e t  2 m l  de NaOH N / 1 .  En e f f e t ,  ap rès  5 jours de c u l t u r e ,  l e s  c e l l u l e s  

du cent re  du t h a l l e  on t  bourgeonné un pseudomycélium lui-même por teur  de 

levures ( f igure  19).  

F i g u r e  1 9  : A s p e c t  s c h é m a t i q u e  d ' u n  t h a l l e  o b t e n u  a p r è s  5 j o u r s  
d e  c u l t u r e  d a n s  un  m i l i e u  s y n t h é t i q u e  c o n t e n a n t  1 0  g d e  g a l a c t o s e  
p a r  l i t r e .  Le  c e n t r e  d u  t h a l l e  p o r t e  d e s  c h l a m y d o s p o r e s  ; d e  l o n g s  
r a m e a u x  p s e u d o m y c é l i e n s  s o n t  é g a l e m e n t  i s s u s  d u  c e n t r e .  

Ceci montre l a  complexité de l ' é v o l u t i o n  des  c u l t u r e s  ; on peu t  souhai ter  é la-  

borer des systèmes dont on con t rô le  mieux l e  devenir ,  en f a i s a n t  en s o r t e  que 

l e s  paramètres e t  l e s  va r i ab les  n 'évoluent  p lus  en fonction du temps (de Ea 

durée de c u l t u r e ) .  Nous développerons c e t t e  idée ul tér ieurement (paragra- 

phe 3 . 3 ) .  

.nature de l a  source azotée : au  cours de notre longue recherche .......................... 
des  condit ions de production des  chlamydospores de Ca~dida db icam,  nous 

avons souvent e t é  t e n t é  de modifier  l a  composition du mil ieu de cu l tu re .  Ainsi 



--- 
à une c e r t a i n e  époque, nous avons fourn i  l ' i o n  PO 4 à l ' a i d e  de deux s e l s  : 

KH PO e t  N a  HP0 a f i n  de c o r r i g e r  l e  pH du mi l i eu  sans  a j o u t e r  de NaOH. C ' e s t  
2 4 2 4 

dans un de ces  milieux de cu l tu re  que nous avons é tud ié  l ' i n f l u e n c e  de l a  sour- 

c e  azotée.  Les r é s u l t a t s  ne peuvent s e  comparer qu'à l ' i n t é r i e u r  de c e t t e  sé- 

r i e  expérimentale, avec une c e r t a i n e  prudence c a r  l a  na ture  de l a  source 

azotée modifie également l e  pH du mi l ieu  par  exemple. 

Le mi l ieu  de c u l t u r e  a v a i t  donc l a  composition suivante : KH2P04 : 0,18 g / l  ; 

Na2HP04 : 0,28 g / l  ; MgS04,7H20 : 0 , l  g / l  ; CaC12,2H20 : 0,01 g / l  ; FeCl 
2 ' 

4H20 : 0,001 g / l  ; ZnS04,7H20 : 0,001 g / l  ;' glucose : 0,31 g / l ,  l a  source 

azotée  a p p o r t a i t  160 mg N / 1  ; l e s  milieux ne contenaient  pas de b io t ine .  

10 m l  de mi l ieu  en f i o l e  de Legroux é t a i e n t  ensemencés à raison de l o 4  levuxes/ml 

à l ' a i d e  d'une cu l tu re  de 24 heures 3 37°C s u r  mil ieu de Sabouraud gélosé. Ils 

é t a i e n t  incubés à 28°C pendant 24 heures. Les sources azotées  essayées é t a i e n t  

(NH ) SO e t  18 ac ides  aminés. A l a  concentrat ion employée, l a  ty ros ine  e t  l a  
4 2  4 

cys té ine  n ' é t a i e n t  pas complètement s o l u b i l i s é e s .  Nous avons cependant ensemen- 

cé  l e s  mil ieux correspondants. 

En présence de (NH ) SO de s é r i n e ,  d ' a l a n i n e ,  de g lycocol le ,  de leucine ,  de 
4 2 4' 

v a l i n e ,  de méthionine, d ' i s o l e u c i n e  ou de phénylalanine,  on observe après  

24 heures de c u l t u r e  des  t h a l l e s  pseudomycéliens por tan t  de nombreuses chla- 

mydospores a i n s i  que des levures d ispersées  dans l e  mi l i eu  ; nous n'avons 

observé que très peu de d i f fé rence  dans l e  développement des t h a l l e s .  

En présence de thréonine ou de tryptophane, l a  croissance e s t  assez  f a i b l e ,  

mais il s e  forme des t h a l l e s  pseudomycéliens por teurs  de chlamydospores e t  on 

observe également des levures.  

En présence de lys ine  on observe des  t h a l l e s  pseudomycéliens q u i  bourgeonnent 

abondamment des  levures ; un r é s u l t a t  du même type e s t  obtenu en présence 

d ' h i s t i d i n e  avec l a  d i f f é rence  d 'un  bourgeonnement moins abondant des t h a l l e s  

pseudomycéliens. En présence de ces  acides aminés on n'observe pas  de produc- 

t i o n  de chlamydospores. 

En présence d ' a rg in ine  ou de p r o l i n e  l e  développement e s t  levuriforme ; en 

présence d ' ac ide  glutamique ou d ' a c i d e  aspar t ique  on observe des amas de l e -  

vures q u i  ne s e  sont  pas séparées.  Enfin en présence de cys té ine  ou de tyro-  

s i n e ,  l a  croissance e s t  t r è s  f a i b l e  e t  se  f a i t  sous forme de levures .  

En ce q u i  concerne une influence éventuel le  du pH, signalons que l ' ad jonc t ion  

de 0 , s  à 4 m l  de NaOH N / l i t r e  de mi l ieu  contenant l ' a c i d e  aspar t ique  comme 



source azotée ne modifie pas l e  r é s u l t a t ,  on observe dans tous  l e s  cas des  amas 

de levures .  

Nous avions r é a l i s é  c e t  e s s a i  de d i f f é r e n t e s  sources azotées dans l ' e s p o i r  de 

n ' avo i r  p lus  aucune levure dans l e  mil ieu après  24 heures de c u l t u r e .  Les ré- 

s u l t a t s  n 'ayant  pas Sté s a t i s f a i s a n t s  en fonct ion  de c e  c r i t è r e  nous n'avons 

pas poursuivi  dans :et te  voie .  

.N-acétyl-D-qlucosamine : STRIPPOLI e t  SIMONETTI (107) t i ennen t  ----------- ----------- 
l a  N-ac6tyl-D-glucosamine pour l a  substance c l é  du dimorphisme (transforma- 

t i o n  levure-mycélium) e t  de l a  v a r i a t i o n  morphologique (production de chla-  

mydospore) chez Candida d b i c a n ~ .  Nous avons r é a l i s é  quelques e s s a i s  r e l a t é s  

dans ( 2 0 ) .  Nous avons comparé l e s  s i x  miliqux dont l a  composition e s t  l a  

suivante : 

Les c u l t u r e s  sont e f fec tuées  en f i o l e s  de Legroux contenant 10 m l  de mi l ieu .  

E l l e s  s o n t  ensemencées à r a i s o n  de 104 levures/ml, levures  provenant d 'une 

c u l t u r e  de 24 heures à 37OC s u r  mil ieu de Sabouraud gélosé.  Les f i o l e s  s o n t  

incubées à 28OC à l ' o b s c u r i t é  e t  observées 24 heures p lus  t a r d .  

N-acétyl-glucosa- 
mine (g/ll 

glucose (g/ll 

(NH41 2S04 (g/ll 

KH2P04 (g/ll 

MgS04, 7H20 Lg/ll 

CaC12, 2H20 (g/ll 

FeC12,4H20 (g/ll 

ZnS04,7H20 (g/ll 

Les mil ieux 1 ,  2 e t  3 d'une p a r t  e t  4 ,  5 e t  6 d ' a u t r e  p a r t  contiennent  l e s  mêmes 

q u a n t i t é s  de carbone e t  d ' a z o t e  s o i t  430 mg C / 1  e t  63 mg N / 1  e t  54 mg C / 1  e t  

8 mg N/f respectivement. Le mi l ieu  1 correspond à c e l u i  proposé par  STRIPPOLI 

1 2 3 4 5 6 
............................................................................. 

1 1 O 0,125 0,125 O 

O O 1 ,O8 O O 0,135 

O O O, 3 O O 0,037 

O O, 5 O, 5 O 0,5 0,5 

O O ,?  0 , l  O O, 1 0,1 

O O, O1 0,Ol G O, 01 0.01 

O 0,001 0,001 O 0,001 0,001 

O 0,001 0,001 O 0, G O 1  0,001 



et SIMONETTI. On constate qu'effectivement on obtient dans ce milieu des 

thalles pseudomycéliens porteurs des chlamydospores malgré l'absence de sels 

minéraux. Dans un milieu composé uniquement de glucose et de (NH ) SO , que 4 2  4 
nous avons essayé par ailleurs, on n'observe pas de croissance (tout au plus 

le bourgeonnement de quelques levures) et pas de production de chlamydospore. 

L'adjonction de sels minéraux à la N-acétyl-D-glucosamine réalise le milieu 2. 

Dans ce milieu, les thalles pseudomycéliens produits ont des articles courts 

et on observe fréquemment des chaïnes de protochlamydospores. Dans le milieu 3 

qui ne contient pas d'acétyl-D-glucosamine, les thalles pseudomycéliens ont 

des articles longs et portent des chlamydospores. Un résultat identique est 

obtenu dans les milieux 4, 5 et 6. 

Nous avons remarqué également que les indices de chlamydosporulation sont plus 

élevés dans les milieux 2 et 5 que dans les milieux 1 et 4 respectivement. Ceci 

est lié à une croissance plus importante lorsque les milieux contiennent des 

sels minéraux en plus de la N-acétyl-D-glucosamine. 

SIMONETTI et Coll. (101) indiquent qu'ils obtiennent des tubes germinatifs 

à partir des levures de Candkia deb~carU lorsqu'ils incubent 37OC les cul- 

tures réalisées dans la solution de N-acétyl-D-glucosamine. Nous avons cons- 

taté que, d'une manière générale, les milieux favorables à la chlamydosporu- 

lation permettent, si les cultures sont incubées à 37OC, la formation de 

tubes germinatifs, aussi bien à partir des levures que du pseudornycélium ou 

des chlamydospores âgées de quelques heures. 

.utilisation du milieu "Yeast-Nitrogen-Base " : pour effectuer ............................................ 
certains types de recherche, l'utilisation d'un milieu de culture synthétique 

peut être souhaitable. Cependant la confection de ces milieux est relativement 

longue et le recours à un milieu déjà élaboré et commercialisé peut être une 

aide précieuse dans certains cas. Nous avons pensé pouvoir rendre service en 

conseillant l'emploi du "Yeast-Nitrogen-Base" (YNB), milieu commercialisé 

par Difco et dont tous les constituants sont chimiquement définis. 

Ce milieu ne contient pas de source carbonée, il convient donc d'y ajouter 

du glucose ; pour obtenir des chlamydospores de Candida atbicavtcl il faut de 

plus augmenter le pH à l'aide de soude, et respecter une certaine densité 

d ' ensemencement. 



La figure 20 montre la courbe de neutralisation de YNB. Nous avons réalisé des 

milieux 2 0,1, 1 ou 10 g de glucose par litre et nous avons ajouté 0, 1, 2, 3, 

4 ou 5 ml de NaOH N par litre de milieu ; la soude est stérilisée par filtra- 

tion et ajoutée après autoclavage. 

Figure 20 : Courhe d e  n e u t r a l i s a t i o n  du milieu YNB : pH e n  fonc- 
t ion  d e  l a  quan t i t é  d e  NaOH N a joutée .  

I 1 I I I 1 1 

O 1 2 3 4 5 6 7  
ml NaOH N/1 de YNB 

L'essai a été réalisé en fioles de Legroux contenant 10 ml de milieu. Celles-ci 

sont ensemencées à l'aide de levures provenant d'une culture de 24 heures à 

37OC sur milieu de Sabouraud gélosé. Les densités d'ensemencement testées sont 
4 5 6 

10 , 10 et 10 levures/ml. Les fioles ensemencées sont incubées à 28OC à 

l'obscurité et observées 24 heures plus tard. 

Dans les milieux sans adjonction de soude, on n'obtient de chlamydospores qu'en 

présence de 0,l g de glucose par litre et avec les densités d'ensemencement 
4 5 

de 10 et 10 levures/ml. Ces chlamydospores sont peu nombreuses, tous les 

thalles pseudomycéliens n'en portent pas. De plus de nombreuses levures sont 

produites dans ces milieux. Par contre les thalles pseudomycéliens ont des 

artlcles très allongés (figure 21A) . 
Lorsque les milieux contiennent de 2 à 5 ml de NaOH N par litre, on observe 

la production de nombreuses chlamydospores sur des thalles pseudomycéliens à 

articles courts (figure 21B) pour des densités d'ensemencement de 104 ou 10 
5 



levures/ml. On observe aussi dans ces milieux une production de levures. Celles- 

ci sont d'autant moins nombreuses que la concentration de glucose est plus 

faible ou que la concentration de NaOH est plus forte (jusqu'à 5 ml de NaOH N / l ) .  

F i g u r e  21 : Aspect  s c h é m a t i q u e  d e  deux t h a l l e s  o b t e n u s  a p r è s  
24 h e u r e s  d e  c u l t u r e  à 28OC d a n s  l e  m i l i e u  YNB c o n t e n a n t  0,'i g 
d e  g l u c o s e  p a r  l i t r e  a v e c  d e s  d e n s i t é s  d ' e n s e m e n c e m e n t ' d e  
'i 04 l evu re s / rn l  . 
A.  m i l i e u  s a n s  a d j o n c t i o n  d e  s o u d e  (pH i n i t i a l  5,51 
B. m i l i e u  d a n s  l e q u e l  on a a j o u t é  2 m l  d e  N a O H  N/li tre 

(pH i n i t i a l  6,Ol. 

Lorsque la densité d'ensemencement est de 106 levures/ml, on observe de 

rares chlamydospores si le milieu contient au moins 1 ml NaOH N/1 pour 0,l g 

de glucose/litre ou bien au moins 3 ml NaOH N/1 pour 1 ou 10 g de glucose/ 

litre. 

En conelusion de cet essai, nous conseillons, si on désire employer un milieu 

de culture synthétique commercialisé pour la production des chlamydospores 

de Candida atbicam, l'utilisation du milieu YNB de Difco auquel on ajoute 

0,l g de glucose par litre et 2 ml de NaOH N/litre (à  ajouter après autocla- 
4 vaçe). La densité d'ensemencement sera de préférence de 10 levures/ml sans 

dépasser 105 levures/ml . 



* 2.2.2.41 D i s c u s s i o n  e t  c o n c l u s i o n  : une premiere remarque s'impose : il n'est 

pas indispensable, ni même utile de fournir des substances inhabituelles dans 

le milieu de culture pour obtenir des chlamydospores de Candida d b i c ~ .  Un 

milieu de culture ordinaire est suffisant pourvu que les concentrations des 

divers constituants soient ajustées correctement. Nous pouvons comparer la 

composition de nos milieux Zi ceux proposés précédemment : parmi ceux-ci, le 

milieu de WOLIN et Coll. (124) est le plus proche du nôtre ; sa concentration 

d'azote est cependant relativement élevée (280 mg N/1) et il présente une 

déficience en sels minéraux qui peut être compensée par l'agar, ce milieu est 

en effet gélosé. A l'opposé, le milieu de MEINHOF et Coll. (66) ne contient 

que des substances exceptionnelles : du cholestérol, du tween et de l'a-méthyl- 

glucoside ; c'est un milieu gélosé et on peut se demander si les impuretés con- 

tenues dans le milieu ne sont pas les seuls constituants indispensables, car 

dans des essais que nous avons réalisés avec nos milieux synthétiques, la 

suppression du glucose ou de la source azotée ou du KH PO ou du MgSO entraîne 2 4 4 
une absence de croissance de Can&da d b i c a m  et par conséquent une absence 

de production de chlamydospore. 

Le milieu de STRIPPOLI et SIMONETTI (107) est une simple solution 

d'acétyl-D-glucosamine. La croissance et la production de chlamydospores dans 

ce milieu s'explique peut-être par les impuretés entraînées par l'inoculum 

qui n'est pas lavé ou par des substances de réserve des levures ensemencées. 

DAWSON (14) a préconisé l'emploi du milieu de Czapek-Dox en pré- 

cisant qu'il faut utiliser soit le milieu fabriqué par OXOID, qui contient 

du glycéro-phosphate de magnésium, soit un milieu fabriqué par soi-même, mais 

auquel on ajoute du tween 80. On retrouve la notion de substances exception- 

nelles que l'on pourrait éviter en ajustant les concentrations des constituants. 

Une autre remarque importante concerne l'interdépendance des 

facteurs : l'influence des concentrations de glucose et d'azote n'est pas la 

même si le pH est différent, par exemple. On retrouve ici le problème de 

déterminer dans un espace à 9 dimensions l'ensemble des points favorables. Il 

n'est pas facile, sur un nombre d'essais restreint,de tirer des règles : il 

était admis que la production de chlamydospores ne pouvait avoir lieu qu'en 

présence d'une concentration faible de glucose. Déjà dans l'eau de riz nous 

avions obtenu la chlamydosporulation dans un milieu contenant initialement 

8 g de glucose par litre. Dans un milieu synthétique nous l'obtenons en présence 



de 100 g  de glucose par  l i t r e .  Mais il f a u t  pour c e l a  que les concentrat ions d e s  

a u t r e s  cons t i tuan t s  so ien t  en propor t ions  convenables. 

Il f a u t  ensu i t e  a t t i r e r  l ' a t t e n t i o n  s u r  l e  f a i t  que l e  phénomène 

que nous étudions e s t  complexe. En e f f e t  nous ensemençons des  levures  q u i  

doivent  d 'abord se  transformer en pseudomycélium pu i s  c e l u i - c i  d o i t  produire des  

chlamydospores. On observe t r è s  souvent en même temps une transformation pseudo- 

mycélium-levure. La production de chlamydospores dépendra de l a  proportion de 

levures  i n i t i a l e s  qu i  auront  formé du pseudomycélium ; nous avons observé 

que c e t t e  propor t ion ,  dans c e r t a i n e s  condi t ions ,  dépend du pH. La f i g u r e  22 

indique l e  nombre de t h a l l e s  pseudomycéliens observés dans un mil ieu synthé- 

t i q u e  après  24 heures de c u l t u r e  en fonction du pH i n i t i a l  du mi l ieu  (obtenus 

par  adjonction s o i t  de H C 1  N s o i t  de NaOH N). 

Le devenir  de l a  c u l t u r e  dépend des  condi t ions  i n i t i a l e s  ; l ' évo-  

l u t i o n  de l a  composition du mi l ieu  de c u l t u r e  s e  f a i t  pa r  diminution des con- 

cen t ra t ions  de s e s  cons t i tuan t s  e t  par  l ' a p p o r t  de p rodu i t s  syn thé t i sés  par  

l e  Champignon : l e sque l l e s  de ces  v a r i a t i o n s  indu i sen t -e l l e s  l a  formation de 

chlamydospores ? on ne peut  actuellement répondre à c e t t e  ques t ion ,  mais on 

remarque que, s ' i l  e x i s t e  une substance induc t r i ce ,  du type  acétyl-glucosamine 

par  exemple, l e  Champignon e s t  capable de l a  syn thé t i se r .  Les nombreux milieux 

de c u l t u r e  proposés dans l a  l i t t é r a t u r e  pour l a  formation des chlamydospores 

de Cavr&da d b i c a ~ n  permettent l e  passage pa r  l e  ou l e s  s e u i l s  inducteurs.  

Nous montrerons dans l a  t ro is ième p a r t i e  de c e t t e  Thèse comment l a  théor ie  

des ca tas t rophes  permet d 'envisager  l ' évo lu t ion  des c u l t u r e s .  

Enfin on peut  s ' i n t e r r o g e r  su r  l e  bu t  e t  s u r  l a  méthode : s i  l e  

bu t  e s t  de rechercher un mi l ieu  de c u l t u r e  synthét ique favorable à l a  chla- 

mydosporulation, il s u f f i t  d 'en  t rouver  un e t  de v é r i f i e r  q u ' i l  n ' e s t  pas sen- 

s i b l e  aux p e t i t e s  per turbat ions  e t  que par  conséquent l e  r é s u l t a t  e s t  s t ab le .  

Dans ce  sens ,  l e s  r é s u l t a t s  obtenus avec l e  mi l ieu  YNB peuvent répondre à c e t t e  

a t t e n t e  ; l ' ad jonc t ion  de NaOH nous p lace  dans l e s  condi t ions  de s t a b i l i t é  

recherchées. En e f f e t  dans l e  mi l ieu  sans NaOH, l e  r é s u l t a t  e s t  sens ib le  aux 

p e t i t e s  per turbat ions  : une seu le  des  condit ions essayées conduit à l a  pro- 

duction de chlamydospores e t  encore pas s u r  tous  l e s  t h a l l e s  de l a  c u l t u r e .  

S i  l e  but ,  au c o n t r a i r e ,  e s t  d ' ana lyse r  c e t t e  s t a b i l i t é ,  de dé te r -  

miner l 'ensemble des condi t ions  i n i t i a l e s  favorables à l a  chlamydosporulation, 

l a  tâche  e s t  beaucoup p lus  complexe. On e s t  t o u t  d'abord obl igé  de f a i r e  un 



F i g u r e  22 : I n f l u e n c e  du pH i n i t i a l  s u r  l a  t r a n s f o r m a t i o n  
l e v u r e  -,pseudomycélium. 

3 4 5 6 7 8 9 
pH i n i t i a l  

Nombre d e  t h a l l e s  p seudomycé l i ens  o b s e r v é s  p a r  m l  d e  m i l i e u  a p r è s  24 h e u r e s  
d e  c u l t u r e  à 28OC en  f o n c t i o n  du pH i n i t i a l  du m i l i e u .  

Compos i t i on  du m i l i e u  : g l u c o s e  : 0 , l  g / l  ; (NH41 S04 : 7 , 5  g / l  ; KH2P0 : 
1  g / l  : MgSO .7H O : 0.2 g / l  ; CaC1.2H20 : 0.05 g f l  ; FeC12,4H20 : 0 , 0 0 4  g / l  ; 

ZnS04.7H20 : 4 ~ . ~ 6 1  g / l  ; B i o t i n e  : 2 , 5  p g / l .  

Les pH s o n t  o b t e n u s  p a r  a d j o n c t i o n  d e  H C 1  N ou d e  NaOH N .  Les  c u l t u r e s  s o n t  
ensemencées  à l ' a i d e  de  1 0 4  l e v u r e s / m l  p r o v e n a n t  d ' u n e  c u l t u r e  d e  24 h e u r e s  
à 37OC s u r  m i l i e u  d e  Sabouraud  g é l o s é .  A pH 3 , 2 5  l e  déve loppemen t  s e  f a i t  
s o u s  f o r m e  de  l e v u r e s  un iquemen t ,  à pH 8 , 9  on n ' o b s e r v e  a u c u n e  c r o i s s a n c e .  

----- : i n d i q u e  l e  nombro d e  t h a l l e s  p s e u d o m y c é l i e n s  a t t e n d u  [ c o r r e s p o n d a n t  

a u  nombre d e  l e v u r e s  ensemencées ] .  



certain nombre de choix qualitatifs. On est ensuite contraint de limiter l'étu- 

de quantitative à certains paramètres et par conséquent de fixer les autres ; 

par exemple on peut se limiter aux constituants du milieu. Pour que l'étude ne 

soit pas trop schématique, il ne faut pas trop se limiter : par exemple 1'é- 

tude de l'influence des concentrations de glucose et d'azote conduit 3 des 

résultats très différents si elle est faite à différents pH. L'étude de l'en- 

semble des conditions favorables à la chlamydosporulation dans un espace de 

suffisamment grande dimension est longue et difficile. Nous avons abordé 

l'exploration d'un tel espace 21 l'aide de sections planes parallèles à des pai- 

res d'axes de coordonnées ; c'est une méthode simple et classique mais extrê- 

mement longue si on veut que l'exploration soit assez complète. Pour l'instant 

nous ne sommes pas allé bien loin et on peut poser la question : cela vaut-il 

la peine de pousser plus loin ce genre d'étude ? Cela nous permettra-t-il 

de comprendre pourquoi en choisissant des conditions initiales à l'intérieur 

d'un certain (ou de certains) domaine on obtient des chlamydospores de manière 

reproductible (insensible aux petites perturbations) ? 

La théorie des catastrophes nous proposera un modèle de l'évolution 

des cultures et donnera un sens à ce domaine stable des conditions initiales. 

11'3 DEROULEMENT DE LA MORPHOGENÈSE 

Nous l'avons dit à plusieurs reprises, lorsqu'on ensemence, à l'aide 

de levures de C. d b i c a n ~ ,  des milieux de culture en vue d'obtenir des chla- 

mydospores, on observe d'abord une croissance sous forme de pseudomycélium. 

Nous avons voulu préciser le déroulement de la morphogénèse. Nous avons d'a- 

bord cherché à savoir si on pouvait mettre en évidence un stade d'aptitude : 

nous appelons ainsi un stade a partir duquel des thalles ne portant pas encore 
de chlamydospores en produisent lorsqu'ils sont transférés dans l'eau. 

Nous avons ensuite cherché à préciser,par rapport à ce jalon, 

l'influence inhibitrice de la lumière mise en évidence par ANDRIEU et Coll. 

(1, 2 ) .  Nous avons aussi montré une relation entre densité d'ensemencement 

et durée de culture nécessaire pour atteindre le stade d'aptitude. 



2.3 .1-  METHODES, 

a l  cu l tu res  : cette étude a été réalisée dans le milieu "eau de riz glucosée" 

(0,25 g de glucose par litre) décrit précédemment. Nous le nommerons par la 

suite ER-G. 

On effectue les cultures dans des fioles de Legroux, contenant 

10 ml de milieu ER-G ensemencés 3 l'aide de levures provenant de 2 cultures 

successives de 24 heures à 37OC sur milieu de Sabouraud gélosé. Sauf indication 
4 

contraire, la densité d'ensemencement est de 10 levures/ml, et les fioles 

sont incubées à 28OC. 

bl éclairement : lorsque des cultures reçoivent un stimulus lumineux, celui-ci 

est donné par deux tubes fluorescents "blanc brillant de luxe" de 40 W placés 

à 10 cm au-dessus des fioles (1) ; selon cette référence (1) cet éclairement 

correspond à 4 000 lux environ. 

c l  t r a n s f e r t s  : certaines cultures sont effectuées en ER-G puis transférées au 

temps t (exprimé en h), soit dans l'eau déminéralisée, soit dans du milieu de 

Sabouraud liquide (glucose pur 20 g/l, néopeptone Difco 10 g/l). 

Pour ce faire, au temps t, le contenu d'une fiole est centrifugé 

à 2 500 g pendant 5 m. Le culot est lavé une fois dans l'eau déminéralisée et 

repris dans 10 ml d'eau déminéralisée ou de milieu de Sabouraud et placé dans 

une nouvelle fiole de Legroux. L'incubation est continuée à 28OC. 

dl mesure des r é s u l t a t s  : le nombre de chlamydospores est estimé à l'aide de 

l'indice de chlamydosporulation (IC) ou déterminé par comptage dans une cel- 

lule de Nageotte. 

2.3.2. ETAPES DE LA MORPHOGENESE. 

a l  morphologie au cours du développement : nous avons observé d'heure en heure 

les thalles obtenus à llobocurité à partir d'un inoculum de 104 blastospores/ml 

en ER-G. Le décompte du nombre de cellules (chaque petit bourgeon étant compté 

pour une cellule) par thalle montre qu'après un temps de latence d'environ 1 h 



F i g u r e  23 : L e s  é t a p e s  d e  l a  m o r p h o g e n è s e  d e  Candida albicann. 

O 5 10 15 20 25 30 t ( h )  

I n d i c e s  d e  c h l a m y d o s p o r u l a t i o n  [ICI d e  Candida dbicann c u l t i v é  
e n  ER-G.  

A = j u s q u ' a u  t e m p s  t ; p u i s  l e s  t h a l l e s  s o n t  t r a n s f é r é s  d a n s  d e  l ' e a u  

B = j u s q u ' a u  t e m p s  t ; p u i s  l e s  t h a l l e s  s o n t  t r a n s f é r é s  d a n s  du m i l i e u  
d e  S a b o u r a u d  l i q u i d e  

C = d u r a n t  2 4  h e u r e s  ; l a  c u l t u r e  e s t  é c l a i r é e  du  d é b u t  d e  l ' e x p é r i e n c e  
j u s q u ' a u  t e m p s  t 

D = d u r a n t  2 4  h e u r e s  ; l a  c u l t u r e  e s t  é c l a i r é e  à p a r t i r  d u  t e m p s  t e t  
j u s q u ' à  24 h e u r e s  

E = d u r a n t  2 4  h e u r e s  ; l a  c u l t u r e  est  é c l a i r é e  p e n d a n t  4  h e u r e s  à 
p a r t i r  d u  t e m p s  t 

A e t  B = I C  m e s u r é s  à t = 48 h e u r e s  ; C,D e t  E = I C  m e s u r é s  à t = 24 h e u r e s .  

L e s  r é s u l t a t s  p r é s e n t é s  s u r  c e t t e  f i g u r e  o n t  é t é  o b t e n u s  d a n s  u n e  même sér ie  
e x p é r i m e n t a l e .  La l i g n e  v e r t i c a l e  à t = 11 h  i n d i q u e  l e  p i e d  d e  l a  c o u r b e  A 
e t  c o r r e s p o n d  a u  s t a d e  d ' a p t i t u d e .  



l e s  c e l l u l e s  se  d i v i s e n t  en un temps de générat ion t r è s  légèrement supér ieur  

à 2 heures. Il  se  forme a i n s i  d e s  t h a l l e s  pseudomycéliens dont chaque c e l l u l e  

continue 21 s e  d i v i s e r .  Après 12 heures de c u l t u r e ,  les ext rémités  des rameaux 

pseudomycéliens se  r e n f l e n t  léggrement e t  l e u r  contenu devient  granuleux. une 

heure p lus  t a r d ,  l e s  protochlamydospores appara issent  ; e t  après  15 heures de 

c u l t u r e ,  l e s  chlamydospores s o n t  formées ; l ' a s p e c t  des  t h a l l e s  ne s e  modifie 

p lus  p a r  l a  s u i t e .  

b l  t r a n s f e r t  d a n s  l ' e a u  : des c u l t u r e s  e f fec tuées  dans l e s  mêmes condi t ions  que 

précédemment sont t r a n s f é r é e s  dans l ' e a u  déminéral isée au temps t ,  e t  l e s  I C  

déterminés 48 heures ap rès  l e  début  de l ' expér ience .  La courbe "A" de l a  f i g u r e  

23 indique l e s  r é s u l t a t s  obtenus : l e s  t h a l l e s  qui  o n t  sub i  un t r a n s f e r t  avant  

l e  temps 10 ne por ten t  aucune chlamydospore ; l eu r  développement ne s ' e s t  pas  

poursuivi  dans l ' e a u ,  t o u t  au p l u s  c e r t a i n s  a r t i c l e s  o n t  produi t  une levure.  

Entre 10 e t  12 heures de c u l t u r e ,  de r a r e s  chlamydospores surviennent après  l e  

t r a n s f e r t  ; à p a r t i r  de l ' h e u r e  1 2 ,  l e  t r a n s f e r t  dans l ' e a u  e s t  s u i v i  de l a  

production de nombreuses chlamydospores, ce  que t r a d u i t  l a  b r u t a l e  ascension 

de l a  courbe A de l a  f i g u r e  23. Les c e l l u l e s  à contenu granuleux observées 

à l a  12ème heure de c u l t u r e  en ER-G sont  donc capables de poursuivre l e u r  évo- 

l u t i o n  dans l ' e a u  pure .  Elles  s e  transforment en protochlamydospores q u i ,  par  

bourgeonnement, donnent des chlamydospores. 

c l  t r a n s f e r t  d a n s  l e  m i l i e u  d e  S a b o u r a u d  l i q u i d e  : l ' expér ience  e s t  conduite 

comme l a  précédente avec t r a n s f e r t  au temps t c e t t e  f o i s  dans l e  mil ieu de 

Sabouraud, e t  détermination d ' I C  après 48 heures de c u l t u r e .  Les r é s u l t a t s  

son t  indiqués par l a  courbe B de  l a  f igure  2 3 .  Dans le  mil ieu de Sabouraud l e s  

t h a l l e s  pseudomycéliens bourgeonnent des levures ,  q u i  bourgeonnent à l e u r  t o u r .  

Les I C  ne t iennent  pas compte de  ces  levures .  Les t h a l l e s  pseudomycéliens 

t r a n s f é r é s  dans l e  mi l i eu  de Sabouraud avant  t = 20 heures ne por ten t  pas ou 

pratiquement pas de chlamydospores. Cependant, pour t > 15, avant  l e  t r ans -  

f e r t ,  ces  mêmes t h a l l e s  en p o r t a i e n t .  Les jeunes chlamydospores t r a n s f ê r é e s  

dans l e  mi l ieu  de Sabouraud s o n t  donc capables de s e  déd i f fé renc ie r  e t  de bour- 

geonner des chaines de  c e l l u l e s  en tonne le t  ; e l l e s  r e s t e n t  reconnaissables 

sous forme de c e l l u l e s  rondes i n t e r c a l a i r e s ,  de p lus  grand diamètre que l e s  

a u t r e s  c e l l u l e s  des t h a l l e s  ( f i g u r e  24).  A p a r t i r  de t = 20 heures,  l e s  chla-  

mydospores formées avan t  l e  t r a n s f e r t  perdent progressivement l e u r  capaci té  

de s e  déd i f fé renc ie r  e t  l e s  I C  dans l e  mi l ieu  de Sabouraud augmentent. 



F i g u r e  24 : A s p e c t  s c h é m a t i q u e  d ' u n  t h a l l e . a p r è s  48 h e u r e s  d e  
c u l t u r e  : les  20 p r e m i è r e s  h e u r e s  d a n s  l e  m i l i e u  ER-G p u i s  d a n s  
l e  m i l i e u  d e  S a b o u r a u d  ; c e r t a i n e s  c h l a m y d o s p o r e s  se s o n t  d é d i f -  
f é r e n c i é e s  (Cl e t  o n t  p r o d u i t  d e s  c e l l u l e s  e n  t o n n e l e t  (TOI. 

Ch1 = c h l a m y d o s p o r e s .  

4 
d l  d i s c u s s i o n  : l'ensemencement de 10 levures/ml de C. dbicana  en ER-G con- 

duit au développement des thalles pseudomycéliens sur lesquels on trouve des 

chlamydospores à partir de 15 heures de culture à 28OC. Cependant bien plus 

tôt, vers la 12ème heure de culture, les thalles ont déjà atteint un stade à 

partir duquel la différenciation peut se faire dans l'eau, en absence d'élé- 

ments nutritifs. Ce stade peut se comparer au "readiness" décrit pour la 

sporulation de SacchatromyceA ~ ~ e v h h e  (99). Nous l'appellerons stade d'ap- 

titude. D'après nos observations microscopiques, ce stade correspond morpholo- 

giquement à l'apparition des renflements granuleux des cellules apicales du 

pseudomycélium. L'apparition de ces granulations serait la première manifes- 

tation de la différenciation de ces cellules en protochlamydospore. Sans 

apport nutritif supplémentaire, la protochlamydospore produit une chlamydo- 

spore. La jeune chlamydospore est capable de bourgeonner, mais elle perd rapi- 

dement toute capacité d'évoluer dans le milieu de Sabouraud où on la place. 

Notre observation confirme celles de MILLER et Coll. (67) ,  et de RAUWNIS 

et Coll. (84). 



2.3.3. INFLUENCE DE LA LUMIERE. 

4 
Des f i o l e s  contenant 10 m l  de mil ieu ER-G e t  10 levures/ml sont  

incubées a 28'C e t  son t  é c l a i r é e s  selon d i f f é r e n t e s  modali tés  ; l e s  I C  son t  

déterminés après 24 heures de c u l t u r e .  

a l  c u l t u r e s  é c l a i r é e s  du  t e m p s  O a u  t e m p s  t p u i s  p l a c é e s  à l ' o b s c u r i t é  : l e s  

r é s u l t a t s  sont  indiqués par l a  courbe C de l a  f i g u r e  23. Un st imulus lumineux 

de p lus  de 6 heures appliqué a u  début de l a  c u l t u r e  inhibe  complètement l a  

chlamydosporulation ; un st imulus de 3 heures e s t  dé jà  fortement i n h i b i t e u r .  

b l  c u l t u r e s  p l a c é e s  à l ' o b s c u r i t é  j u s q u ' a u  t e m p s  t p u i s  é c l a i r é e s  j u s q u ' a u  

t e m p s  24 : l a  courbe D e t  l a  f i g u r e  23 montrent que l e  s t imulus lumineux d o i t  

debuter avant l e  temps 13 (h )  pour ê t r e  complètement i n h i b i t e u r .  S i  l e  stimu- 

lus  lumineux débute p lus  t a r d ,  il e s t  de moins en moins i n h i b i t e u r  e t  peut  

même a v o i r  une a c t i o n  légèrement s t imulante .  

C )  c u l t u r e s  r e c e v a n t  un s t i m u l u s  l u m i n e u x  p e n d a n t  4 h e u r e s  à p a r t i r  du  t e m p s  t : 

un s t imulus  lumineux durant 4 heures,  débutant  avant  t = 12 heures,  e s t  t o t a -  

lement ou quasi-totalement i n h i b i t e u r  de l a  chlamydosporulation ( f igure  23, 

courbe El .  

d l  c u l t u r e s  r e c e v a n t  un s t i m u l u s  d e  d u r é e  v a r i a b l e  a p p l i q u é  à p a r t i r  d e  l a  

6ème h e u r e  d e  c u l t u r e  : l e s  courbes C ,  D e t  E de l a  f i g u r e  23 montrent que des 

c u l t u r e s  recevant de l a  lumière e n t r e  l a  6ème e t  l a  10ème heure,  q u e l l e s  que 

so ien t  l e s  modalités d ' a p p l i c a t i o n ,  ne produisent  pas de chlamydospores. Nous 

avons voulu connaî t re  l a  durée minimale d'un st imulus i n h i b i t e u r  durant  c e t t e  

période : l a  f igure  25 montre qu'un st imulus de 30 mn est fortement i n h i b i t e u r ,  

e t  qu'un stimulus de 1 heure l ' e s t  complètement. 

F i g u r e  25 : I n d i c e s  d e  c h l a m y d o -  
s o o r u l a t i o n  ( I C I  d e  Candida de- 
bicam c u l t i v é  d a n s  l e  m i l i e u  
ER-G en f o n c t i o n  d e  l a  d u r é e  ( d l  
d  ' u n  s t i m u l u s  l u m i n e u x  d é b u t a n t  
a p r è s  6 h e u r e s  d e  c u l t u r e .  



e )  d i s c u s s i o n  : nos observations de l a  photoinhibi t ion  de l a  chlamydosporula- 

t i o n  sont  en accord avec l e s  r é s u l t a t s  d'ANDRIEU e t  Col l .  ( 1 ) .  SALTARELLI e t  

Coll.  (90) n 'observent  c e t t e  photoinhibi t ion  qu'avec une seu le  souche, mais 

i l s  u t i l i s e n t  des i n t e n s i t é s  lumineuses beaucoup p lus  f a i b l e s  que l e s  nô t res .  

Par rappor t  à ces  travaux a n t é r i e u r s ,  nous apportons des  p réc i s ions  supplé- 

mentaires s u r  l e s  s t a d e s  du développement sens ib les  à l a  lumiere : pendant l e s  

premières heures de l a  c u l t u r e ,  l a  photoinhibi t ion  n ' e s t  que p a r t i e l l e  

( f igure  23C) ; un st imulus lumineux d'une durée de 30 mn e s t  i n e f f i c a c e  s ' i l  

débute moins de 1 heure apres  l ' i n o c u l a t i o n  du mi l ieu  ; un t e l  stimulus l u m i -  

neux e s t  e n s u i t e  i n h i b i t e u r  de l a  chlamydosporulation. On remarque donc 

que l a  lumière e s t  ine f f i cace  durant  l e  temps de la tence  de l a  c u l t u r e  mais 

q u ' e l l e  devient  e f f i c a c e  dès que l e s  levures  ensemencées commencent à bour- 

geonner ; une expérience complémentaire confirme c e l a  : on p lace  l e s  levures 

qu i  s e r v i r o n t  à inoculer  l e s  f i o l e s  d'ER-G dans du mi l ieu  de Sabouraud con- 

tenant  de l 'hydroxyurée 0 , l  M durant  2 heures. De c e t t e  manière l e s  levures  

commencent l e u r  cyc le  de d iv i s ion .  E l l e s  émettent un bourgeon, mais l e u r  

noyau ne s e  d i v i s e  pas c a r  l 'hydroxyurée bloque l a  synthèse de l ' A D N .  Ces ce l -  

l u l e s  bloquées en phase S de d iv i s ion  s o n t  récupérées par  cen t r i fuga t ion  e t  en- 

semencées en ER-G. E l l e s  sont  immédiatement sens ib les  à un st imulus lumineux 

de  30 mn. Les c u l t u r e s  i n i t i é e s  de c e t t e  manière sont  synchrones (pendant 

l e s  deux premiers cycles  de d i v i s i o n ) .  Nous avons observé qu'un stimulus 

lumineux de 30 mn e s t  e f f i c a c e  quel  que s o i t  l e  moment du c y c l e  où il e s t  

appliqué. I l  s u f f i t  donc, apparemment, que l e  métabolisme c e l l u l a i r e  fonctionne 

pour que l a  lumière s o i t  i n h i b i t r i c e  de l a  chlamydosporulation. 

En f a i t ,  l a  lumière inhibe  l a  formation du pseudomycélium e t  o r i en te  

l e  développement dans l e  mi l ieu  ER-G v e r s  l a  forme levure.  Les levures a i n s i  

formées continuent  à s e  d i v i s e r  sous forme de levures à l ' o b s c u r i t é  dans l e u r  

mil ieu d ' o r i g i n e  ou s i  e l l e s  sont  t r a n s f é r é e s  dans l e  surnageant d'une c u l t u r e  

du même âge e f fec tuée  l ' o b s c u r i t é  ou même en ER-G n 'ayant  jamais é t é  ense- 

mencée auparavant.  La p o s s i b i l i t é  pour ces  levures de se développer sous forme 

de pseudomycélium ne sera  r e s t au rée  qu 'après  c u l t u r e  s u r  mi l i eu  de Sabouraud 

e t  subcul ture  en ER-G. Ce phénomène s e r a  i n t e r p r é t é  au paragraphe 3.2.3.2. 

Les courbes D e t  E de l a  f i g u r e  23 sont  décalées ve r s  l a  d r o i t e  

de l a  courbe A de l a  même f igure .  Cela indique que l e s  t h a l l e s  q u i  ont  passé  

l e  s t ade  d ' a p t i t u d e  d é f i n i  pa r  l e s  t r a n s f e r t s  dans l ' e a u ,  s o n t  encore sens ib les  

a l a  lumière. L ' i r r a d i a t i o n  par  l a  lumière blanche d'une protochlamydospore 



l'empêche donc de produire une chlamydospore ; c'est ce que confirme notre 

insuccès lorsque nous avons voulu dessiner la formation de la chlamydospore 

pour la présenter sur la figure 4 ; dans les conditions rencontrées dans le 

faisceau lumineux du microscope les protochlamydospores forment du psendo- 

mycélium. 

Nous ne pouvons donner aucune explication pour la légère stimula- 

tion de la chlamydosporulation déclenchée par la lumière après 18 ou 20 'heures 

de culture. L'expérience a été répétée plusieurs fois et cette stimulation a 

été retrouvée chaque fois. 

2.3.4. INFLUENCE DE LA DENSITE D'ENSEMENCEMENT. 

a l  t r a n s f e r t  d a n s  l ' e a u  : nous avons déjà montré l'influence de la densité 

d'ensemencement sur 1'IC : lorsque la densité d'ensemencement est supérieure à 
4 

10 levures/ml, la taille des thalles de 24 heures est plus petite, IC diminue, 

mais le nombre de chlamydospores produites par ml reste constant pour les 

densités d'ensemencement comprises entre lo4 et 1 o5 levures/ml . Nous avons en- 
semencé au temps O des fioles contenant 10 ml de milieu ER-G à raison de 
4 5 

10 et 10 levures/ml ; les thalles sont ensuite transférés au temps t dans de 

l'eau déminéralisée, et le nombre de chlamydospores par ml est déterminé au 

temps 24. La figure 26 montre que le stade d'aptitude la chlamydosporulation 

apparaît plus tardivement si 1 ' inoculum est plus faible. 

Ch1 /ml 
F i  u r e  26 : Nombre d e  c h l a m y d o s p o r e s  , X 1 O  dBcana;h 

4 
a d b i c c r v i n  p a r  m l  de  c u l t u r e  

I C h l / m l l  e n  f o n c t i o n  d e  l ' h e u r e  d e  8 - 
t r a n s f e r t  d a n s  l ' e a u  ( t l .  - 
O : i n o c u l u r n  de 104 l e v u r e s / m l  

: i n o c u l u r n  de  105 l e v u r e s / r n l  
6 - 

- 
4 - 

2 - 
- 

O 

P 

O 
1 I i 

O 5 10 15 t (h)  



b l  t r a n s f e r t s  r é c i p r o q u e s  : au temps O de l'expérience, 2 séries de fioles sont 
4 

ensemencées 2 raison de 10 et lo5 levures par ml. Au temps t, une fiole de 
chaque série est centrifugée, puis les culots sont lavés une fois l'eau dé- 

minéralisée et remis en suspension dans le milieu de culture qui n'était pas 

le sien. On détermine au temps 24 les IC qui sont indiqués sur la figure 27 : 

au temps 7 ou 8 , le transfert de 1 ' inoculum de lo4 levures/ml dans le milieu 
qui contenait 10' levures/ml induit immédiatement la ~hlarn~do~porulation sur 

des thalles de petite tailles, ce qui se traduit par un IC de 2,5 A 3. 

F i g u r e  2 7  : I C  d e  C. a t b i c a u  e n  f o n c t i o n  d e  l ' h e u r e  d e  t r a n s f e r t  
r é c i p r o q u e  ( t l  d e  2  c u l t u r e s .  

1 C 

O = t h a l l e s  o b t e n u s  à p a r t i r  d ' u n  i n o c u l u m  d e  ? O 4  l e v u r e s / m l  e t  t r a n s f é r é s  à t 
d a n s  l e  m i l i e u  d e  c u l t u r e  c o r r e s p o n d a n t  à l ' i n o c u l u m  d e  l o 5  l e v u r e s / m l  ; 

= t h a l l e s  o b t e n u s  à p a r t i r  d ' u n  i n o c u l u m  d e  105  l e v u r e s / m l  e t  t r a n s f é r é s  à t 
d a n s  l e  m i l i e u  d e  c u l t u r e  c o r r e s p o n d a n t  à l ' i n o c u l u m  d e  I o 4  l e v u r e s / m l  ; 

--- = v a l e u r  d e  1 ' I C  d ' u n e  c u l t u r e  à p a r t i r  d ' u n  i n o c u l u m  d e  l o 4  l e v u r e s / r n l  
non t r a n s f é r é e  ; 

. . . = v a l e u r  d e  1 ' I C  d ' u n e  c u l t u r e  à p a r t i r  d ' u n  i n o c u l u m  d e  ?05 l e v u r e s / m l  
non t r a n s f é r é e  . 

5 c 1 d i s c u s s i o n  : lorsqu'on ensemence IO* ou 10 levures/ml, le développement 

des thalles, durant les premières heures, est identique et il est impossible 

de distinguer après 6 heures de culture les thalles issus de ces deux types 

de culture. Cependant le stade d'aptitude est atteint d'autant plus rapidement 

que l'inoculum est plus dense. En l'absence de transfert, si l'inoculum est 



dense, les chlamydospores sont produites sur des thalles plus petits et 1'IC 

est plus faible. 

L'expérience de transfert réciproque semble indiquer que c'est la 

composition du milieu de culture à un moment donné qui amène certaines cellu- 

les du thalle (en effet, toutes les cellules du thalle ne produisent pas des 

chlamydospores) au stade d'aptitude qui conduira à la formation des chlamy- 

dospores. La composition du milieu de culture varie par épuisement des éléments 

nutritifs et par enrichissement en produits de métabolisme excrétés par le 

Champignon. Il ne nous est pas possible d'indiquer la nature du stimulus effi- 

cace. Toutefois dans l'hypothèse d'une induction par épuisement des éléments 

nutritifs, le seuil devrait correspondre à une concentration non nulle d'au 

moins l'un des constituants puisque le simple transfert dans l'eau qui cor- 

respond à la disparition totale de tous les éléments nutritifs ne déclenche 

pas la chlamydosporulation. 

2 . 3 . 5 .  CONCLUSION. 

L'étude du déroulement de la morphogénèse au cours de la chlamydo- 

sporulation de C .  albicann nous a permis de mettre en évidence un stade d'ap- 
titude qui peut servir de point de repère. Après le stade d'aptitude, la cul- 

ture est encore capable de s'orienter dans une autre voie que celle de la 

chlamydosporulation, par exemple si on lui applique un stimulus lumineux ou si 

on la transfère dans du milieu de Sabouraud. 

11'4 PHÉNOMÈNES RESPIRATOIRES ET PRODUCTION DES CHLAMYDOSPORES 

Nous présenterons dans ce paragraphe des faits qui évoquent plus 

ou moins directement l'intervention des ph6nomènes respiratoires dans le dérou- 

lement de la morphogénèse : levure + pseudomycélium -tchlamydospores. 

Il est classique de dire que la chlamydosporulation de C. dbicann 
se produit en semi-anaérobiose que l'on crée habituellement en recouvrant 



l'inoculum d'une lamelle. Cette idée semble si bien assurée que nous avions 

pensé, avant d'entreprendre notre étude, produire les chlamydospores dans une 

veine liquide placée entre deux lames de verre. Cependant à cause de la com- 

plication que représentait un tel dispositif, nous avons tenté des cultures en 

fioles qui nous ont donné satisfaction. Sur les milieux gélosés classiques, 

nous obtenions des chlamydospores acssi bien sous la lamelle qu'a l'extérieur. 

Mais il n'est pas possible de mettre en doute les travaux anciens et il 

fallait trouver la cause de notre désaccord. 

INFLUENCE LAMELLE. 

Nous avons entrepris de déterminer le nombre de chlamydospores 

par unité de surface, sur milieu gélosé, le long d'un trajet passant sous une 

lamelle. La densité d'ensenencement étact une condition importante de la 

chlamydosporulation, nous avons fait nos mesures avec des inoculums plus ou 

moins denses. 

Les cultures sont effectuées dans des boîtes de Pétri de 8 cm de 

diametre intérieur contenant 25 ml de milieu Riz-Agar-Tween. On étale sur 
6 7 8 toute la surface de la boîte 1 ml de suspension contenant 10 , 10 ou 10 le- 

vures issues d'une culture de 24 heures à 37OC sur milieu de Sabouraud gélosé. 

Nous déposons ensuite au centre de la boîte une lamelle de 22 x 32 mm, flambée. 

Après 24 heures d'incubation à 28OC,à l'obscurité, nous déterminons le nombre 

de chlamydospores dans une bande de 0,s mm de côté, passant sous la lamelle 

et débordant de 5 mm de chaque côté. Cette bande est divisée en carrés de 

0,5 mm de côté pour la numération. Pour la réalisation de ces mesures nous 

observons, à l'aide d'une chambre claire, la culture et un quadrillage étalon- 

né. 

La figure 28 présente les histogrammes obtenus : signalons d'abord 

les artéfacts en bordure de la lamelle. Lors du dépôt de celle-ci, on chasse 

une partie de l'inoculum le long d'une ligne ce qui perturbe les résultats. 

Néanmoins, grâce a la symétrie du dispositif il est possible de corriger ces 
erreurs. 

Il faut ensuite faire plusieurs remarques : 



F i g u r e  28 : I n f l u e n c e  d ' u n e  l a m e l l e  r e c o u v r a n t  l a  c u l t u r e  s u r  l a  
p r o d u c t i o n  d e s  c h l a m y d o s p o r e s  d e  Candida db ica ru  c u l t i v é  s u r  
m i l i e u  Riz-Agar-Tween d a n s  d e s  b o i t e s  d e  P é t r i  d e  8 cm d e  d i a m è t r e .  

- ~ ., , L e s  h i s t o g r a m m e s  i n d i q u e n t  l e  nombre d e  c h l a m y d o s p o r e s  ( C n l l  p a r  c a r r é  d e  
i ; 0 ,5  mm d e  c ô t é  l e  l o n g  d ' u n e  b a n d e  p a s s a n t  s o u s  l a  l a m e l l e .  D i f f é r e n t e s  
.. --*' d e n s i t é s  d ' ensemencement  o n t  é t é  u t i l i s é e s .  

L e s  "O" i n d i q u e n t  les  b o r d s  d e  l a  l a m e l l e ,  e t  s o n t  d i s t a n t s  d e  22 mm. 



a) les résultats sont différents selon la densité d'ensemencement ; 

b) on observe des frontières nettes entre zones avec et sans chlamydospores. 
Nous avons constaté que ces frontières se déplacent ; en effet si l'on observe 
les cultures après 48 heures au lieu de 24 heures, les chlamydospores sont aussi 
nombreuses d'un bord à l'autre de la lamelle pour les densités d'ensemence- 
ment de 106 et 107 levures/boîte. Le déplacement de frontière dans le phénomè- 
ne de chlamydosporulation de Candida debicau a été observé et mentionné par 
ASCHNER dès 1958 (4). Personne depuis, a notre connaissance, ne s'est intéres- 
sé ce phénomène. Nous montrerons que la théorie des catastrophes peut l'in- 
terpréter (paragraphe 3.2.2) ; 

c) les résultats obtenus avec la densité d'ensemencement la plus forte (108 le- 
vures/boite) correspondent à ce qui est dit classiquement : les chlamydospores 
apparaissent sous la lamelle, près du bord. Pour les plus faibles densités 
d'ensemencement, on observe des chlamydospores en dehcrs de la lamelle. 108 
levures par boîte correspondent à 4 x 106 levures par ml de milieu et effecti- 
vement, dans ces conditions, nous n'obtenons pas de chlamydospores dans nos 
milieux liquides. Il y a une interdépendance de la densité d'ensemencement 
et de l'anaérobiose et cela explique notre désaccord initial. 

BAKERSPIGEL (6) avait fait une remarque dans ce sens : il est fré- 

quent d'ensemencer en stries pour produire les chlamydospores de C .  dbicafi5 ; 
BAKERSPIGEL observe que, selon lui, les chlamydospores apparaissent en bordure 

de la strie sous la lamelle, alors que selon ASCHNER (4) qu'il cite, elles 

apparaissent au milieu de la strie. Nous pouvons supposer que BAKERSPIGEL "a 

la main plus lourde" qu1ASCHNER si bien que la densité cellulaire au milieu 

de la strie est trop élevée et que les chlamydospores ne peuvent pas s'y former. 

Le dépôt d'une lamelle sur l'inoculum a donc bien une influence 

sur la chlamydosporulation : pour les fortes densités d'ensemencement il permet 

l'obtention de chlamydospores alors que sans lamelle on n'en observerait pas. 

Pour les faibles densités d'ensemencement l'effet est plus discret, puisqu'il 

se manifeste par un déplacement de frontière. Dans ce cas les chlamydospores 

apparaissent d'autant plus rapidement que le thalle qui la produit se trouve 

plus près du bord sous la lamelle. La distance sous la lamelle intervient sur 

le déroulement de la morphogénèse. 

Le dépôt de la lamelle crée un ou des gradients. Tous les auteurs 

qui se sont intéressés à la chlamydosporulation de C .  d b i c a n ~  supposent qu'il 

s'agit d'un gradient d'anaérobiose d'où l'expression semi-anaérobiose pour dé- 

signer la région près du bord sous la lamelle. Il faut cependant employer cette 

expression avec prudence. 



2.4.2. INFLUENCE D'INHIBITEURS RESPIRATOIRES : ANTIMYCINE A ET 

ACIDE SALICYL-HYDROXAMIQUE. 

Il existe chez Candida dbicanA, comme chez de nombreux organismes, 

une voie respiratoire insensible 3 l'antimycine A et au cyanure (55, 96). Cette 

voie est habituellement réprimée, mais elle se met 3 fonctionner avec un temps 

de latence de 10 minutes si on ajoute dans le milieu de culture de l'antimycine 

A ou du cyanure. Cette voie accessoire peut, elle-même, être inhibée par 

l'acide salicyl-hydroxamique (SHAM). 

Les expériences avec ou sans lamelle font soupçonner l'interven- 

tion des phénomènes respiratoires dans le déroulement de la morphogénèse que 

nous étudions et il est intéressant d'étudier le rôle éventuel de ces voies 

respiratoires. 

Les essais ont été réalisés dans le milieu "eau de riz glucosée 

a 0,25 g/l" (ER-G). Les fioles de Legroux contenant 10 ml de milieu sont ense- 
6 5 mencées à l'aide de 10 levures (10 levures/ml) issues d'une culture de 

24 heures à 37OC sur milieu de Sabouraud gélosé ; les cultures sont incubées 

à 28°C 2 l'obscurité. Nous avons utilisé la densitg d'ensemencement de 
5 10 levures/ml afin d'atteindre plus rapidement le stade d'aptitude. Les cul- 

tures sont comparées en utilisant le nombre de chlamydospores produites par 

ml de milieu, déterminé par comptage en cellule de Nageotte. 

Les inhibiteurs, antimycine A et SHAM, sont ajoutés dans les 

milieux,en solution dans du méthanol : 0,2 ml de solution méthanolique dans 

10 ml de milieu ou 10 ml d'eau dans le cas des transferts. Des témoins rece- 

vant 0,2 ml de méthanol dans 10 ml de milieu ou d'eau ont été réalisés. 

Voici les résultats d'un premier essai : 

ER-G ( t é m o i n )  

ER-G + m é t h a n o l  ( t é m o i n 1  

ER-G + a n t i m y c i n e  A 9 vM 

ER-G -+ SHAM 3,5 mM 

ER-G + a n t i r n y c i n e  A 9 PM 
+ SHAM 3,5 mM 



Le méthanol ajouté dans les cultures n'a pas d'effet sur la chla- 

mydosporulation. L'antimycine A est totalement inhibitrice ; en sa présence, 

il se forme des thalles "amas de levures" et rarement des rameaux pseudo- 

mycéliens. En présence de SHAM, l'inoculum commence son développement normale- 

ment ; nous observons après 24 heures de culture des thalles ~seudomycéliens, 

mais ceux-ci portent rarement des chlamydospores (100 fois moins que sur les 

témoins). Il ne s'agit pas d'un simple retard, car après 48 heures de culture 

le résultat est inchangé. 

La figure 29 indique l'influence de la concentration du SHAM. Ce 

composé est complètement inhibiteur de la chlamydosporulation pour les concen- 

trations supérieures ou égales à 7 mM ; cependant le développement des thalles 

est toujours pseudomycélien, même en présence de SHAM 14 mM. 

Figure 29 : Inf luence  de l a  concent ra t ion  de l ' a c i d e  s a l i c y l -  
hydroxarnique (SHAN1 a j o u t é  dans l e  mi l ieu  eau de r i z  glucosée 
à 0,25 g / l  s u r  l e  nombre de chlamydospores (chl /mll  p rodu i t e s  

O 0,2 0,4 0,8 1,83,5 7 14 S H A M m M  



F i g u r e  30 : Nombre d e  c h l a m y d o s p o r e s  p a r  m l  I c h l / m l l  en  f o n c t i o n  d e  l ' h e u r e  
('cl d e  t r a n s f e r t  d e s  t h a l l e s  d a n s  l ' e a u  .-a, ou d e  l ' h e u r e  ( t l  à l a q u e l l e  
on a j o u t e  d a n s  l e s  c u l t u r e s  d e  l ' a n t i m y c i n e  A I O  pfl f i n a l l  A - A ,  du SHAN 
( 3 , 5  mN f i n a l l  a-0, ou d u  m é t h a n o l  ( t é m o i n )  v-v . 

F i g u r e  31 : Nombre d e  c h l a m y d o s p o r e s  p a r  m l  [ c h l / r n l l  e n  f o n c t i o n  d e  l ' h e u r e  
( t l  d e  t r a n s f e r t  d a n s  d e s  t h a l l e s  d a n s  l ' e a u  ( d é t e r m i n e  l e  s t a d e  d ' a p t i -  
t u d e l  *-O ou 1 ' e a u  + m é t h a n o l  v-v ou l ' e a u  + a n t i m y c i n e  A-A ou 1 ' e a u  + 

a c i d e  s a l i c y l - h y d r o x a m i q u e  o- o . 



Nous avons également étudié l'influence de l'antimycine A et du 

SHAM en fonction du déroulement de la morphogénèse en utilisant comme point 

de repère le stade d'aptitude défini précédemment. Dans un essai, nous avons 

ajouté dans les fioles, après une durée de culture variable, de l'antimycine A 

(9 pl4 final), du SHAM (3,s mM final) ou du méthanol ; en même temps les thal- 

les d'une fiole étaient transférés dans l'eau. Les résultats obtenus (figure 

30) montrent que les inhibiteurs doivent être ajoutés avant le stade d'apti- 

tude pour inhiber la formation des chlamydospores. 

Dans un autre essai, les thalles ont été transférés après une du- 

rée de culture variable dans de l'eau, ou de l'eau + antimycine A 9 pl4 ou 

de l'eau + SHAM 3,s mM ou de l'eau + méthanol. La figure 31 indique que,dans 

ces conditions de transfert, les thalles sont encore sensibles aux inhibi- 

teurs après le stade d'aptitude, ce qui semble contradictoire avec les 

résultats précédents ; les inhibiteurs n'agissent pas de la même manière en 

présence du milieu de culture qu'en présence d'eau. 

L'ensemble de c'es résultats montre que la voie respiratoire sensible 

à l'antimycine A est indispensable au développement sous forme pseudomycélium. 

L'action de l'antimycine A est semblable a celle de la lumière, c'est une 
orientation vers un développement levures groupées en amas. L'influence du 

SHAM est plus inattendue et plus intéressante. En effet, selon SHEPHERD et 

Coll. (96) on ne connaît pas le rôle de la voie insensible à l'antimycine. 

Il semble qu'elle intervienne dans le phénomène de chlamydosporulation, mais 

nos expériences ne sont pas suffisantes pour préciser selon quelles modalités ; 

cependant, on peut affirmer que le SHAM n'empêche pas la formation du pseudo- 

mycélium et intervient donc sur la transformation pseudomycélium -tchlamy- 

dospore. 

2.4.3. INFLUENCE DU CHLOMPHENICOL. 

Chez les eucaryotes, le chloramphénicol est un inhibiteur de la 

synthèse des protéines mitochondriales. Nous avons mis en évidence son action 

inhibitrice sur la chlamydosporulation de Candida dbicanh . 

Les chlamydospores sont produites en ensemengant lo4 levures/ml 

dans 10 ml de milieu eau de riz glucosée a 0,25 g/i. contenant différentes 



concentrations de chloramphénicol. L'essai est conduit en fioles de Legroux 

incubées 24 heures à 28OC 3 l'obscurité. L'inoculum est obtenu par culture de 

24 heures à 37OC sur milieu de Sabouraud gélosé. L'indice de chlamydosporula- 

tion permet d'apprécier l'inhibition. La figure 32 montre que le chloramphé- 

nicol à la concentration de 600 pg/mlinhibe presque totalement la chlamydo- 

sporulation. L'examen des cultures montre de plus que,pour cette concentration 

d'antibiotique, le développement de Candida atbicam se fait sous forme de 
levures et non de pseudomycélium. 

Figure 32 : Indices  de chlarnydosporulation ( I C I  de Candida d b i -  
Cam c u l t i v é  24 heures  à 28OC à l ' o b s c u r i t é  dans de l ' e a u  d e  r i z  
glucosée à 0,25 g / l ,  en fonc t ion  de l a  concent ra t ion  d e  chlorarn- 
phénicol a j o u t é  dans l e  mi l ieu .  

O 1 1 O 1 O0 1000 
Chloramphénicol vg/ml 

Nous avons aussi cherché à quel stade du développement agit le 

chloramphénicol : pour cela des thalles sont transférés après une durée de 

culture variable soit dans de l'eau, soit dans une solution aqueuse de chlo- 

ramphénicol ( 1  g/l) ; nous avons, dans le même essai, ajouté après une du- 

rée variable de culture du chloramphénicol dans les fioles d'une série (con- 

centration finale de chloramphénicol : 1 g/l). L'expérience de transfert 

montre que le chloramphénicol n'est pas inhibiteur après le stade d'aptitude 

(figure 33). Le chloramphénicol est actif s'il est ajouté dans les cultures 

au plus tard une heure avant le stade d'aptitude. 



F i g u r e  33 : Nombre d e  c h l a r n y d o s p o r e s  p a r  m l  ( c h l / r n l l  e n  f o n c t i o n  
d e  l ' h e u r e  ( t l  : 

a : d e  t r a n s f e r t  d e s  t h a l l e s  d a n s  l ' e a u  
0 : d e  t r a n s f e r t  d e s  t h a l l e s  d a n s  u n e  s o l u t i o n  a q u e u s e  d e  c h l o r a m p h é n i c o l  

(1 g / l l  
: à l a q u e l l e  o n  a j o u t e  d u  c h l o r a r n p h é n i c o l  [ 1  g / l l  d a n s  l a  c u l t u r e .  

Il faut enfin signaler que certains auteurs (11, 31) utilisent le 

chloramphénicol comme antibiotique antibactérien dans des milieux de chlamydo- 

sporulation de Candida aLbican6. 11s utilisent une concentration de 250 pg/ml 

qui n'est pas inhibitrice. Nos résultats devraient cependant faire abandonner 

cet antibiotique lorsqu'on veut obtenir des chlamydospores. 

2.4.4. DISCUSSION. 

La discussion de l'importance des phénomènes respiratoires sur le 

déroulement de la morphogénèse conduisant a la production des chlamydospores 

de CUM&CL d b i ~ d n 6  doit tenir compte des travaux de ANDRIEU et Coll. (1) sur 



la photoinhibition de la chlamydosporulation. Ces auteurs ont en effet montré 

la concordance du spectre d'action de la lumière avec le spectre d'absorption 

de la levure pour la radiation de 414 nm. Ils constatent également que "si 

l'on compare l'allure de la réponse biologique de Candida dbicalzn à l'action 

de la lumière avec le spectre d'action décrit chez SacchLULomyca ~ U t e v h k e  

au cours de la photoinhibition de l'adaptation respiratoire (42) on peut envi- 

sager une réponse similaire et émettre l'hypothèse de l'inhibition de cyto- 

chromes et en particulier de l'inhibition de la synthèse de la protoporphyrine" 

Il nous faut aussi bien distinguer les étapes de la morphogénèse 

conduisant la production des chlamydospores et repérer à quelle(s) étape(s) 

interviennent les différents facteurs ou substances inhibitrices étudiées : 

ces étapes sont les suivantes : 

a) transformation de la forme levure ensemencée en forme pseudomycélium ; 

b) croissance sous forme pseudomycélium ; 

C) production des protochlamydospores et des chlamydospores par le pseudo- 
mycélium. 

La lumigre est inhibitrice au cours de ces trois étapes. Il faut 

de plus souligner deux faits : 

1) si on éclaire des levures en phase de croissance dans le milieu de Sabouraud 
et qu'on utilise ces levures pour ensemencer du milieu ER-G incubé ensuite 3 
l'obscurité, on obtient des chlamydospores ; 

2) une culture en milieu ER-G éclairée est orientée vers la levure. Si on uti- 
lise ces levures pour ensemencer de nouvelles fioles d'ER-G placées à l'obscu- 
rité le développement se poursuit sous forme levure. Mais on pourra restaurer 
la possibilité pour ce type de levure de se transformer en pseudomycélium par 
culture dans du milieu de Sabouraud et subculture dans du milieu ER-G à b'obs- 
curité. Par conséquent une levure obtenue sur milieu de Sabouraud éclairé ou 
non est différente d'une levure obtenue sur milieu ER-G éclairé. Ces levures 
ont donc une mémoire et on observe une sorte de phénomène d'hystérésis ; il ne 
suffit pas de cesser l'éclairement pour revenir en arrière et obtenir du 
pseudomycélium, et pourtant les levures "ER-G éclairées" n'ont pas perdu leur 
capacité de se transformer en pseudomycélium mais elles doivent repasser par 
le type levure "Sabouraud". Nous verrons que la théorie des catastrophes permet 
de donner une interprétation de l'ensemble de ces faits (paragraphe 3-2.3.2). 

L'antimycine A est inhibitrice également au cours des trois étapes 

et son action se manifeste de la même manière que celle de la lumière. 

JEREBZOFF-QLJINTIN et Coll. ( 5 0 )  notent également que l'antimycine A peut rempla- 

cer l'action de la lumière pour stimuler la caroténogénèse chez LepRaapkambx 

~n i~hc tLü  et que dans ce système le photorécepteur comporterait plusieurs 

porphyrines. 



L'action de l'acide salicyl-hydroxamique est intéressante car elle 

semble indiquer que la voie respiratoire secondaire, insensible à l'antimycine 

Alfonctionne au moins a partir du stade d'aptitude et qu'elle est indispensa- 

ble à la formation des chlamydospores. 

L'influence des phénomènes respiratoires et de la synthèse des 

protéines mitochondriales sur la transformation levure -mycélium a été 

étudiée chez les mucorales (78, 92, 137) et chez deux espèces d~Endamgcop& 

(33, 125). L'antimycine A et le chloramphénicol orientent la morphologie de 

ces Champignons vers la forme levure, ce qui correspond nos observations 

bien que, dans nos expériences, la forme obtenue en absence d'inhibiteur soit 

du pseudomycélium et non du mycélium. 

L'influence de la lamelle dépend de la densité d'ensemencement et 

cette interdépendance des facteurs est très intéressante : elle explique les 

résultats contradictoires dont la littérature est remplie, et elle devrait 

susciter davantage l'intérêt des chercheurs. C'est un fait tellement banal 

(l'eau bout à une température différente selon la pression qu'elle subit, par 

exemple) qu'on n'y prête plus guère attention. Comment expliquer l'interdépen- 

dance de facteurs comme la densité d'ensemencement, l'"anaérobiose", la concen- 

tration de glucose et le pH ? On pourrait bien dire'que plus les cellules sont 

nombreuses et plus elles consomment d'oxygène et donc plus elles provoquent 

une anaérobiose : densité d'ensemencement et anaérobiose devraient agir dans le 

même sens et on devrait pouvoir remplacer la lamelle par une plus forte densi- 

té d'ensemencement, on observe malheureusement le phénomène inverse. Les choses 

ne sont pas si simples et encore une fois la théorie des catastrophes peut 

venir à notre secours. 

1 1 , 5  CONCLUS I O N  

Les phénomènes morphogénétiques en culture sont sensibles aux con- 

ditions initiales. L'étude des conditions de culture conduisant à la production 

d'une certaine forme, la chlamydospore chez Candida d b i c ~  en ce qui concerne 

ce travail, nécessite donc l'exploration d'un espace multidimensionnel dans 



l eque l  son t  repérées l e s  condi t ions  i n i t i a l e s .  Cer ta ines  régions de c e t  es-  

pace sont  s t ab les ,  c 'est à d i r e  conduisent toujours  à l a  même forme malgré 

de p e t i t e s  per turbat ions .  D'autres régions son t  i n s t a b l e s  ; l e s  expériences 

r é a l i s é e s  à p a r t i r  de  ces régions  ne sont  pas  reproduct ib les .  

Nous avons montré que l a  chlamydosporulation de candi& C & b k c ~  

e s t  sens ib le  l a  d e n s i t é  d'ensemencement, à l a  prépara t ion  des  c e l l u l e s  de 

l ' inoculum (condit ions de p r é c u l t u r e ) ,  à l a  concentra t ion  des c o n s t i t u a n t s  

du mi l i eu ,  en p a r t i c u l i e r  g lucose ,  (NH ) SO e t  NaOH, aux condi t ions  d 'aéro-  
4 2  4 

biose .  Nous avons a u s s i  montré qu'aucune substance ex t raord ina i re ,  comme l e  

tween 80 ou l a  N-acétyl-D-glucosamine, n ' e s t  indispensable dans l a  composi- 

t i o n  i n i t i a l e  du mi l i eu  de c u l t u r e .  

Cer ta ins  milieux n a t u r e l s  s e  t rouvent  dans des régions p a r t i c u l i è -  

rement s t a b l e s .  Ils on t  é t é  sé lec t ionnés  pa r  l a  p ra t ique  ; l e  mi l ieu  Riz-Agar- 

Tween e s t  parmi ceux-là. Leur remplacement pa r  un mi l ieu  synthét ique ne s'impose 

pas sauf dans c e r t a i n s  cas p a r t i c u l i e r s  : études  physiologiques ou biochimiques 

p a r  exemple. 

L ' influence des condi t ions  i n i t i a l e s  s u r  l e  déroulement du proces- 

sus  morphogénétique e s t  i n t é r e s s a n t e  à considérer .  Nous avons dé jà  montré que 

l e s  chlamydospores appara issent  plus ou moins t ô t ,  se lon  l a  d e n s i t é  d'ensemen- 

cement ou l e s  condit ions d 'aérobiose .  Nous d i rons  ul tér ieurement l e  p a r t i  que 

l ' o n  peut  t i r e r  de c e s  observations.  

On pourra cependant reprocher à c e t t e  étude physiologique de l a  

chlamydosporulation d ' ê t r e  t r è s  incomplète ; on d i r a  probablement que nous 

sommes r e s t é  "autour des phénomènes r e s p i r a t o i r e s "  a l o r s  q u ' i l  é t a i t  poss ib le  

de l e s  disséquer.  Nous aurions dû comparer l e s  levures  "Sabouraud", l e s  Pe- 

vures "ER-G éc la i rées" ,  l e  pseudomycélium e t  l e s  chlamydospores en l e s  broyant  

e t  en i s o l a n t  d i f f é r e n t e s  molécules que nous aur ions  dû doser.  Nous aur ions  

dû a u s s i  i s o l e r  l e s  mitochondries des d i f f é r e n t e s  formes e t  l e s  é tud ie r .  Nous 

aur ions  dû également f a i r e  a g i r  de p lus  nombreux i n h i b i t e u r s  e t  essayer de 

nous y retrouver dans l e  dédale des voies métaboliques. Nous ne l ' avons  pas  

f a i t .  C ' e s t  peut-être à cause de not re  incompGtence ; mais l a  compétence né- 

c e s s a i r e  peut  s ' a c q u é r i r  ; il f a u t  a l o r s  incriminer n o t r e  paresse : à quoi 

bon t o u t  casse r ,  é t a l e r  l e s  morceaux dans de ncmbreuses publ ica t ions  s i  c e l a  

ne permet jamais d ' a v o i r  une hypothèse g lobale ,  un modèle du fonctionnement 

de l ' o b j e t  de nos é tudes  ? I l  ne s u f f i t  pas non p l u s  que l e  modèle s o i t  



une s u i t e  d 'équations q u i  "co l l en t "  p lus  ou moins bien aux r é s u l t a t s  expéri-  

mentaux. Ce que nous recherchons, c ' e s t  un schéma généra l  q u i  puisse  expliquer 

l e s  d i v e r s  comportements de  n o t r e  système. Nous croyons que l a  t h é o r i e  des 

ca tas t rophes  peut  répondre à no t re  a t t e n t e .  La voie  que nous avons cho i s i e  e s t  

sans doute d i f f i c i l e  ; no t re  paresse  n ' e s t  pas l e  r e f u s  de t o u t  e f f o r t  mais 

l e  r e f u s  d'un e f f o r t  q u i  ne nous a pas  paru t r è s  u t i l e .  





I 1 1 , THEORI  E DES CATASTROPHES ET MORPHOGENESE 

CE CANDIDA A L B I C A N S  

Nous l ' avons  annoncé précédemment : après  ce catalogue de f a i t s  re- 

l a t i f s  à l a  chlamydosporulation de Ca~dida albicaah, nous a l l o n s  t e n t e r  d ' en  

donner une i n t e r p r é t a t i o n  ; c e l a  nous conduira à des idées  nouvelles q u ' i l  

s ' a g i r a  de v é r i f i e r  expérimentalement ; des vo ies  se ron t  ouver tes . . .  

Notre i n t e r p r 6 t a t i o n  s e r a  f a i t e  dans l e  cadre de l a  t h é o r i e  des  

ca tas t rophes  ; il nous f a u t  d'abord exposer c e r t a i n s  aspects  de c e t t e  théor ie .  

La bande dessinée de STEWART (105) peut f a c i l i t e r  l a  compréhension des pro- 

chains  paragraphes. 

1 1 1 ,\I LA THÉORI E DES CATASTROPHES 

3.1.1. PRESENTATION. 

La théor ie  des  ca tas t rophes  (T.C.) e s t  l e  r é s u l t a t  des  t ravaux du 

mathématicien THOM s u r  l a  s t a b i l i t é  s t r u c t u r e l l e  des  fonctions : "é tan t  donné 

"une forme" géométriquement d é f i n i e  par  l e  graphe d'une fonction F (x) par  

exemple, on s e  propose de savoir  s i  c e t t e  fonct ion  e s t  "structurel lement s t a -  

b l e " ,  c ' e s t  à d i r e  s i  en per turbant  l a  fonction F suffisamment peu, l a  fonct ion  



per turbée  G = F + 6 F a  encore l a  même forme (topologique) que l a  fonct ion  F 

i n i t i a l e "  (THOM, 112).  A l a  même époque où il é tud ie  l a  s t a b i l i t é  s t r u c t u r e l l e  

des fonct ions ,  THOM lit des  t r a i t é s  d'embryologie. La T.C. e s t  née de l a  ren- 

con t re  de ces  deux types d 'é tudes .  C ' e s t  une théor ie  de l a  forme, des pro- 

cessus de c réa t ion  e t  de des t ruc t ion  de l a  forme ; l a  na ture  du s u b s t r a t  de l a  

forme peut  ê t r e  ma té r i e l l e  ou non (112).  

Un a u t r e  mathématicien, ZEEMAN, a  é l a r g i  l e  champ d ' app l i ca t ion  de 

l a  T.C. en l a  p laçant  dans l e  cadre d 'une " théor ie  des systèmes" avec une 

o r i e n t a t i o n  vers  l a  p ra t ique ,  l e s  r é s u l t a t s  concre ts  : l a  T.C. permet de dé- 

c r i r e  des phénomènes dans l e sque l s  des v a r i a t i o n s  continues des  paramètres 

produisent  une v a r i a t i o n  b r u t a l e  d'une va r i ab le .  De t e l s  phénomènes e x i s t e n t  

en physique ( t r a n s i t i o n s  de phase ) ,  en physiologie (not ion  de s e u i l )  e t  dans 

de nombreux a u t r e s  domaines. La T.C. permet donc de modéliser un phénomène 

l o c a l  : une d i scon t inu i t é .  E l l e  permet une théor i sa t ion  de c e s  phénomènes : 

e l l e  s 'appl iquera  à des l o i s  q u a n t i t a t i v e s  p réc i ses  (en mécanique par  exemple) 

e t  dans ce cas e l l e  donne une i n t e r p r é t a t i o n  q u a l i t a t i v e  rapide  du comporte- 

ment g lobal  des so lu t ions  e t  des d i s c o n t i n u i t é s  ( v o i r  p lus  l o i n  l 'exemple de 

l a  machine de ZEEMAN) . 

Dans d ' a u t r e s  domaines (en b io logie  par  exemple),  on s a r t  d 'une mor- 

phologie empirique (d i spos i t ion  des  s e u i l s  dans un espace multidimensionnel) 

q u ' i l  s ' a g i t  d ' i n t e r p r é t e r .  Moyennant c e r t a i n e s  hypothèses s u r  l e  système on 

s s e f f o r c e  de f a i r e  coîncider  l a  morphologie observée avec un ensemble de 

ca tas t rophes  du modèle. Généralement l e s  modèles obtenus sont  q u a l i t a t i f s ,  

e t  permettent une c l a s s i f i c a t i o n  analogique de l a  s i t u a t i o n  dynamique q u i  

e s t  supposée engendrer l a  morphologie observée. On a  p a r l é  à ce propos de 

"métaphore mathématique". Pour c e r t a i n s ,  c e t t e  expression appara î t  comme une 

c r i t i q u e  sévère de l a  T.C. ; pour d ' a u t r e s  au c o n t r a i r e  e l l e  montre l e  rappro- 

chement de phénomènes entièrement d i f f é r e n t s ,  f a i t  r e s s o r t i r  l e s  mécanismes 

communs d 'un  grand nombre de phénomènes. 

Tout c e l a  e s t  b ien  a b s t r a i t  ; nous comprendrons mieux sur  un exemple : 



3.1.2. UN EXEMPLE : LA MACHINE DE ZEEMAN. 

ZEEMAN,qui a  beaucoup f a i t  pour divulguer l e s  idées  de THOM, a  

inventé e t  d é c r i t  (131) une machine a catas t rophes .  C ' e s t  un p e t i t  jouet que 

l ' o n  peut cons t ru i re  soi-même : il f a u t  pour c e l a  deux é l a s t i q u e s  ident iques ,  

3  punaises,  une p lanchet te  de b o i s  e t  du ca r ton  épa i s .  L 'uni té  de longueur 

e s t  l a  longueur des é l a s t i q u e s  non tendus. On découpe dans l e  car ton  un d isque  

de diamètre é g a l  à 1 u n i t é .  La p lanchet te  d o i t  mesurer 2 x  6 u n i t é s .  Une 

punaise X e s t  piquée au cen t re  du disque (axe de r o t a t i o n )  pu i s  au c e n t r e  de 

l a  p lanchet te  (vo i r  f i g u r e  34) .  Les deux é l a s t i q u e s  sont  noués ensemble 

- '=% e t  l e  noeud e s t  e n f i l é  s u r  l a  punaise Z elle-même piquée, pointe  -c-- 
vers  l e  haut ,  dans l e  disque de car ton  p rès  de l a  circonférence.  L'un des  

é l a s t i q u e  e s t  tendu e t  maintenu à son extrémité à l ' a i d e  de l a  punaise Y 

(d i s t ance  XY = 2 u n i t é s ) ,  La machine e s t  p r ê t e  à fonctionner : prenons l ' e x -  

t r émi té  (C) de l ' a u t r e  é l a s t i q u e  s u r  l a  po in te  d 'un crayon par  exemple e t  dé- 

plaçons- l a  s u r  l a  p lanchet te .  

S i  nous reprenons l a  terminologie employée précédemment, l a  machine 

de  ZEEMAN e s t  l e  système que nous a l l o n s  é t u d i e r ,  l a  "bo i t e  noi re"  à l a q u e l l e  

nous f a i s i o n s  a l l u s i o n  au  paragraphe 1.3. Les e n t r é e s  son t  l e s  d i f f é r e n t e s  

pos i t ions  de C repérées dans un système d 'axes  de coordomées (b , a )  t r a c é s  

s u r  l a  p lanchet te  ; l e s  s o r t i e s  sont  l e s  d i f f é r e n t e s  pos i t ions  de Z (re-  
A 

pérées  pa r  l ' a n g l e  O = Y X Z ) .  La "seule manière de dévo i l e r  une b o î t e  noi re  

e s t  de jouer avec" (112).  Déplaçons donc C.  

Après un moment de jeu ,  on consta te  deux types  de v a r i a t i o n s  pour 

l ' a n g l e  O : des v a r i a t i o n s  continues e t  des  v a r i a t i o n s  b r u t a l e s .  Notons s u r  

l a  p lanchet te  l 'ensemble des  po in t s  où se  produisent  des  v a r i a t i o n s  soudaines 

( toujours  en jouant,  c ' e s t  à d i r e  en f a i s a n t  des  expér iences) .  On o b t i e n t  

a i n s i  un t r a c é ,  noté PQ P'Q' s u r  l a  f igure  34, qu i  ressemble un peu à un a s  

de car reau de nos jeux de c a r t e s .  Lorsque l ' e x t r é m i t é  de l ' é l a s t i q u e  s e  dé- 

p lace  paral lèlement & QQ' e t  passe de l ' i n t é r i e u r  ve r s  l ' e x t é r i e u r  de l ' a s  de 

car reau ( O ) ,  on observe une v a r i a t i o n  b r u t a l e  de l ' a n g l e  O .  Les p o i n t s  du 

périmètre PQ PQ' on t  é t é  appelés par  T H O M  "Points  de catastrophe" ( c ' e s t  

ZEEMAN qu i  a  i n t r o d u i t  l e  vocable "Théorie des  ca tas t rophes" ) .  Le mot "catas-  

t rophe" peut  sembler mal c h o i s i ,  mais il e s t  maintenant consacré pa r  l 'usage  

e t  d é c r i t  finalement assez  bien l a  s i t u a t i o n  même s ' i l  f a i t  penser 3 a u t r e  chose 



F i g u r e  34 : La machine d e  ZEEMAN. 



Jouons encore un peu ; sur la figure 35 nous indiquons plusieurs 

déplacements à essayer : en (a) l'extrémité C de 1161astique part d'un point 

situé à gauche de 0 traverse 0 puis revient par le chemin inverse. On ob- 

serve un phénomène d'hystérésis : la catastrophe ne se produit pas au même 

endroit à l'aller et au retour : la machine de ZEEMAN a une mémoire. Lorsque 

C se trouve à l'intérieur de 0 , à une position de C correspondent deux va- 

leurs de O ; le choix entre ces deux valeurs dépend de l'état antérieur du 

système, de son histoire. 

En (b) de la figure 35, C part d'un point situé a l'extérieur de 
O non loin de P et gagne un point situé à l'intérieur. Deux chemins possi- 

bles sont indiqués. Jouons et observons les variations de O, nous remarquons 

que : 

1) les variations sont continues, il n'y a pas de catastrophe ; 

2) les deux chemins très voisins l'un de l'autre, partant d'un même point 
et aboutissant à un même point, produisent des effets opposés (deux valeurs 
de O opposées) : c'est le phénomène de divergence. 

En (c) de la figure 35, nous proposons de faire décrire à l'extré- 

mité C de l'élastique plusieurs fois un cercle centré sur le point P et re- 

coupant PQ'. Les variations de O sont très intéressantes à observer : à chaque 

tour décrit par CI O varie brutalement lorsque C sort de O , mais O revient 
progressivement à sa valeur initiale avant de varier de nouveau brutalement 

mais toujours dans le même sens. On peut voir dans ce comportement une cer- 

taine ressemblance avec les variables du cycle de division cellulaire : par 

exemple, le volume cellulaire diminue brutalement au moment de la division 

cytoplasmique et retrouve progressivement sa valeur initiale. On peut pousser 

l'analogie plus loin : sur la figure 35 (cl on peut faire varier le rayon du 

cercle décrit par CI on constatera que la valeur atteinte par O avant sa va- 

riation brusque est d'autant plus grande que le rayon du cercle décrit par C 

est lui-même plus grand (tant que le cercle recoupe PQ'). Dans le cycle de 

division cellulaire, on évoque également un volume critique "variable" en re- 

lation avec le taux spécifique de croissance (13, 51, 60, 115, 129) .  Cette 

analogie mériterait d'être approfondie. 



Figure 35 : Quelques déplacements proposés pour l'extrémité C de 
l'élastique de la machine de ZEEMAN. 

Voyons maintenant la notion d'équilibre. Plaçons C à l'intérieur 

de 0 et perturbons légèrement la variable O, c'est à dire faisons tourner 

très légèrement le disque ; lorsque nous le relâchons, le disque revient à 

sa position initiale qui est donc une position d'équilibre stable. Au voisina- 

ge des bords de 0 , l'équilibre est moins stable. On peut également trouver 
des positions d'équilibre instable : plaçons C à l'intérieur de O sur la 

ligne XY, plaçons Z également sur cette ligne. Notre machine admet alors un 

axe de symétrie (XY) . Cette position est une position d'équilibre, mais c'est 
une position très instable, si l'on déplace Z même très légèrement, c'est-à- 

dire si l'on fait varier très légèrement O, l'équilibre est rompu et le dis- 

que se place dans une autre position d'équilibre, stable cette fois. La 

figure perd sa symétrie (phénomène de brisure de symétrie). 

Essayons maintenant d'indiquer dans un espace à 3 dimensions les 

positions d'équilibre de O en fonction des coordonnées (b,a) de C. Nous ob- 

tenons la figure 36 (pour ne pas compliquer la figure, nous avons limité 

les déplacements de C dans la partie Pm' de O ) .  Les positions d'équilibre 

de G sont sur la surface M, la partie hachurée correspond aux positions d'é- 

quilibres instables. Si nous essayons d''éloigner O de cette surface (ce que 

nous avons faît plus haut à propos de la notion d'équilibre) O revient sur 

cette surface et on peut distinguer deux types de régions : la région non 

hachurée sur la figure qui agit comme un attracteur (d'où les équilibres 

stables) et la région hachurée qui agit au contraire comme répulseur (d'où 



l e s  é q u i l i b r e s  i n s t a b l e s ) .  S i  au cours d 'une per turbat ion  de O on f r a n c h i t  

c e t t e  région hachurée, l ' é q u i l i b r e  de O change (d'où l e s  é q u i l i b r e s  moins 

s t a b l e s  quand C e s t  au  voisinage d e 0  1 .  Lorsque nous fa i sons  v a r i e r  l e s  

coordonnées (b , a )  du po in t  C I  O r e s t e  s u r  l a  surface  M I  mais nous voyons que 

pour c e r t a i n e s  va leurs  de (b , a )  O change brutalement de nappe, c ' e s t  ce  que 

nous avons appelé une catastrophe.  

S i  nous voulons connaî t re  l a  va leur  de ces  coordonnées, il s u f f i t  

de p r o j e t e r  s u r  l e  p lan  C l 'ensemble des  po in t s  de  M pour l e sque l s  l e  plan 

tangent à M e s t  "ve r t i ca l " .  La l i g n e  obtenue e s t  appelée "ensemble des  ca- 

tastrophes"("bifurcation s e t "  en a n g l a i s ) .  

Essayons de nous résumer : nous é t i o n s  en face  d 'un  système, l a  

machine de ZEEMAN. Nous avons i d e n t i f i é  des  en t rées ,  l e s  p o s i t i o n s  du point  C 

s u r  un p lan  ; nous appellerons pa r  l a  s u i t e  l e s  coordonnées ( b , a )  du po in t  C 

l e s  paramètres. Le système répond aux e n t r é e s  par  des s o r t i e s  : ce  son t  l e s  

va leurs  de O que nous appellerons p a r  l a  s u i t e  l a  va r i ab le .  Pour "dévoiler"  

l e  système, nous avons joué avec l u i  ( f a i t  des  expériences) ; nous avons d ressé  

un catalogue indiquant  l e s  s o r t i e s  obtenues en fonction des  e n t r é e s  essayées. 

Un résumé du catalogue pour ra i t  ê t r e  l a  f i g u r e  3 6 .  

Figure 36 : La surface  d ' é q u i l i b r e  e t  sa projec t ion  su r  l ' e space  
des  paramètres. 

/// Ensemble des 



Il nous r e s t e  à i n t e r p r é t e r  l e  système, à t rouver  une l o i  q u i  

d é c r i t  son fonctionnement : 

Cette i n t e r p r é t a t i o n  f a i t  i n t e r v e n i r  un p o t e n t i e l  V q u i  e s t  une 

fonction de O e t  q u i  dépend des  paramètres a  e t  b. Les va leurs  d ' é q u i l i b r e  

de O correspondent aux minima e t  aux maxima du p o t e n t i e l .  Les minima sont  des  

a t t r a c t e u r s  (d 'où des  é q u i l i b r e s  s t a b l e s ) ,  t a n d i s  que l e s  maxima son t  des  

répulseurs  (d'où des  é q u i l i b r e s  i n s t a b l e s )  . 

Disons pour ê t r e  p lus  concre t  que c e  p o t e n t i e l  correspond, pour 

l a  machine de ZEEMAN, a l ' é n e r g i e  p o t e n t i e l l e  des  é l a s t iques  tendus ; l e  

système s e  place s u r  une pos i t ion  d ' é q u i l i b r e  q u i  minimise c e t t e  énergie .  Dans 

des  systèmes plus complexes que l a  machine de ZEEMAN, il ne s e r a  pas toujours  

poss ib le  d ' i d e n t i f i e r  l e  p o t e n t i e l .  

La f i g u r e  37 montre l a  forme de l a  fonction V = f ( O )  pour l e s  va- 

l e u r s  des  coordonnées de l ' e x t r é m i t é  C de l ' é l a s t i q u e  dans l e  cas  é t u d i é  à l a  

f i g u r e  3 5 ( a ) .  La forme de l a  courbe e s t  l a  même à l ' a l l e r  e t  au r e t o u r ,  mais 

l e s  catastrophes ne s e  produisent  pas au même endro i t .  Pour mieux se  repré-  

s e n t e r  c e  qu i  se  passe on peut  imaginer une b i l l e  qui  s e  déplace s u r  un r e l i e f .  

E l l e  s ' a r r ê t e  au fond d 'une va l l ée  (minimum d ' éne rg ie  p o t e n t i e l l e )  e t  y  r e s t e  

t a n t  q u ' i l  n ' y  a  qu'une seu le  v a l l é e ,  ou que l a  v a l l é e  où e l l e  s e  t rouve e s t  

séparée d'une a u t r e  pa r  une c r ê t e .  

La machine de ZEEMAN répond à l a  convention du d é l a i  p a r f a i t  : l a  

va r i ab le  O se  p lace  su r  un minimum l o c a l  du p o t e n t i e l  e t  ne l e  q u i t t e  que l o r s -  

que ce  minimum dégénère, d 'où  l e  phénomène d ' h y s t é r é s i s  que nous avons men- 

t ionné.  

D'autres systèmes répondent à l a  convention de -?lAXWELL. Dans c e  

cas  l a  va r i ab le  s e  p lace  su r  l e  minimum absolu du p o t e n t i e l  e t  il n 'y  a  pas  

de phénomène d ' h y s t é r é s i s .  

La machine de ZEEMAN e s t  un exemple p r i s  dans l e  domaine de l a  

mécanique, L 'énergie p o t e n t i e l l e  des é l a s t i q u e s  tendus répond à une l o i  phy- 

s ique e t  on peut déterminer par  l e  c a l c u l  l 'ensemble des ca tas t rophes  ( v o i r  

par  exemple POSTON e t  STEWART (81) p. 75 e t  s u i v a n t e s ) .  La t h é o r i e  des ca- 

tas t rophes  donne une i n t e r p r é t a t i o n  q u a l i t a t i v e  rapide du comportement de 

c e t t e  machine. En e f f e t ,  THOM a montré que s i  l e  nombre des v a r i a b l e s  e s t  



F i g u r e  37 : Forme d e  l a  f o n c t i o n  d e  p o t e n t i e l  p o u r  d i v e r s e s  
v a l e u r s  d e s  p a r a m è t r e s  e t  i n t e r p r é t a t i o n  du f o n c t i o n n e m e n t  
d e  l a  machine  d e  ZEEMAN. 

3 -9-r 4 - 5 
Catast rophe 

1 - 2 -  3 t 4 -  5 
Catast rophe 



inférieur ou égal à 2 et celui des paramètres inférieur ou égal '?A 4, les si- 

tuations les plus compliquées que l'on puisse rencontrer localement sont en 

nombre fini et peuvent être classées : ce sont les 7 catastrophes élémen- 

taires. On pourra trouver la démonstration de ce résultat fondamental dans 

1 'article de ZEEMAN et TROTMAN (136) . 

3.1.3. LES CATASTROPHES ELEMENTAIRES, 

Nous donnerons ici la liste des 7 catastrophes él6mentaires avec 

leur description sommaire ; une description plus détaillée peut se trouver 

dans le livre de POSTON et STEWART par exemple (81). Tout ce qui est dit ici 

est valable localement. 

a l  catastrophes à u n e  va r i ab le  : 

.le pli : c'est la catastrophe la plus simple ; on la rencontre ------ 
lorsque l'espace de contrôle est à une dimension (un seul paramètre). Le pli 

est associé à un potentiel de la forme 

La figure 38 montre que l'ensemble des catastrophes est constitué uniquement 

par le point a = O (avec la règle du délai parfait ; avec la règle de MAXWELL, 

x tend toujours vers - il n'y a pas de catastrophe). La figure 38 indique 

également les valeurs de x en fonction de la valeur du paramètre a, ainsi que 

la forme du potentiel pour a > O ou a < o. La variable x se place sur l'at- 

tracteur qui correspond à un minimum de potentiel. 

.la fronce : elle se rencontre lorsque l'espace de contrôle est à --------- 
deux dimensions (deux paramètres). Elle est associée à un potentiel de la 

forme Vab (x) = 1/4 x4 + 1/2 ax2 + bx. La figure 39 représente, eh appliquant 

la règle du délai parfait, l'ensemble de catastrophes,les valeurs de x en 

fonction des paramètres a et b ainsi que la forme du potentiel pour différentes 

valeurs de a et b. Nous retrouvons les éléments de la description de la 

machine de ZEEMAN. Remarquons que l'ensemble de catastrophes est constitué de 

deux lignes de points pli ayant un point commun, le point fronce. 



F i g u r e  38 : Le p l i .  

LIGNE D ' EQUI LIBRE 

8 
v a 
O 

ENSEMBLE DE CATASTROPHES 

p o t e n t i e l  VaIx l  = 1 / 3 x 3 + a x  

x = v a r i a b l e  
a  = p a r a m è t r e  

( l ' e n s e m b l e  d e  c a t a s t r o p h e s  comprend u n i q u e m e n t  l e  p o i n t  01. 



F i g u r e  39 : La f r o n c e .  

p o t e n t i e l  V [ X I  = 1 / 4  x4  + 
a b  

1 /2  a x 2  + bx 

x = v a r i a b l e  
a , b  = p a r a m è t r e s  

SURFACE V ' E2U1 L I B R E  

ENSEMBLE D E  CATASTRUPH E S  



Nous fa i sons  remarquer que ce p o i n t  p o u r r a i t  a p p a r a î t r e  dans un espace à un.e 

dimension, s i  nous l i o n s  l e s  param5tres a e t  b pa r  l a  r e l a t i o n  a = mb ; l e  

théorème fondamental de l a  t h é o r i e  des ca tas t rophes  p révo i t  que l 'ensemble des  

ca tas t rophes  dans un espace de cont rô le  3 une dimension n ' e s t  cons t i tué  géné- 

ralement que de p o i n t s  p l i s .  Ce théorème n ' e s t  pas  i c i  en défaut  ca r  une pe- 

t i t e  per turbat ion  de l a  r e l a t i o n  a = m b ,  a = mb - c nous ramène au cas  géné- 

r a l  e t  l e  po in t  fronce se dédouble en deux p o i n t s  p l i s .  

Remarquons également que l e  p o t e n t i e l  e s t  exprimé i c i  sous une forme canonique, 

d'où l a  présence, par  exemple, des c o e f f i c i e n t s  1/4 e t  1/2 qu i  f a c i l i t e n t  l e s  

c a l c u l s  ( i l s  d i spa ra i s sen t  dans l e  ca lcu l  de l a  dér ivée  du p o t e n t i e l ) .  Mais 

on peut  e f f e c t u e r  n'importe quel  changement d 'axes  de coordonnées dans l e  

p lan  des paramètres a e t  b. 

. l a  queue d'aronde : dans un espace de cont rô le  à 3 dimensions, on ----------------- 
peut rencontrer  des p o i n t s  p l i s ,  des po in t s  f ronces ,  e t  un nouveau type de 

po in t  ca tas t rophe,  l e  point  queue d'aronde. Le p o t e n t i e l  associé  à l a  queue 

d'aronde e s t d e  l a  forme"  ( x )  = 1 / 5 x 5  + 1/3 a x 3  + 1 / 2 b x 2  + c x .  NOUS 
abc 

ne pourrons p lus  c e t t e  f o i s  f i g u r e r  sur  une f e u i l l e  l e s  va leur s  de l a  va r i a -  f.;;\ 
b l e  en fonction de c e l l e s  des paramètres c a r  il nous f a u d r a i t  dess ine r  un 

espace à 4 dimensions. La f i g u r e  40 se contente donc de représenter  l 'ensemble 

des ca tas t rophes .  

F i g u r e  40 : La queue d ' a r o n d e  : ensemble de  c a t a s t r o p h e s .  



. l e  pap i l lon  : il s e  rencontre dans un espace de cont rô le  à 4 ----------- 
dimensions, il e s t  associé à un p o t e n t i e l  de l a  forme V (x )  = 1/6 x6 + 

abcd 
1/4 ax4 + 1/3 bx3 + 1/2 cx2 + dx. Nous ne pourrons même p l u s  dess iner  l ' e n -  

semble des ca tas t rophes  su r  une f e u i l l e .  On l e  représente  à l ' a i d e  de sec- 

t i o n s  planes successives ( f i g u r e  41) . 

F i g u r e  41 : Le p a p i l l o n  : q u e l q u e s  s e c t i o n s  p l a n e s  d e  l ' e n s e m b l e  
d e  c a t a s t r o p h e s .  

b l  c a t a s t r o p h e s  à deux v a r i a b l e s  : c e  sont  l e s  ombil ics .  Dans un espace de 

con t rô le  à 3 dimensions on rencontre 2 types  d 'ombi l ics  : 

2 2 
. l ' ombi l i c  e l l i p t i q u e  ( p o t e n t i e l  V (x.Y) = x3 - 3 xy2 + a ( x  + y ) + bx + abc 
cy) a un ensemble de ca tas t rophes  q u i  évoque un p o i l  r 

3 
. l 'ombi l ic  hyperbolique ( p o t e n t i e l  Vabc (x ,Y)  = x + y3 + âxy + bx + cy) évo- 

que une vague q u i  d é f e r l e .  

L'ombilic parabolique s e  rencontre dans un espace de cont rô le  21 
2 4 

4 dimensions. il e s t  associé au p o t e n t i e l  V (x.y) = x y + y + ax2 + by 
2 

abcd 
+ cx + dy. 



I I I , ~  INTERPR~TATION DE L A  CHLAMYDOSPORULATION DE C ,  A L B I C A N S  

EN CULTURE "BATCH" 

Dans ce paragraphe nous proposerons une i n t e r p r é t a t i o n  des  r é su l -  

t a t s  exposés j u s q u ' i c i ,  c ' e s t  a d i r e  obtenus en c u l t u r e  "batch". Ce terme peut  

s e  t r a d u i r e  en f r a n ç a i s  pa r  "en fournée" e t  il s'oppose ZI cu l tu re  continue. 

Avant . toute chose, il nous f a u t  donner une d é f i n i t i o n  p r é c i s e  e t  

rigoureuse des concepts employés. Ce n ' e s t  que dans c e s  condit ions que nous 

pourrons employer une t h é o r i e  mathématique. 

3.2.1. CHOIX ET DEFINITIONS. 

Nous avons d i t  que nous étudions un système. 

Un système e s t  une e n t i t é  qu i  3 t o u t e  en t rée  répond par  une sor- 

t i e .  Les en t rées  se ron t  d é f i n i e s  par  l e s  va leur s  des paramètres, l e s  s o r t i e s  

p a r  l e s  va leurs  des va r i ab les  (se lon l a  terminologie indiquée précédemment). 

Il nous f a u t  maintenant l i m i t e r  e t  d é f i n i r  l e  système, l a  v a r i a b l e  

e t  l e s  paramètres. 

a )  l e ( s )  s y s t è r n e ( s 1  : nous ensemençons des levures  dans un mil ieu de c u l t u r e  

(contenu dans une f i o l e ) .  Nous pouvons envisager deux types de systèmes d i f -  

f é r e n t s  : 

-ou bien l e  système e s t  l e  microorganisme lui-même, e t  dans ce cas  
il f a u t  considérer  tous  l e s  t h a l l e s  comme au tan t  de systèmes c a r  un système e s t  
un domaine de l 'espace-temps ; un domaine de l ' e space  eucl id ien  e s t  un ouvert  
connexe. Pour a l l e r  d 'un point  à un a u t r e  du système, on ne d o i t  pas  en s o r t i r  ; 

-ou bien l e  système e s t  l e  contenu de l a  f i o l e ,  c ' e s t  à d i r e  l e  
mi l ieu  de cu l tu re  avec l e s  t h a l l e s  q u ' i l  con t i en t .  

b l  l a  v a r i a b l e  : nous avons c h o i s i  comme v a r i a b l e  l ' a s p e c t  morphologique ; c e t -  

t e  va r i ab le  peut  s e  p l a c e r  su r  4 va leurs  d i f f é r e n t e s  : l e v u r e ,  pseudomycélium, 

mycélium, chlamydospore. On peut  s e  poser l a  quest ion : est-ce une va r i ab le  

continue ? Exis te - t - i l  des  formes de t r a n s i t i o n  e n t r e  l e s  va leurs  t rouvées 

habituellement ? Nous pensons qu'on peut répondre par  l ' a f f i r m a t i v e  au  moins 



en ce qui concerne les aspects levure et pseudomycélium. Nous avons observé 

du pseudomycélium 3 articles plus ou moins aAlongés et des cellules d'aspect 

levuriforne qui ne se séparent pas et forment des chaînes. 

On peut aussi imaginer des formes de transition entre le pseudo- 

mycélium et le mycélium. En effet, le pseudomycélium est caractérisé par une 

croissance discontinue (bourgeonnement) et le mycélium par une croissance con- 

tinue. On peut très bien imaginer un bourgeonnement sur une base de plus en 

plus large avec un simple ralentissement de croissance au lieu d'un arrêt 

complet. On peut aussi imaginer un mycélium dont la croissance se ralentit 

périodiquement. 

Nous avons effectivement observé quelquefois une légère variation 

subapicale du diamètre du mycélium (figure 42). 

F i g u r e  42 : Mycélium de  Candida albicam avec  une l é g è r e  c o n s t r i c -  
t i o n  s u b a p i c a l e .  

Ces formes de transition ne nous étonnent pas : imaginons que 

deux paramètres contrôlent la transformation levure~pseudomycélium ; nous 

pouvons utiliser le modèle de la fronce et comprendre cette variation conti- 

nue (figure 43) . 



Figure 43 : Interprétation à l'aide d'une fronce des formes de 
transition que l'on obserue entre la levure et le pseudomycélium 
de Candida ckbicana. 

Lors d'une transformation morphologique, ce n'est pas l'ensemble 

des cellules du thalle qui change d'aspect, ce sont les productions de ces cel- 

lules. Si dans un premier temps on peut se contenter d'utiliser comme variable 

le changement d'aspect des thalles, il sera intéressant plus tard de se placer 

dans le contexte du cycle de division cellulaire et de choisir comme système 

une cellule, et reposer le problème du choix de la variable. 

cl les paramètres : la nature des paramètres dépend du système que l'on décide 

d'étudier : si on choisit le microorganisme (en fait un thalle), les paramètres 

sont les concentrations des constituants du milieu à chaque instant (glucose, 

ions, vitamines, mais aussi gaz dissous, produits de métabolisme), la tempéra- 

ture, l'éclairement. .. 
Les concentrations des constituants du milieu varient constamment 

et sont difficiles à connaître à chaque instant. De plus, pour que la théorie 

des catastrophes puisse s'appliquer, il faut que cette dynamique externe au 



système s o i t  l e n t e  p a r  rapport  Zi l a  dynamique in te rne  pour q u ' à  chaque ins-  

t a n t  l e  système pu i s se  ê t r e  en é q u i l i b r e .  Nous ne pouvons pas  c o n t r ô l e r  c e t t e  

dynamique des paramètres e t  il n ' e s t  pas  c e r t a i n  que l e  système s o i t  toujours  

su r  une pos i t ion  d ' é q u i l i b r e  s t a b l e .  

S i  l e  système c h o i s i  e s t  l e  contenu de l a  f i o l e ,  l e s  paramètres 

ne s o n t  p lus  que l a  température, l ' éc l a i r ement . . .  Mais dans c e  c a s ,  il f a u t  

remarquer que nous fabriquons l e  système au temps t = O lorsque  nous ensemen- 

çons l e s  f i o l e s .  Le système que nous fabriquons e s t  l o i n  de son é t a t  d s é q u i l i -  

bre. Ce t t e  f o i s ,  nous pouvons maintenir  l e s  paramètres cons tants .  Mais nous 

avons perturbé l e s  va r i ab les  e t  nous observons un re tour  de c e s  va r i ab les  su r  

une pos i t ion  d ' é q u i l i b r e .  Nous d isons  c e t t e  f o i s  l e s  v a r i a b l e s  ( e t  non l a  

v a r i a b l e )  ca r  l e s  concentra t ions  des c o n s t i t u a n t s  du mi l ieu  son t  devenues des  

va r i ab les .  Le phénomène e s t  sens ib le  aux condi t ions  i n i t i a l e s  : des  é q u i l i b r e s  

d i f f é r e n t s  seront  observés se lon l e s  va leurs  cho i s i e s  pour les va r i ab les  au 

début de l a  cu l tu re .  

3.2.2. LE SYSTEME EST "LE MICROORGANISME". 

3.2.2.1) i n t e r p r é t a t i o n  de f a i t s  exposés précédemment : nous venons de l e  d i r e ,  

s i  l ' o n  envisage c e  type de système, l e s  paramètres son t  des  fonct ions  du temps 

(durée de c u l t u r e ) .  Sous c e r t a i n e s  cond i t ions ,  on peut  c h o i s i r  l e  temps comme 

l ' u n  des  paramètres, On peut essayer d ' é t u d i e r  l a  va r i ab le  ( l a  morphologie) 

dans l ' e space  de con t rô le  à une dimension : l e  temps. C ' e s t  ce  que nous avons 

f a i t  lorsque nous avons é tud ié  l e  déroulement de l a  morphogénèse (chap i t r e  2 

e t ( 2 7 ) .  Dans c e r t a i n e s  condit ions de c u l t u r e ,  l a  morphologie des  t h a l l e s  e s t  

pseudomycélienne, p u i s ,  après un temps que l ' o n  peut  p r é c i s e r ,  l e s  chlamydo- 

spores appara issent  brutalement. On peut  p a r l e r  d'une durée de cult'ure c r i t i q u e  

e t  modéliser l e  phénomène par  un p l i .  En f a i t  nous avons montré, dans l a  même 

étude,  que l e  changement b r u t a l ,  l a  ca tas t rophe ,  se  produi t  un peu p lus  t ô t  à 

l ' éche lon  c e l l u l a i r e .  Cet i n s t a n t  peut ê t r e  repéré  de manière p r é c i s e  par  l e  

t r a n s f e r t  des t h a l l e s  dans l ' e a u .  

Nous avons également montré que l a  durée de c u l t u r e  c r i t i q u e  e s t  

d ' a u t a n t  plus longue que l a  dens i t é  d'ensemencement e s t  p lus  f a i b l e .  Cet te  

f o i s  l a  s i t u a t i o n  e s t  plus compliquée : l ' e space  de cont rô le  e s t  à deux dimen- 

s ions  : l a  durée de cu l tu re  e t  l a  d e n s i t é  d'ensemencement. 



La densité d'ensemencement est un paramètre ; en effet notre systè- 

me est "1 thalle" et par conséquent le nombre de thalles qui l'entourent est 

un paramètre. La théorie des catastrophes nous enseigne que, localement, la 

situation la plus compliquée que nous pouvons rencontrer (si la théorie s'ap- 

plique, c'est à dire moyennant des hypothèses sur le système, en particulier 

si la dynamique est une dynamique de gradient) est la fronce. Les observa- 

tions peuvent s'interpréter effectivement de cette manière (figure 44) .  

F i g u r e  44 : I n t e r p r é t a t i o n  du déroulement  d e  l a  morphogénèse 
en f o n c t i o n  d e  l a  d e n s i t é  d'ensemencement. 

---- : p l i  q u i  c o r r e s p o n d r a i t  à l a  t r ansTormat ion  chlamydospore +pseudo-  
mycélium s i  l a  d u r é e  d e  c u l t u r e  é t a i t  r é v e r s i b l e .  
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Il existe une limite maximum à la densité d'ensemencement qui cor- 

[QnonceI 
\\ p a ~  d e  c h t r n y d u ~ p u ~ u  - - - - - - - -  

- 

respond à la localisation d'un point fronce. En faitton devrait observertau- 

durée de culture 

delà de cette densité maximum d'en~emencement~des formes intermédiaires entre 

le pseudomycélium et les chlamydospores et une transformation progressive, 

continue en chlamydospores. Plus bas dans le gradient, lorsqu'il y a production 

. de chlamydospores, celles-ci apparaissent d'autant plus tardivement que la 
densité d'ensemencement est plus faible (27). 



Le deuxième paramètre de contrôle (la densité d'ensemencement 

dans l'exemple précédent) peut être étudié d'une manière "géographique" si on 

réalise une variation continue de la densité d'ensemencement en fonction d'une 

distance, c'est à dire si on réalise sur un milieu de culture (gélosé) un gra- 

dient de densité d'ensemencement. 

Voyons, théoriquement, ce que nous devons observer. Il suffit de 

remplacer l'axe des ordonnées de la figure 44 par un axe représentant des 

distances (dans un gradient). Nous voyons alors que les chlamydospores vont 

apparaître en un certain endroit, une frontière va se former qui délimitera une 

zone avec chlamydospores. Cette frontière se déplacera ensuite vers les faibles 

densités d'ensemencement du gradient. On observera une vague de chlamydosporu- 

lation. C'est ZEEMAN (132) qui, le premier, a proposé le modèle de la fronce 

pour décrire des frontières qui se déplacent dans des gradients. Il a lui-même 

appliqué ce modèle au développement embryonnaire des amphibiens et à la morpho- 

génèse du myxomycète R i c t y o a X ~ u m  dincoidewn. Le modèle a aussi été appliqué 

en écologie ; plusieurs exemples sont cités par POSTON et STEWART (81). 

Généralement, l'axe de la fronce est incliné sur l'axe des temps ; 

en conséquence,la frontière se stabilise car il existe alors une droite paral- 

léle à l'axe des temps,tangente à la fronce. La figure 45 montre la théorie du 

phénomène : au temps t une frontière apparaît à l'endroit s du gradient, 
1 1 

cette frontière se déplace (vague) puis se stabilise au temps t à l'endroit s 
2 2 ' 

Ce modèle a été proposé pour décrire des fornations et déplacements de fron- 

tières dans des gradients existant naturellement (latitude, altitude, gradient 

animal-végétatif d'un embryon, etc...). 

F i g u r e  45  : Modèle p r o p o s é  p a r  ZEEMAN p o u r  d é c r i r e  l ' a p p a r i t i o n ,  
l e  dép lacemen t  e t  l a  s t a b i l i s a t i o n  d ' u n e  f r o n t i è r e  d a n s  un g r a d i e n t .  

1 

et t~ temps 

,,, : p l i  q u i  c o r r e s p o n d r a i t  à l a  t r a n s f o r m a t i o n  ch l amydospore  - t p s e u d o -  
mycélium s i  l a  d u r é e  de  c u l t u r e  é t a i t  r é v e r s i b l e .  - 



Dans le cas des chlamydospores,lorsqu'on dépose une lamelle sur 

l'inoculum pour les obtenir, on crée, sans en être bien conscient, un gradient. 

Si on est bien attentif on observe une frontière, c'est ce que nous avons mon- 

tré au paragraphe 2.4.1 et (22). Nous avons observé également le déplacement de 

cette frontière. 

Pour notre étude de la chlamydosporulation de Candida albicam, nous 

pouvons créer volontairement des gradients et étudier le déplacement des fron- 

tières (24) . 

3.2.2.21 expérimentation complémentaire : déplacement de f r o n t i è r e  dans des  

g r a d i e n t s  : 

a.gradient d'"anaérobiose" : nous employons ce terme "gradient 

d'anaérobiose" pour des raisons de commodité. Ces gradients sont obtenus par 

injection du milieu Riz-Agar-Tween (ne contenant que 10 g/l d'agar) fondu et 

ensemencéridans des cellules de culture formées de 2 lames de verre parallèles 

écartées de 1 mm (figure 46). 

Figure 46 : Cel lu l e  de c u l t u r e  u t i l i s é e  pour r é a l i s e r  l e s  g r a d i e n t s  
d  ' "anaérobiose". 

Le milieu est ensemencé l'aide de levures obtenues par culture de 24 heures 

à 37OC sur milieu de Sabouraud gélosé du clone 6311.5 de Candida albbcans. 

L'emplacement de la frontière est repéré par rapport à la face de milieu qui se 

trouve au contact de l'air. Les repérages sont faits, après visée au micros- 

cope sur le vernier de la surplatine. Cinq mesures sont effectuées à des en- 

droits différents. Les cellules de culture sont incubées en chambre humide à 28OC. 



F i g u r e  47 : V a g u e  d e  c h l a m y d o s p o r u l a t i o n  d e  Candida d b i c a n ~  d a n s  
u n  g r a d i e n t  d l " a n a é r o b i a s e  ( p r o f o n d e u r  d a n s  u n e  c e l l u l e  d e  c u l t u r e l .  

O I I I I I l I 1 I l  

- 

- r durée de culture 
;-O-.-.-.-.-. ( jours)  

5 - profondeur ( m m )  

L e s  g r a p h i q u e s  i n d i q u e n t ,  e n  f o n c t i o n  d e  l a  d u r é e  de  c u l t u r e ,  l a  z o n e  
S . . .  

a v e c  c h l a m y d o s p o r e s  J J ( 1  . 
* . . .  

D e n s i t é s  d ' e n s e m e n c e m e n t  : a : 10,' l e v u r e s / m l  ; b  : 106 l e v u r e s / m l  ; 

c : 1 o7 l e v u r e s / m l .  



La figure 47 indique l'emplacement des frontières qui séparent les zones avec 

et sans chlamydospores en fonction de la durée de culture..Lgexpérience a été 

conduite avec différentes densités d'ensemencement. Pour la plus forte d'entre 
7 elles, 10 levures/ml, on observe une frontière fixe, située à 1,3 mm du bord 

de la cellule de culture,et une frontière mobile qui se stabilise après 9 jours 

à 4,7 mm du bord. Comme dans le cas de la densité dlensemencement,nous pensons 

que l'emplacement de cette frontière fixe correspond à la localisation du point 

fronce dans le gradient, mais on devrait observer entre le bord libre de la 

cellule de culture et l'emplacement de ce point fronce une variation continue 

de la morphologie et donc des formes intermédiaires entre pseudomycélium et 

chlamydospore. Ces formes devraient évoluer progressivement vers la chlamy- 

dospore en fonction de la durée de culture. Cette frontière fixe nous semble 

nette et il est sans doute nécessaire d'envisager un ensemble de catastrophes 

plus compliqué. 

6 5 Pour les densités d'ensemencement plus faibles (10 et 10 levures/ml), on 

n'observe pas la frontière fixe, mais elle pourrait se trouver à l'extérieur 

de la cellule de culture, à un endroit du gradient que nous ne réalisons pas 

par notre technique. Néanmoins on observe une frontière mobile qui, comme 

prévu, se stabilise. Nous remarquons que cette frontière se stabilise d'autant 

plus loin du bord, que la densité d'ensemencement est plus faible (dans les 

limites de notre expérience). 

Selon la théorie, au voisinage du point de stabilisation de la frontière, on 

doit observer un ralentissement parabolique : soit s la position de la fron- 

tière dans le gradient à l'instant t. Cette frontière se stabilise l'instant 

t dans la position s On doit observer une relation de la forme (s - s) = 
2 

2 
2 ' 2 

k (t2 - t) . 
Si on pose s - s = S et (t2 - t12 = TI le graphe de la fonction S = f(T) 

2 
est une droite qui passe par l'origine. 

Quelle que soit la densité d'ensemencement, la frontière s'est stabilisée à 

9 jours. La relation précédente est valable au voisinage du point de stabili- 

sation. NOUS l'avons testée pour les points 6, 7, 8 et 9 jours (l'emplacement 

de la frontière est une moyenne de 5 mesures) , -. 
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5 Densité d'ensemencement 1 0  levures/ml : 

6 Densité d'ensemencement 1 0  levures/ml : 

Durée de culture 
[jours 1 

9 

8 

7 

6 

7 Densité d'ensemencement 1 0  levures/ml : 

Emplacement de la 
frontière (mm1 

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

9,48 

9,30 

8,78 

7,92 

Durée de culture 
(jours 1 

9 

8 

7 

6 

L 

*r = coefficient de corrélation. 

T 

O 

1 

4 

9 

Emplacement de la 
frontière (mm) 

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

7,32 

7,22 

6,84 

6,38 

S 

O 

0,18 

0,70 

1,56 

T 

O 

1 

4 

9 

S 

O 

0,lO 

0,48 

O, 94 



Le ralentissement parabolique de la frontière est donc vérifié de manière 
7 

satisfaisante. Pour la densité d'ensemencement de 10 levures/ml les déplace- 

ments sont faibles (moins de 1 mm en 3 jours) ; les mesures sont entachées 

d'une erreur relative plus importante d'où un moins bon coefficient de 

corrélation de la droite. 

b-gradient de densité d'ensemencement : les gradients de densité .................................... 
d'ensemencement sont obtenus dans des boites de Pétri, - en superposant deux 

couches de milieu Riz-Agar-Tween en forme de coin ; seule la couche supérieure 

contient des levures. Différentes concentrations de levures dans le gel supé- 
3 4 5 6 7 

rieur ont été utilisées : 10 , 10 , 10 , 10 et 10 levures/ml. Les levures 

utilisées pour l'ensemencement proviennent d'une culture de 24 heures à 37°C 

sur milieu de Sabouraud gélosé, du clone 6311.5 de Candida dbicam. 

Les boites contenant les gradients sont incubées à 28OC et observées pério- 

diquement pour noter la zone avec chlamydospores. Cette fois encore,nous ob- 

servons une frontière fixe (correspondant à une densité d'ensemencement de 
5 

8,6 x 10 levures/ml) et une frontière mobile vers les densités d'ensemence- 

ment plus faibles (figure 48). Cette frontière se déplace très rapidement ; 

il ne nous a pas été possible de voir sa stabilisation qui s'observerait 

éventuellement à des densités d'ensemencement très faibles. 

F i g u r e  48 : Emplacement des f r o n t i è r e s  f i x e  ( V I  e t  m o b i l e  ( T l  
bo rdan t  l a  zone avec chlamydospores à d i f f é r e n t s  temps (en h l  
s u r  des g r a d i e n t s  de d e n s i t é  d'ensemencement. 

Densité d'ensemencement 

dans le gel supérieur 
2 4 2 2 

I . . T  . . S . . .  : s . . . . .  3 . . . . .  10 1 evures/ml - 



La d e n s i t é  c e l l u l a i r e  dans l e  g e l  augmente en fonc t ion  du temps, e t  on peu t  se  

demander s ' i l  n ' e x i s t e  pas une dens i t é  c e l l u l a i r e  c r i t i q u e .  Notre étude du 

déroulement de l a  morphogénèse nous a montré que l a  vague de chlamydosporula- 

t i o n  e s t  une vague secondaire.  Les expériences de t r a n s f e r t  dans l ' e a u  nous 

ont  montré que l a  vague pr imaire  e s t  en avance d 'environ 3 heures. Nous pouvons, 

d ' a u t r e  p a r t ,  es t imer  l e  temps de la tence  au dépar t  de l a  c u l t u r e  à environ 

45 m. La durée de croissance  des  t h a l l e s  à un e n d r o i t  du gradient  avant  l e  

passage de l a  vague primaire est  donc de (t - 3,75) heures. - - 
( C I S I  ( t  ( c  ,SI  

heure d ' appar i t ion  de l a  f r o n t i è r e  à l'emplacement s dans l e  g r a d i e n t ) .  S i  on 

est ime que l a  cro issance  e s t  exponentiel le  durant  c e t t e  période l e  nombre de 

c e l l u l e s  au moment du passage de l a  vague primaire e s t  de : 

( N ( o . s )  
= densi té  c e l l u l a i r e  au  temps O à l'emplacement s dans l e  g r a d i e n t ) .  

S i  on f a i t  l 'hypothèse d'une dens i t é  c e l l u l a i r e  c r i t i q u e ,  N e s t  une 
( C  1s) 

constante  : N . On peut  é c r i r e  : 
C 

l n  N = - 
(0 , s )  Li ( t l c . s l  

- 3,751 + l n  Nc 

e t  c a l c u l e r  par régress ion  l i n é a i r e  p e t  Nc. Voici l e s  données : 

On obtient p = 0,40 h - l a  Nc = 1,21 x 'Io6 cellules/rnl avec u n  coef- 
f i c i e n t  r = 0,99. 

lc.sl 
heures 

[c , s l  
- 3,75 h. 

levures/rnl N ~ o , s l  

l n  N 
(0,sl  

- 

Le t aux  spécif ique de croissance  de 0,40 h'l correspond à un temps de généra- 

t i o n  de 1 h 44 m. Ce qui  n ' e s t  pas impossible (nous avons estimé l e  temps 

de générat ion en eau de r i z  glucosée à 2 h ; l ' expér ience  e s t  i c i  r é a l i s é e  

en "Riz-Agar-Twe;ent') . La d e n s i t é  c e l l u l a i r e  c r i t i q u e  de 1,21 x 106 ce l lu les /ml  

e s t  legèrement supérieure a l a  dens i t é  de levures  à l'emplacement de l a  

24  

20,25 

3 . 5 ~ 1 0  2 

5,86 

1 6  

12,25 

7,7x1 o3 

8,951 

18  

14,25 

~ ~ 3 x 1  o3 

8,58 

2 O 

16,25 

1,4x1 o3 

7,24 

2 2 

18,25 

8,2x1 o2 

6,71 



5 f r o n t i è r e  f i x e  (8,6 x  10 levures/ml) mais correspond assez  b ien  à c e  que 

l ' o n  a t t end .  Le paramètre temps p o u r r a i t  ne cacher que l a  cro issance  c e l l u l a i -  

r e ,  e t  dans ce  cas ,  il n 'y  a u r a i t  pas de s t a b i l i s a t i o n  de l a  f r o n t i è r e .  

Il f a u t  remarquer cependant q u e , s i  une t e l l e  d e n s i t é  c e l l u l a i r e  c r i t i q u e  - 
e x i s t e ,  s a  va leur  dépend de c e l l e s  des  a u t r e s  paramètres (anaérobiose, pH, 

température par  exemple), c ' e s t  ce  que p r é v o i t  l a  t h é o r i e  des ca tas t rophes  e t  

c ' e s t  c e  que montrent l e s  expériences en g rad ien t  d 'anaérobiose r é a l i s é e s  avec 

d i f f é r e n t e s  d e n s i t é s  d'ensemencement. Les fronces que nous observons dans c e s  

études morphogénétiques ne s o n t  que des sec t ions  p lanes  d'un ensemble de 

ca tas t rophes  p lus  compliqué q u ' i l  f a u d r a i t  déterminer. 

Avant de terminer ce  paragraphe, il nous f a u t  r even i r  s u r  l ' i n t e r p r é t a t i o n  de 

l a  f i g u r e  11 (paragraphe 2.2.1.1).  Les courbes indiquent  l e  nombre de chla-  

mydospores observées par  m l  de mi l ieu  après  24 heures de c u l t u r e  en fonct ion  de 

l a  d e n s i t é  d'ensemencement. E l l e s  présentent  un p la teau  pour l e s  dens i t é s  
4  

d'ensemencement > 7,8 x  10 levures/ml. Le rebord de ce  p la teau  peut  ê t r e  in-  

t e r p r é t é  comme l'emplacement de l a  f r o n t i è r e  (après  24 heures de c u l t u r e )  q u i  

sépare l a  zone avec e t  sans chlamydospores en fonction de l a  dens i t é  d'en- 

semencement. 

c . influence du pH i n i t i a l  : il a  é t é  d i f f i c i l e  d ' é t u d i e r  l e s  dé- ....................... 
placements de f r o n t i è r e  dans des  gradients  de pH. En e f f e t ,  comme nous a l l o n s  

l e  v o i r ,  l a  f r o n t i è r e  séparant  l e s  zones avec e t  sans  chlamydospores s e  dé- 

p lace  en quelques heures d'un pH supér ieur  à 8 jusqu'à  un pH i n f é r i e u r  à 4. 

S i  on e s s a i e  de r é a l i s e r  des g rad ien t s  de pH en superposant une couche de 

mi l ieu  à pH basique e t  une couche à pH ac ide ,  e t  de su iv re  l e  déplacement de 

l a  f r o n t i è r e  dans ces  condi t ions ,  il semble que l e s  chlamydospores apparais-  

s e n t  pa r tou t  en même temps. Nous avons donc é t é  amené à é tud ie r  l ' i n f l u e n c e  

du pH s u r  l e  déroulement de l a  morphogénèse dans des  f io les rdonc  sans l o c a l i -  

s a t i o n  géographique, nous n'avons pas r é a l i s é  véri tablement de gradient  de pH. 

Le mi l ieu  de c u l t u r e  su ivant  a  6 t é  u t i l i s é  : KH PO . 1 g  ; MgS04,7H20 : 0,2 g  ; 2 4 '  
CaCl ,2H20 : 0,05 g  ; FeCl ,2H20 : 0,002 g  ; ZnSO ,7H20 : 0,001 g  ; (NH4)2S04 : 2 2  4  
7 ,5  g  ; glucose : 1 g  ; b i o t i n e  : 2,5 yg ; eau b i d i s t i l l é e  : 1000 m l .  Diffé- 

r e n t s  pH sont  obtenus en a jou tan t  s o i t  H C 1  N s o i t  NaOH N .  Les c u l t u r e s  sont  

r é a l i s é e s  à 28OC en f i o l e  de Legroux contenant 10 m l  de mi l ieu  ensemencé à 
4 l ' a i d e  de 10 levures/ml. L'inoculum e s t  obtenu par  c u l t u r e  de 24 heures à 37OC 



s u r  m i l i e u  de Sabouraud gélosé. Le nombre de chlamydospores e s t  daterminé p a r  

comptage dans des c e l l u l e s  de Nageotte. La f i g u r e  49 indique que l e s  chlamy- 

dospores appara issent  p lus  t ô t  s u r  l e s  mil ieux légèrement basiques pu i s  de 

p lus  en p l u s  t a r d  s u r  l e s  mil ieux de p lus  en p lus  ac ides .  Pour un même pH, l e  

nombre des  chlamydospores augmente en fonct ion  du temps ; l a  f r o n t i è r e  devient  

de p l u s  en p lus  n e t t e ,  de p lus  en plus profonde, ce  q u i  e s t  prévu pa r  l a  

théor ie .  

F i g u r e  49 : Nombre d e  ch l amydospores  d e  Candida debica~a p a r  m l  
d e  m i l i e u  I c h l / m l l  en  f o n c t i o n  du  pH i n i t i a l  du m i l i e u  e t  d e  l a  
d u r é e  d e  c u l t u r e .  La f i g u r e  met en  é v i d e n c e  une vague  d e  chlamydo- 
s p o r u l a t i o n  ( . . . . 1 .  On o b s e r v e  é g a l e m e n t  une  f r o n t i è r e  f i x e  du 
c ô t é  d e s  pH b a s i q u e s .  

On n ' o b t i e n t  aucune croissance dans l e  mi l ieu  de pH l e  p l u s  élevé que nous 

avons essayé (pH 8,7). A pH 8,3, l a  croissance e s t  f a i b l e  mais on observe 

des chlamydospores. 



Il faut aussi signaler que pour les pH < 4,75 la transformation levure-pseudo- 

mycélium ne se réalise pas à 100 %. Seulement 10 à 20 % des levures ensemen- 

cées aux pH 3,25, 3,5 ou 4,25 et 50 % des levures ensemencées à pH 4,75 se 

transforment en pseudomycélium, les autres levures ensemencées se multiplient 

sous forme levure. Les thalles pseudomycéliens obtenus au pH 4,75 ont des 

articles plus allongés que ceux formés au pH plus élevé ; ils produisent des 

chlamydospores dans les cultures de 24 heures. 

3.2.3. LE SYSTEME EST LE CONTENU DE LA FIOLE DE CULTURE. 

Nous l'avons dit, si le système est le "contenu de la fiole", ce 

système est "fabriqué" au temps t = O et il est alors loin de sa position 

d'équilibre. Les variables, qui vont évoluer en fonction du temps pour se 

placer sur une position d'équilibre, sont nombreuses : concentrations des 

constituants du milieu de culture, concentration d'oxygène dissous, concen- 
- 

tration des ions HCO , concentration de produits de métabolisme, biomasse 
3 

et différentes variables caractérisant le microorganisme. Les paramètres que 

l'on maintient constants durant la culture, sont la température, l'éclaire- 

ment, les pressions d'O et de CO au-dessus du milieu de culture... 
2 2 

Pour comprendre comment traiter ce problème, reprenons la machi- 

ne de ZEEMAN. 

3.2.3.11 analogie  avec l a  machine d e  ZEEMAN : nous allons utiliser la machine 

de ZEEMAN d'une manière nouvelle : au temps t = 0,nous fixons les paramètres 

(nous plaçons l'extrémité C de l'élastique en un endroit donné) et nous choi- 

sissons une valeur de O (nous plaçons la roue dans une position que nous 

choisissons également) puis nous lâchons la roue ; nous observons sa rotation 

et son retour à une position d'équilibre. Quelle sera cette position d'équili- 

bre ? Cette question est analogue à celle que nous nous posons pour l'inter- 

prétation des cultures : nous fixons les paramètres (température, etc...), 

nous choisissons une valeur initiale des variables (concentrations des cons- 

tituants, etc ... ) et nous laissons évoluer le système vers une position d'é- 
quilibre. Quelle sera cette position d'équilibre ? 



La machine de ZEEMAN est très simple puisqu'elle se décrit à l'aide 

d'une variable et de deux paramètres ; on représentera facilement la dynamique 

de ce système en traçant le potentiel au-dessus de l'espace de la variable 

(la forme de ce potentiel dépend bien sûr de la valeur des paramètres). On pla- 

ce sur cette courbe de potentiel un point correspondant a la valeur initiale 
de la variable et l'on comprend que ce point est attiré dans un puits de po- 

tentiel (figure 50) . 

Figure 50 : Retour à l ' é q u i l i b r e  : l a  va l eu r  des paramètres e s t  
f i xée  e t  détermine l a  forme du p o t e n t i e l .  La va r i ab le  e s t  dé- 
placée ( * l  e t  r e tou rne  à l ' é q u i l i b r e  (01 .  

Si l'on envisage un système décrit par deux variables, l'espace 

des variables est à deux dimensions et l'interprétation du système conduit à 

un modèle de type hydrologique : les deux dimensions des variables détermi- 

nent un plan au-dessus duquel on trace une surface définissant la valeur du 

potentiel ; on obtient ainsi un relief avec des sommets, des bassins, des li- 

gnes de crête, des cols. Au temps t = O, les variables sont placées en un 

point du relief et elles vont évoluer en fonction du temps. On peut tracer la 

trajectoire du point sur le plan de l'espace des variables ; on appelle ha- 

bituellement ce plan, le plan des phases. On comprend que ces trajectoires 

sont la projection sur l'espace des phases des lignes de plus grande pente 

sur le relief du potentiel. Pour reprendre le modèle hydrologique, elles re- 

présentent sur une carte les trajets des rivières dont la source serait 

située où on le désire. THCM (112) compare ce relief à celui de l'intérieur 



d 'un c r a t è r e .  Le problème e s t  de déterminer l e  bass in  des  a t t r a c t e u r s  e t  l e s  

po in t s  de c o n f l i t  en t re  a t t r a c t e u r s  ( l i g n e s  de c r ê t e ,  c o l s ) .  

3.2.3.21 modèle "hydrologique" de l a  morphogénèse de Cafifida d b i c w  : l ' e s -  

Pace des  va r i ab les ,  espace des  phases de l a  c u l t u r e ,  e s t  de dimension assez  

grande, de t o u t e  façon de dimension supérieure à deux. Il  n ' e s t  donc pas pos- 

s i b l e  de l e  représenter  s u r  une f e u i l l e  de papier .  Cependant, s i  on veut ê t r e  

concret  e t  montrer comment un modèle hydrologique p e u t  f a c i l i t e r  l a  compréhen- 

s i o n  de l ' é v o l u t i o n  des c u l t u r e s  en fonction du temps, il nous f a u t  un dess in  

du r e l i e f  supposé f i g u r e r  l a  va leur  du p o t e n t i e l  au-dessus de l ' espace  des  

phases. Nous imaginerons, de façon t r è s  c a r i c a t u r a l e ,  que l e s  c u l t u r e s  en 

f i o l e s  sont  d é c r i t e s  à l ' a i d e  de deux va r i ab les  seulement dont l ' une  e s t  l a  

morphologie : l a  f igure  51 montre un aspect  poss ib le  du modèle hydrologique. 

Deux fosses  (deux p u i t s  de p o t e n t i e l s )  correspondant aux morphologies levure  

e t  chlamydospore sont  r e l i é e s  chacune par  une v a l l é e  à un même c o l  qu i  s e r a i t  

l e  débouché d 'un  large  bass in  dont l e  fond, en pente douce ve r s  l e  c o l ,  s ' é -  

tend dans une région correspondant à l a  morphologie pseudomycélienne. Pour 

t e n i r  compte de nos observations,  nous d i rons  qu'au niveau du c o l ,  il e x i s t e  

une p e t i t e  surface  hor izonta le .  

Nous avons p lacé  l a  source des r i v i è r e s  ( l e s  condi t ions  i n i t i a -  

l e s  des c u l t u r e s )  à 3 emplacements d i f f é r e n t s .  Les t r o i s  emplacements corres-  

pondent à une morphologie levure  ca r  c ' e s t  a i n s i  que l ' o n  ensemence l e s  cul -  

t u r e s .  

La r i v i è r e  no  1 ( l a  c u l t u r e  no 1 )  descend rapidement s u r  une pente  

abrupte puis  p lus  lentement s u r  l e  p la t eau  en pente douce vers  l e  c o l  ( l a  l e -  

vure s e  transforme en pseudomycélium pu i s  s e  m u l t i p l i e  sous c e t t e  forme). Au 

c o l ,  l a  r i v i è r e  s e  trouve s u r  une surface  hor izonta le  e t  deux va l l ées  s e  pré- 

sen ten t  ; l a  r i v i è r e  se  d i v i s e  en deux b ras  ; en ce  q u i  concerne l a  c u l t u r e ,  

il y a une c e r t a i n e  indétermination au c o l  ( à  cause de l a  p e t i t e  surface  ho- 

r i z o n t a l e ) ,  c e r t a i n s  a r t i c l e s  pseudomycéliens s 'engageront dans l a  voie 

"production de chlamydospores",d'autres dans l a  voie  "bourgeonnement de l e -  

vures".  En l 'absence d'une su r face  hor izonta le  au c o l ,  l e  choix de l ' une  ou 

l ' a u t r e  voie s e r a i t  déterminé pa r  l e s  condit ions i n i t i a l e s .  

La r i v i è r e  n o  2 correspond à une c u l t u r e  ensemencée avec des l e -  

vures identiques aux précédentes,  mais dans un mi l ieu  d i f f é r e n t  (ou à une den- 

s i t é  c e l l u l a i r e  d i f f é r e n t e )  ; l a  morphologie r e s t e  levure durant  t o u t e  l a  

c u l t u r e .  



La r i v i è r e  no 3 correspond à une c u l t u r e  r é a l i s é e  dans l e s  mêmes 

condi t ions  que l a  c u l t u r e  no 1 mais ensemencée avec des  levures  léggrement 

d i f f é r e n t e s  (condit ions de p récu l tu res  d i f f é r e n t e s ) ,  l a  morphologie e s t  l e -  

vure durant  toute  l a  cu l tu re .  C ' e s t  c e  que l ' o n  observe, p a r  exemple, lo r s -  

qu'on ensemence de l ' e a u  de r i z  glucosée avec des  levures  provenant d'une cul-  

t u r e  s u r  mi l ieu  de Sabouraud (condi t ion  no 1)  ou d 'une c u l t u r e  é c l a i r é e  dans 

de l ' e a u  de  r i z  glucosée (condi t ion  no 3 ) .  

L'évolution de l a  c u l t u r e  e s t  donc guidée p a r  l a  valeur du poten- 

t i e l  e t  l e s  var iables  tendent  v e r s  un é q u i l i b r e  qui  r é a l i s e  un minimum l o c a l  

de p o t e n t i e l .  Il  s ' a g i t  donc de déterminer pour chaque minimum l o c a l  de 

p o t e n t i e l ,  un bassin d ' a t t r a c t i o n  e t  de déterminer l e s  zones de c o n f l i t  e n t r e  

deux a t t r a c t e u r s .  

La forme du c r a t è r e  de l a  f i g u r e  51 dépend de l a  va leur  des para- 

mètres : a i n s i  nous avons pu observer que pour des condi t ions  i n i t i a l e s  de 

c u l t u r e  identiques mais à deux températures d i f f é r e n t e s ,  28OC e t  37OC par  

exemple, nous observons l e s  développements : 

A 2 8 O C  OU B I E N  A 3 7 O C  

l e v u r e  1 e v u r e  

pseudornycéliurn mycél ium 

l e v u r é  c h  larnydospore 

1 e v u r e  

Déterminer l e s  condi t ions  favorables à l a  production des chlamy- 

dospores de Candida albicana c ' e s t  donc déterminer l e s  va leurs  des paramètres 

t e l l e s  q u ' i l  ex i s t e  un minimum de p o t e n t i e l  correspondant à c e t t e  morphologie 

e t  déterminer également Pe bass in  de c e t  a t t r a c t e u r ,  donc l e s  condi t ions  i n i -  

t i a l e s  permettant de r e jo indre  ce minimum de p o t e n t i e l .  

Remarquons que c e r t a i n e s  morphologies appara issent  de manière 

t r a n s i t o i r e  : c ' e s t  l e  cas du pseudomycélium s u r  l a  f i g u r e  51. Les va leurs  des 

paramètres sont  t e l l e s  q u ' i l  n ' e x i s t e  pas de minimum de p o t e n t i e l  correspon- 

dant  à c e t t e  morphologie, l a  c u l t u r e  ne peut pas ê t r e  en é q u i l i b r e ,  e l l e  continue 

à évoluer  en diminuant progressivement l a  va leur  du p o t e n t i e l .  



F i g u r e  51 : Modèle h y d r o l o g i q u e  d e  l ' é v o l u t i o n  d e s  c u l t u r e s  en 
f i o l e s  : l e s  c u l t u r e s  é v o l u e n t  en  m i n i m i s a n t  une f o n c t i o n  d e  po- 
t e n t i e l .  Des c o n d i t i o n s  i n i t i a l e s  l é g è r e m e n t  d i f f é r e n t e s  c o n d u i s e n t  
à d e s  déve loppemen t s  t rès  d i f f é r e n t s .  

C o n d i t i o n s  1 e t  3 : d e s  l e v u r e s  l é g è r e m e n t  d i f f é r e n t e s  o b t e n u e s  p a r  
exemple  s u r  m i l i e u  d e  Sabouraud (11 ou m i l i e u  "eau d e  r i z  g l u c o s é e "  
à l a  l u m i è r e  (31  s o n t  ensemencées  d a n s  les  mêmes c o n d i t i o n s .  
C o n d i t i o n s  1 e t  2 : d e s  l e v u r e s  i d e n t i q u e s  s o n t  ensemencées  d a n s  d e s  
c o n d i t i o n s  l é g è r e m e n t  d i f f é r e n t e s  ; s u r  l e  mode 1 d e  déve loppemen t  
il e x i s t e  u n e  p e t i t e  s u r f a c e  h o r i z o n t a l e  a u  n i v e a u  du c o l  d ' o ù  une  
i n d é t e r m i n a t i o n  : c e r t a i n s  a r t i c l e s  p seudomycé l i ens  é v o l u e n t  v e r s  
l a  forme l e v u r e ,  d ' a u t r e s  v e r s  l a  f o r m e  chlarnydospore .  

MORPHOLOGIE 
Levuhe eudom ycéfium c h  ydon potre 

Les condit ions i n i t i a l e s  concernent en p a r t i c u l i e r  l e s  concen- 

t r a t i o n s  des éléments c o n s t i t u t i f s  du mil ieu e t  dans l ' é t u d e  de nombreux phé- 

nomènes morphogénétiques en c u l t u r e ,  on s ' e f f o r c e  de trouver des r èg les  pour 

l ' é l a b o r a t i o n  des mil ieux de c u l t u r e  ; on p a r l e  de l ' é q u i l i b r e  du mil ieu ; par-  

m i  l e s  " règles"  on évoque souvent,  à propos de  l a  reproduction sexuée des 

Champignons pa r  exemple, un rapport  carbone-azote à r e spec te r .  Selan not re  

i n t e r p r é t a t i o n ,  ces r è g l e s  t e n t e n t  de d é f i n i r  dans un espace multidimensionnel 

un ensemble de points  cons t i tuan t  l e  bassin d 'un a t t r a c t e u r  e t  é v i t a n t  l e s  

régions  de l ' e space  où c e t  a t t r a c t e u r  e s t  en c o n f l i t  avec un a u t r e  a t t r a c t e u r  ; 



dans ces  régions de c o n f l i t ,  en e f f e t ,  l ' a v e n i r  des c u l t u r e s  e s t  i n c e r t a i n ,  

l e s  r é s u l t a t s  ne s o n t  reproduct ib les  que s t a t i s t iquement .  

Très souvent l e  minimum de p o t e n t i e l  e s t  a t t e i n t  pour une va leur  

t r è s  f a i b l e  de l ' u n  des cons t i tuan t s  du mi l ieu  de c u l t u r e  que l ' o n  appel le  

f a c t e u r  l imi tan t .  La croissance s ' a r r ê t e  lorsque l e  f a c t e u r  l i m i t a n t  e s t  épuisé .  

Ce n ' e s t  pas  toujours l e  cas.  

Même lorsque  l a  cro issance  s ' a r r ê t e  pour une va leur  t r è s  f a i b l e  

de s u b s t r a t ,  on peu t ,  en mi l ieu  l i q u i d e ,  séparer  l e  mi l ieu  de l a  biomasse 

par  f i l t r a t i o n ,  réensemencer l e  f i l t r a t  e t  ob ten i r  une nouvelle  cro issance  

f a i b l e  c e r t e s ,  mais non nul le .  

Les expériences de c e  type ,  r é a l i s é e s  par  LACOSTE (561, montrent 

que non seulement on observe une croissance  mais encore une d i f f é r e n c i a t i o n ,  

une production de pé r i thèces  chez f L ~ o h p h a ~  t y p h e  : l o r s  de l a  première 

c u l t u r e ,  l e  système s ' é t a i t  p l acé  s u r  une pos i t ion  d ' é q u i l i b r e ,  l a  f i l t r a t i o n  

e t  l e  réensemencement r é a l i s e n t  un nouveau système dans une pos i t ion  de désé- 

q u i l i b r e  e t  par  conséquent une nouvelle évolut ion ; une nouvelle  cro issance  

a  l i e u  pour re t rouver  une p o s i t i o n  d ' é q u i l i b r e .  I l  nous semble p ré fé rab le  de 

p a r l e r  de c e t t e  pos i t ion  d ' é q u i l i b r e  du système pour évoquer l a  f i n  de l a  

cro issance  p l u t ô t  que de p a r l e r  d'épuisement de mi l ieu  de c u l t u r e ,  ce  q u i  rend 

inexpl icable  l a  seconde croissance .  

Bien s û r ,  ce  modèle à deux va r i ab les  e s t  c a r i c a t u r a l .  Pour ê t r e  

p lus  f i d è l e ,  il d e v r a i t  t e n i r  compte d 'un  p lus  grand nombre de va r i ab les .  Une 

a u t r e  imperfection t i e n t  au f a i t  que nous avons réuni  de manière abusive,  t o u t  

ce qui  évolue dans l ' e space  des  va r i ab les  : en r é a l i t é  il f a u d r a i t  prendre 

en considérat ion l a  r a p i d i t é  de l a  dynamique, é t a b l i r  une h ié ra rch ie  des dyna- 

miques, l e s  f ac teur s  à dynamique l e n t e  jouant l e  r ô l e  de paramètres pour 

l e s  va r i ab les  à dynamique rapide  ; c e l a  r ev ien t  à r é i n t r o d u i r e  l a  durée de cul-  

t u r e  dans l ' espace  des  paramètres e t  donc à envisager une déformation con t i -  

nue l l e  de l a  forme du c r a t è r e  de p o t e n t i e l .  Malgré s e s  imperfections évidentes ,  

l e  modèle hydrologique présenté i c i  permet de comprendre comment, à l ' a i d e  

d 'un  p o t e n t i e l  qui  évolue vers  un minimum, on peut d é c r i r e  l % v o l u t i o n  mor- 

phologique des  c u l t u r e s .  



II 1,3 MORPHOGENESE DE CANDIDA A L B I C A N S  EN CULTURE CONTINUE 

La t h é o r i e  des  ca tas t rophes ,  bien q u ' e l l e  s e  v e u i l l e  une t h é o r i e  

dynamique de l a  morphogénèse, d é c r i t  en f a i t  l e s  é q u i l i b r e s  poss ib les  d'une 

v a r i a b l e  ; s i  e l l e  e s t  a u s s i  une t h é o r i e  dynamique, c ' e s t  parce q u ' e l l e  indique 

comment l e s  va r i a t ions  continues des paramètres conduisent à des ruptures  d ' é -  

q u i l i b r e .  

S i  nous devenons maî t re  des paramètres, s i  nous pouvons l e s  f i x e r  

e t  l e s  rendre indépendants du temps, nous pourrons maintenir  un é q u i l i b r e .  S i  

e n s u i t e  nous fa isons  v a r i e r  progressivement ( e t  selon no t re  volonté)  ces  pa- 

ramètres,  nous pourrons ob ten i r  des  changements d ' é q u i l i b r e .  S i ,  e n f i n ,  ces  

é q u i l i b r e s  son t  l e s  d i f f é r e n t e s  morphologies de Candida d b i c a n d ,  nous serons 

devenu maître de l a  morphogénèse de c e t t e  espèce. Voilà n o t r e  e spo i r ,  ou n o t r e  

rêve . 

I l  s ' a g i t  donc de cons t ru i re  un système q u i  s o i t  un mode de c u l t u r e  

e t  q u i  puisse  s e  p lace r  s u r  des pos i t ions  d ' é q u i l i b r e  indépendantes du f a c t e u r  

temps. De t e l s  systèmes ont  dé jà  é t é  d é c r i t s ,  ce sont  l e s  c u l t u r e s  continues.  

Avant de rappor ter  l e s  r é s u l t a t s  de nos t ravaux,  nous indiquerons 

l e s  p r inc ipes  de l a  c u l t u r e  continue e t  montrerons que c e r t a i n s  phénomènes 

connus peuvent s ' i n t e r p r é t e r  3 l ' a i d e  de l a  t h é o r i e  des  ca tas t rophes .  

3.3.1. PRINCIPES DE LA CULTURE CONTINUE. 

I l  e x i s t e  de nombreuses techniques de c u l t u r e  continue. Celle  q u i  

nous i n t é r e s s e  e s t  l a  c u l t u r e  continue homogène ouverte : un r é c i p i e n t ,  que 

l ' o n  nomme habituellement fermenteur, con t i en t  un volume V de c u l t u r e .  Cet te  

c u l t u r e  peut  ë t r e  ca rac té r i sée  p a r  l a  concentrat ion de l a  biomasse X I  e t  l a  

concentrat ion des d i f f é r e n t s  cons t i tuan t s  du mi l ieu  S On a jou te  constamment 
i ' 

du mi l ieu  de c u l t u r e  neuf,  dont l a  concentrat ion des cons t i tuan t s  e s t  S . L e  
i o  

mi l ieu  neuf e s t  a jouté  selon un d é b i t  F (volume par  u n i t é  de temps),  e t  immé- 

diatement mélangé au contenu du r é c i p i e n t  (d 'où  l a  dénomination c u l t u r e  cont i -  

nue homogène) ; on pré lève  constamment l a  c u l t u r e  se lon l e  même d é b i t  F. Le 

volume V e s t  donc constant .  Dans c e r t a i n s  types de c u l t u r e  continue,  une p a r t i e  



ou l a  t o t a l i t é  de l a  biomasse e s t  recyclée dans l e  r é c i p i e n t .  Ce n ' e s t  pas l e  

cas  lorsqu 'on  p a r l e  de  c u l t u r e  ouverte. La t h é o r i e  de  c e  type de c u l t u r e  a  

é t é  d é c r i t e  par  MONOD (68). 

Généralement on u t i l i s e  un cons t i tuan t  du mi l ieu  de cu l tu re  en 

concentrat ion l imi tan te  e t  l e  système e s t  appelé 'Chemostat". Dans ce c a s ,  

on négl ige  dans l a  desc r ip t ion  du système . les  concentrat ions des  cons t i tuan t s  

du mi l ieu  a u t r e  que l e  cons t i tuan t  l imi tan t  (on nomme S e t  S  s a  concentra- 
0 ' 

t i o n  respectivement dans l e  fermenteur e t  dans l e  mi l ieu  d ' a l imen ta t ion) .  

Le système peut a l o r s  ê t r e  d é c r i t  pour une s é r i e  d 'équations d i f -  

f é r e n t i e l l e s .  I l  évolue vers  une pos i t ion  d ' é q u i l i b r e  : 

S i  y e s t  l a  v i t e s s e  spéci f ique  de croissance  du microorganisme 

S i  D e s t  l e  taux de d i l u t i o n  

E t  s i  Y e s t  l e  rendement (biomasse produi te  par  masse de s u b s t r a t  

consommé ) 

on peut  é c r i r e  (en f a i s a n t  des b i l a n s )  

à 1 'équ i l ib re  d X - = d s 
d t 

O e t - =  O 
d t 

d'où p = D  

X = Y I S o  - SI 

On cons ta te  également que l a  va leur  de D e s t  l imi tée  supérieure-  

ment, autrement d i t  il e x i s t e  un taux de d i l u t i o n  c r i t i q u e  D au-delà duquel l e  
C 

système évolue vers  un a u t r e  é q u i l i b r e  où X = O ; c ' e s t  ce  qu'on appel le  l e  

"Wash-out". Par conséquent il e x i s t e  une valeur  maximum de w appelée w . 
max 



MONOD a  é t a b l i  une r e l a t i o n  (semblable à l ' équa t ion  de MICHAELIS) e n t r e  F I  

e t  S e t  i n t r o d u i t  l a  constante K 
'max s 

Dans l a  p ra t ique ,  l e  fermenteur e s t  a é r é ,  e t  s a  température e s t '  

cont rô lée .  

S i  nous u t i l i s o n s  toujours  l a  même terminologie,  nous considérons 

comme système l e  contenu du fermenteur. Nous pouvons observer  des s o r t i e s  : 

les va r i ab les  X I  Si (ou S s i  on ne s ' i n t é r e s s e  qu'au f a c t e u r  l i m i t a n t ) .  

Nous avons à notre  d i s p o s i t i o n  des e n t r é e s  : ce son t  l e s  paramè- 

t r e s  F ( p l u t ô t  que D dont l a  d é f i n i t i o n  f a i t  appel  à V) Sio (ou seulement S 
O 

s i  on l e  d é s i r e ) ,  l a  température, l e s  paramètres de l a  v e n t i l a t i o n  ( d é b i t  des 

d i f f é r e n t s  gaz, v i t e s s e  de r o t a t i o n  de l ' a g i t a t e u r  éventuel lement) .  

L'examen des r e l a t i o n s  c i t é e s  p lus  haut montrent que l ' o n  peu t ,  

dans une ce r t a ine  l i m i t e ,  c h o i s i r  l a  v i t e s s e  spéci f ique  de croissance du m i -  

croorganisme : c ' e s t  bien sûr  une v i t e s s e  spéci f ique  de croissance  moyenne ; 

chez S U C C ~ O ~ ~ C U  c&thevhkL~, par  exemple, l e s  cel lules-mères se  d i v i s e n t  

p l u s  rapidement que l e s  c e l l u l e s - f i l l e s  e t  l a  d i f f é rence  e s t  d ' au tan t  p lus  im-  

po r t an te  que l e  taux de d i l u t i o n  e s t  f a i b l e  (113).  ' 

On peut a u s s i  montrer que l ' o n  cont rô le  l a  biomasse ( X )  dans l e  

fermenteur à l ' a i d e  de So principalement e t  accessoirement à l ' a i d e  de F. On 

contrô le  l a  concentrat ion S du s u b s t r a t  dans l e  fermenteur à l ' a i d e  de F. 

Nous venons de d i r e  que l a  cu l tu re  continue évolue vers  un é t a t  

d ' é q u i l i b r e  (s teady-s ta te)  . On peut  é t u d i e r  l a  na ture  de c e t  é q u i l i b r e  en 

fonction des v a r i a t i o n s  l e n t e s  e t  continues des paramètres externes  ; mais on 

peut  également per turber  l e s  va r i ab les  ( a jou te r  brutalement une ce r t a ine  quan- 

t i t é  de s u b s t r a t  dans l e  fermenteur par  exemple) e t  observer  l e  r e tour  à l ' é -  

q u i l i b r e  (" t rans ient -s ta te")  . On s e  l i m i t e  habituellement à l ' é t u d e  des  deux 

va r i ab les  X e t  S  e t  on indique su r  l e  p lan  ( X I  S), appelé p lan  des phases, 1 'é-  

volut ion  simultanée des va r i ab les .  

La technique de cu l tu re  continue semble ê t r e  un o u t i l  i n t é ressan t  

pour l ' é t u d e  d ' é q u i l i b r e s  e t  changements d ' é q u i l i b r e s  e t  un domaine d 'appl i -  

ca t ion  de l a  théor ie  des ca tas t rophes .  



3.3.2. EXEMPLES DE CATASTROPHES EN CULTURE CONTINUE. 

3.3.2.11 t a u x  d e  d i l u t i o n  c r i t i q u e  : s o i t  S  l a  v a r i a b l e  e t  D l e  paramètre (nous 

u t i l i s e r o n s  D conformément aux habitudes e t  contrairement 21 notre  préférence  

pour F indiquée p l u s  h a u t ) .  Supposons no t re  c u l t u r e  en é q u i l i b r e  e t  augmen- 

tons  progressivement D. Le graphe S  = f  ( D )  a  généralement l ' a l l u r e  su ivante  

( f i g u r e  5 2 ) .  

F i g u r e  52 : R e l a t i o n  e n t r e  l a  c o n c e n t r a t i o n  d u  s u b s t r a t  (S I  d a n s  
l e  f e r m e n t e u r  e t  l e  t a u x  d e  d i l u t i o n  (DI. 

So = c o n c e n t r a t i o n  d u  s u b s t r a t  d a n s  l e  m i l i e u .  
Oc = t a u x  d e  d i l u t i o n  c r i t i q u e .  

On pense pouvoir modéliser c e t t e  s i t u a t i o n  à l ' a i d e  d 'un  p l i  : 

v o i c i  un phénomène où on é t u d i e  une va r i ab le  cont rô lée  pa r  un paramètre e t  on 

observe un phénomène c r i t i q u e .  Mais s ' a g i t - i l  véri tablement d 'un phénomène d i s -  

continu ? I l  semble que t r è s  souvent,  en s 'approchant t r è s  p rès  de Dc ,  S 

s 'approche t r è s  p r è s  de S . 
O 

Voyons c e t t e  s i t u a t i o n  p l u s  en d é t a i l  : supposons que nous ayons 

un p l i  e t  t raçons S = f ( D )  . On d o i t  obteni r  une courbe du type ( f i g u r e  53 ) .  

F i g u r e  53 : R e l a t i o n  e n t r e  S e t  D 
d a n s  l ' h y p o t h è s e  O U  D, e s t  u n  p o i n t  
p l i .  - : a t t r a c t e u r  
...... : r é p u l s e u r .  



Pour D > Dc, l a  va leur  de S  d o i t  ê t r e  i n f i n i e  ; il e s t  bien év i -  

dent  que c e l a  e s t  impossible. S  e s t  obligatoirement i n f é r i e u r  ou éga l  à S ce 
0 ' 

que nous avons noté sur l a  f i g u r e  précédente. Nous avons une con t ra in te  ; 

voyons comment e l l e  i n t e r v i e n t  en p laçant  So à d i f f é r e n t e s  va leurs  ( f i g u r e  5 4 ) .  

F i g u r e  54 : R e l a t i o n  e n t r e  S e t  O ; h y p o t h è s e  d u  p l i  a v e c  c o n t r a i n -  
t e  : S < So.  I n f l u e n c e  d e  l a  v a l e u r  d e  So. - : a t t r a c t e u r  
....... : r é p u l s e u r .  

En ( a )  e t  ( b ) ,  nous observons une v a r i a t i o n  b r u t a l e  de S  lorsque D 

devient  supérieur à Dc. Par cont re  en (cl  nous n'observons p lus  l e  même type  

de ca tas t rophe ; nous observons une "cons t ra in t  catastrophe" ( 8 1 ) .  Cet exemple 

montre l a  prudence avec l aque l l e  il f a u t  u t i l i s e r  l a  t h é o r i e ,  e t  su r tou t  mener 

l e s  observations.  

Généralement, l e s  r é s u l t a t s  expérimentaux semblent correspondre 

au c a s  ( c )  de l a  f i g u r e  54,  e t  l a  quest ion se  pose : l e  point  Dc peu t - i l  ê t r e  

un p o i n t  p l i  ? S i  l a  r e l a t i o n  de MONOD 
S  ' = 'max K~ t s e s t  exacte ,  l a  

réponse e s t  négative. En e f f e t  à l ' é q u i l i b r e  D = L e t  l e  graphe S  = f  ( D )  

e s t  une hyperbole. Quel que s o i t  S D e s t  i n f é r i e u r  à D 
O '  c max ( =  CL,,) ; il n ' y  

a  jamais de v a r i a t i o n  b r u t a l e  de S  à D ( f i g u r e  5 5 ) .  
C 



F i g u r e  55 : R e l a t i o n  e n t r e  S  e t  D ; h y p o t h è s e  d e  l a  r e l a t i o n  d e  
MONOD. 

Oc = t a u x  d e  d i l u t i o n  c r i t i q u e  

Dmax 
= t a u x  d e  d i l u t i o n  maximum. 

D 
D D c max 

Il semble cependant que l a  r e l a t i o n  de MONOD s o i t  une approxima- 

t i o n  e t  qu'en f a i t  l a  courbe y = f  (S) passe p a r  un maximum : une concentra- 

t i o n  t r o p  importante de s u b s t r a t  e s t  i n h i b i t r i c e .  Dans ce  cas  D peut  ê t r e  
C 

un po in t  p l i  s i  S e s t  suffisamment élevé (cas  ( a )  ou ( b )  de l a  f i g u r e  5 4 ) .  
O 

3 .2 .2 .21  é t a t s  d ' é q u i l i b r e  m u l t i p l e s  : RUSSELL e t  TANNER (88) ont  analysé l e s  

é t a t s  d ' é q u i l i b r e  mul t ip les  en c u l t u r e  continue lorsque l a  courbe de c ro i s -  

sance du microorganisme e s t  bimodale. I ls ont  p l u s  par t icul ièrement  é tud ié  l e  

cas  de Sacchahumycen c&tevhhe c u l t i v é  en présence de glucose. La courbe de 

l a  f i g u r e  56 indique l e  taux spéci f ique  de croissance en fonct ion  de l a  con- 

c e n t r a t i o n  de glucose en c u l t u r e  "batch". 

F i g u r e  56 : R e l a t i o n  e n t r e  l e  t a u x  U 
s p é c i f i q u e  d e  c r o i s s a n c e  ( p l  e t  l a  
c o n c e n t r a t i o n  d e  g l u c o s e  (SI d a n s  
une  c u l t u r e  " b a t c h "  d e  Sacchmo- 
m y c a  c a e v & h e  ; p o s i t i o n s  d ' é -  
q u i l i b r e  s t a b l e  ( 0 1  ou i n s t a b l e  D 
( X I  d a n s  l e  c a s  d ' u n e  c u l t u r e  
c o n t i n u e  a u  t a u x  d e  d i l u t i o n  D 
( d ' a p r è s  RUSSEL e t  TANNER, 881 .  

S 



Les auteurs  o n t  montré, par  l ' é t u d e  des équations d i f f é r e n t i e l l e s  

q u i  r ég i s sen t  l e s  c u l t u r e s  continues,  que pour c e r t a i n s  taux de d i l u t i o n  on 

peut  ob ten i r  quat re  é t a t s  d ' é q u i l i b r e  : deux é t a t s  s t a b l e s  indiqués O su r  l a  

f i g u r e  e t  deux é t a t s  i n s t a b l e s  indiqués x. S i  nous remarquons qu 'en  c u l t u r e  

continue,D e s t  un paramètre, qu'à l ' é q u i l i b r e  y = D e t  que nous remarquons 

également que l a  r e l a t i o n  e n t r e  y ( =  Dl e t  l a  concentrat ion du glucose e s t  

conservée en cu l tu re  cont inue ,  nous pourrons r e t r a c e r  l a  f igure  56 en permutant 

l e s  axes ( f i g u r e  57) . 

F i g u r e  57 : I n t e r p r é t a t i o n  s e l o n  l a  t h é o r i e  d e s  c a t a s t r o p h e s  d e s  
é t a t s  d ' é q u i l i b r e  d ' u n e  c u l t u r e  c o n t i n u e  d e  sacchomyca  cme- 
v,i.Aiae. 

: a t t r a c t e u r  
. . . . . . : r é p u l s e u r .  

Il  e s t  bien connu que s u r  l a  f i g u r e  56, l a  première p a r t i e  de l a  

courbe, correspondant aux f a i b l e s  concentrat ions de glucose,  e s t  l i é e  à un 

métabolisme oxydatif de l a  levure t and i s  que l a  seconde p a r t i e  de l a  courbe 

e s t  l i é e  à un métabolisme fermenta i re ,  c ' e s t  un phénomène de répress ion  

ca tabol ique ,  l ' e f f e t  Crabtree.  

La f i g u r e  57 s u s c i t e  p lus ieu r s  remarques : t o u t  d 'abord selon l a  

va leur  de S on pourra observer ou non l 'ensemble de l a  courbe. Ensuite ,  il O 

f a u t  a t t i r e r  l ' a t t e n t i o n  s u r  l e s  ca tas t rophes  poss ib les  : e l l e s  son t  au nombre 



de t r o i s  : deux "wash ou tU,no tés  2 e t  3 s u r  l a  f i g u r e r q u i  s e  produisent  l o r s -  

qu'on augmente D e t  q u i  dépendent de l ' é t a t  an té r i eu r  du système : l a  ca tas -  

t rophe 2 ne s e  produira que s i  l e  système s e  trouve s u r  l ' a t t r a c t e u r  " fe r -  

mentation", l a  ca tas t rophe 3 que s i  l ' o n  s e  trouve sur l ' a t t r a c t e u r  " respi ra-  

t i o n " .  La ca tas t rophe 1 s e  p rodu i t  lorsqu'on diminue D e t  e l l e  correspond au  

passage de l ' é q u i l i b r e  "fermentation" 2i l ' é q u i l i b r e  " resp i ra t ion" .  Nous cons- 

t a t o n s  q u ' i l  n ' e s t  pas poss ib le  d ' a t t e i n d r e  l ' é q u i l i b r e  "fermentation" à 

p a r t i r  de l ' é q u i l i b r e  " resp i ra t ion"  par  changement du paramètre D.  L ' équ i l ib re  

"fermentation" pourra ê t r e  a t t e i n t  par  pe r tu rba t ion  des  v a r i a b l e s  s i  pour un 

taux de d i l u t i o n  D t e l  que D < D < D on a jou te  brutalement dans l e  c  1 c  2 
fermenteur du glucose de manière 3 amener S à une valeur  comprise e n t r e  l e s  

deux répulseurs .  L 'équi l ibre  "fermentation" p o u r r a i t  a u s s i  ê t r e  a t t e i n t  en 

f a i s a n t  v a r i e r  d ' a u t r e s  paramètres que D ; on peut suggérer pa r  exemple l e s  

paramètres d ' aé ra t ion .  La f i g u r e  57 f e r a i t  concevoir une modélisation à l ' a i d e  

d 'une queue d'aronde e t  rechercher t r o i s  paramètres de commande : l e  taux de 

d i l u t i o n ,  un paramètre oxygénation e t  un t ro is ième paramètre (peut -ê t re  S q u i  
O 

cont rô le  X e t  par  conséquent l a  consommation d'oxygène). 

- 
D'autres publ ica t ions  on t  é t é  consacrées aux é t a t s  d ' é q u i l i b r e  

mul t ip les  en c u l t u r e  continue (38, 127).  Dans tous l e s  cas ,  l ' u t i l i s a t i o n  de 

l a  t h é o r i e  des  ca tas t rophes  donnera i t  une desc r ip t ion  rapide du phénomène 

comme pour l ' é t u d e  de l a  machine de ZEEMAN pa r  exemple. 

3.3.3.  ETLJDES MORPHOGENETIQUES EN CULTURE CONTINUE. 

Quelques études concernant l a  morphogénèse de Champignon ou de 

b a c t é r i e s  o n t  é t é  r é a l i s é e s  en c u l t u r e  continue : SHEPHERD e t  SULLIVAN (97) 

o n t  obtenu l e s  formes levure e t  mycélium de  Candida d b i c m a  en c u l t u r e  

continue,  m a i s  dans des  milieux ne contenant pas l a  même source carbonée ; en 

f a i t ,  i ls  obtiennent  deux morphologies mais pas l a  t ransformation morpholo- 

gique en c u l t u r e  continue.  

PACKER e t  BERSTEN (75)  o n t  é t u d i é  deux formes de TGcjonopab va- 
&b&ih en c u l t u r e  continue. Ils obtiennent  l a  forme t r i a n g u l a i r e  dans un 

mi l ieu  contenant de l a  méthionine, à 2S°C, e t  avec une concentrat ion d'oxy- 

gène de 230 pi (notons que pour nous c e t t e  concentrat ion e s t  une va r i ab le  e t  



non un paramètre) .  Dans d ' a u t r e s  condi t ions  é tud iées  : mil ieu  sans méthionine, 

température de 30°C ou concentrat ion d'oxygène de 32 pl4 (obtenue en u t i l i s a n t  

un mélange à 5 % d'oxygène e t  95 % d 'azo te  pour l a  v e n t i l a t i o n  ; l e  paramètre 

e s t  donc l a  proport ion d'oxygène), i l s  obtiennent  l a  forme e l l i p s o ï d a l e .  Il 

semble que ces deux formes on t  é t é  obtenues dans des c u l t u r e s  successives e t  

non dans une même c u l t u r e  dont on a u r a i t  f a i t  v a r i e r  progressivement un para- 

mètre pour passer  d 'un é q u i l i b r e  à un a u t r e .  

DAWES e t  MANDELSTAM (16) ont  montré que l a  sporula t ion  de &LCi&kb5 

d u b m  en c u l t u r e  continue dépend, e n t r e  a u t r e s  f a c t e u r s ,  du taux de d i lu -  

t i o n ,  mais il n 'y  a  pas  de s e u i l  : à une v a r i a t i o n  continue du taux de d i lu -  

t i o n  correspond une v a r i a t i o n  également continue du nombre de spores pa r  u n i t é  

de volume. Un r é s u l t a t  ident ique  e s t  retrouvé pa r  NG e t  Col l .  (70) chez 

&pcXg,&k?~A nigm en ce q u i  concerne l a  conidiogénèse. 

L'étude de l a  t a i l l e  des  c e l l u l e s  de GeuMchwn candidm par  

ROBINSON e t  SMITH (87)  indique également une v a r i a t i o n  continue de c e t t e  va- 

r i a b l e  pour des v a r i a t i o n s  continues du taux de d i l u t i o n .  

3.3.4. TRAVAUX PERSONNELS. 

Bien que nous ayons consacré beaucoup de temps e t  fourn i  un e f f o r t  

important,  nous ne sommes pas  parvenu à r é a l i s e r  l e  rêve dont nous pa r l ions  : 

devenir  maître de l a  morphogénèse de Candida a lb icana .  

La première é tape  ve r s  l e  bu t  à a t t e i n d r e  é t a i t  d ' o b t e n i r  l e s  d i f -  

f é r e n t e s  formes de Candida d b i c a a ,  en c u l t u r e  continue,  dans des condi t ions  

quali tat ivement ident iques .  C ' e s t  c e t t e  première é tape  que nous n'avons pas 

encore r é u s s i  à f r anch i r .  Ensuite ,  l a  seconde é tape  a u r a i t  cons i s t é  à déter -  

miner l 'ensemble de  ca tas t rophes  en f a i s a n t  v a r i e r  quanti tat ivement l e s  para- 

mètres. 

En ra i son  de nos travaux a n t é r i e u r s ,  consacrés à l a  chlamydosporu- 

l a t i o n ,  c ' e s t  c e t t e  morphogénèse q u i  nous i n t é r e s s a i t  l e  p lus  e t  que nous 

souhait ions ob ten i r  en c u l t u r e  continue. Le hasard a voulu que nous obtenions 

p l u s  facilement l a  t ransformation levure-mycélium ( 2 3 ) .  En e f f e t ,  dans un 



F i g u r e  58 : F e r m e n t e u r  p o u r  l a  c u l t u r e  c o n t i n u e ,  m o d è l e  1 .  



moment de découragement nous avons augmenté l a  température d'un fermenteur 

q u i ,  comme tous  s e s  prédécesseurs,  s ' é t a i t  p lacé  en é q u i l i b r e  levure ,  e t  nous 

avons observé une ca tas t rophe t a n t  at tendue.  Cela nous a  redonné courage mais 

ne nous a  pas pleinement s a t i s f a i t .  

3.3.4.11 t ransformation levure-mycélium : l e  fermenteur ( f i g u r e  58) u t i -  

l i s é  pour c e t t e  étude e s t  cons t i tué  d'une colonne de ve r re  pyrex de 47 mm de 

diamètre i n t é r i e u r .  Le con t rô le  de  l a  température e s t  assuré  par  c i r c u l a t i o n  

d ' eau  à l ' i n t é r i e u r  d 'une jaquet te  . De l ' a i r  e s t  i n j e c t é  au bas de l a  colon- 

ne à t r a v e r s  un tube c a p i l l a i r e  de 1  mm de diamètre se lon  un d é b i t  de 3  l/mn. 

Le volume de c u l t u r e  dans l e  fermenteur e s t  maintenu constant  par  l ' in termé-  

d i a i r e  d 'un siphon ; il e s t  de 500 m l .  Le d é b i t  du mi l ieu  e s t  de 130 ml/h, 

l e  taux de d i l u t i o n  e s t  donc de 0,26 h- la  Le mi l ieu  u t i l i s é  e s t  de type o p t i -  

misé : glucose : 0,31 g / l  ; (NH ) SO : 0,023 g / l  ; KH2P04 : 0,10 g / l  ; 4 2  4  
MgS04,7H20 : 0,020 g / l  ; CaCl ,2H20 : 0,005 g / l  ; FeC12,4H20 : 0,20 mg/l ; 2 
ZnS04,7H20 : 0,060 mg/l ; b i o t i n e  : 0,25 pg/l  ; NaOH N : 1 m l / l .  

S i  l e  fermenteur e s t  ensemencé dans ces  condi t ions  avec l e  clone 

631 1.5 de Candida dbican-i à 28OC à raison de  104 levures/ml on o b t i e n t  t r an -  

s i to i rement  un développement de pseudomycélium, production de quelques chla-  

mydospores pu i s  l ' é q u i l i b r e  s ' é t a b l i t  sous forme levures .  S i  on augmente a l o r s  

l a  température par  p a l i e r s d e  3OC, en a t t endan t  que l ' é q u i l i b r e  s ' é t a b l i s s e  à 

chaque p a l i e r ,  on observe une transformation levure + mycélium lorsqu'on 

augmente l a  température de 31 à 34OC. La transformation inverse ,  mycélium 

levure ,  e s t  obtenue lorsqu'on b a i s s e  l a  température de 34 à 31°C. 

Le r é s u l t a t  de c e t t e  expérience e s t  important ,  ca r  il montre que 

l ' o n  peut  con t rô le r  l a  t ransformation l e v u r e u m y c é l i u m  par des  v a r i a t i o n s  

continues (quan t i t a t ives )  des paramètres. Malheureusement, nous n'avons pas  

déterminé l 'ensemble de ca tas t rophes .  Nous obtenons, i c i ,  l e s  t ransformations 

inverses  dans un é c a r t  de température de 3°C. Il  a u r a i t  é t é  t r è s  i n t é r e s s a n t  

de montrer que l e s  deux transformations ne s e  fon t  pas à l a  même température 

( h y s t é r é s i s )  ; mais dans un s i  p e t i t  é c a r t  de température, ce la  ne s e r a i t  

pas f a c i l e .  Selon d ' a u t r e s  observations,  il nous semble que l e  pH du mi l ieu  

envoyé dans l e  fermenteur e t  l e  d é b i t  du mi l ieu  ( taux de d i l u t i o n )  in te rv ien-  

nent  dans l e  phénomène de transformation l e v u r e ~ m y c é l i u m  e t  il e s t  pro- - 
bable qu'en modifiant pH ou d é b i t  on p o u r r a i t  augmenter l e  phénomène 



d ' h y s t é r é s i s ,  séparer  davantage l e s  deux températures de transformation.  Cet te  

é tude  r e s t e  à f a i r e .  Nous é t ions  t r o p  préoccupé par  l a  t ransformation en 

chlamydospores e t  nous n'avons pas consacré de temps à l a  t ransformation 

3.3.4.21 évolution vers l'équilibre des cultures continues à 28°C : nous ne 

présenterons que quelques r é s u l t a t s  : 

Nous avons souvent u t i l i s é  un fermenteur semblable au précédent 

mais dans l eque l  l ' a i r  e s t  envoyé à t r a v e r s  un verre  f r i t t é  no 3 d'un diamètre 

de 26 mm. Ce mode d ' a é r a t i o n  e s t  contre-indiqué s i  l ' o n  veut  produire du 

mycélium de Candida dbiccuzcl c a r  c e l u i - c i  r é u s s i t à  s 'accrocher  s u r  l e  v e r r e  

f r i t t é  e t  à c r o î t r e  dans l e s  pores empêchant a i n s i  l ' a é r a t i o n .  

Voici un r é s u l t a t  obtenu dans un t e l  fermenteur contenant 500 m l  
6 4 de c u l t u r e ,  ensemencé à l ' a i d e  de 5 x 10 levures  (10 levures/ml) à une tem- 

pé ra tu re  de 28OC. Le d é b i t  du mi l i eu  é t a i t  de 25 ml/h ; l e  mi l ieu  a v a i t  Ea 

même composition que précédemment sauf l a  concentrat ion de  NaOH ( 0 , s  m l  

NaOH N / l ) .  L ' e f f luen t  é t a i t  r é c o l t é  s u r  du formol dans l e s  tubes d'un co l l ec -  

t e u r  de f r a c t i o n .  Nous avons déterminé dans des  f r a c t i o n s  correspondant à des  

durées de 1 heure l e  nombre de c e l l u l e s  par  t h a l l e  ( f i g u r e  5 9 ) .  

Figure 59 : Nombre de cellules par thalle de Candida d b i c a m  
cultivé en culture continue dans les premières fractions recueillies 
après l'ensemencement. Chaque fraction correspond à l'effluent 
récolté pendant 1 heure. 

débit d'air : 3 l/mn ; A 0,5 l/mn. 

5 10 f r a c t i o n s  



F i g u r e  6 0  : F e r m e n t e u r  p o u r  l a  c u l t u r e  c o n t i n u e ,  
m o d è l e  2 .  



Pendant les 7 premières heures, le nombre de cellules par thalle 

augmente de manière exponentielle ; le taux spécifique de croissance est estimé 

à 0,22 h-l. Puis ce nombre de cellules par thalle diminue car les jeunes 

thalles pseudomycéliens bourgeonnent des levures qui se détachent. Dans la frac- 

tion correspondant à la 14ème heure on trouve néanmoins un thalle pseudo- 

mycélien à 9 cellules, un autre à 15 et un autre à 16 cellules pour 131 thalles 

dénombrés dans 0,01 ml. Cela montre que si la plupart des cellules bourgeonnent 

des levures, certains thalles pseudomycéliens continuent 3 se développer sous 

forme de pseudomycélium. Ces thalles produisent même un peu plus tard des 

chlamydospores, mais ils finissent par être éliminés complètement, et à l'équi- 

libre on n'observe plus que des levures. 

Un résultat identique est obtenu si on réduit le débit d'air 

(0,s l/mn, figure 59). Par contre, si le débit d'air est de 0,s l/mn, mais que 

l'inoculum est de 1o7 levures/ml, on observe que la moitié environ des levures 

ensemencées produisent un tube germinatif et par conséquent s'orientent vers 

le mycélium. A l'équilibre, la morphologie sera néanmoins levuriforme. 

Nous avons fait varier de nombreux paramètres. Voici un résultat 

obtenu dans un autre type de fermenteur avec un autre milieu : 

Le fermenteur est constitué d'une anse tubulaire. La figure 60 

en indique la forme et les cotes. L'air est injecté au bas de la branche 

ascendante à travers une aiguille biseautée ù'un diamètre extérieur de 0,8 mm. 

Avec un débit d'air de 1,5 l/mn, le volume de la culture est de 180 ml. Le 

milieu avait la composition suivante : galactose : 0,31 g/l ; (NH ) SO - 
4 2  4 -  

0,750 g/l ; KH2P04 : 0,l g/l ; MçS04,7H20 : 0,020 g/l ; CaCl ,2H20 : 0,005 g/l ; 2 
FeC12,4H20 : 0,20 mg/l ; ZnS04,7H20 : 0,060 mg/l ; biotine : 0,25 pg/l ; 

NaOH N : 2 ml/l ; débit de milieu : 19,s ml/h ; température : 28°C ; densité 
4 d'ensemencement : 10 levures/ml. 

L'effluent est récolté heure par heure grâce à un collecteur de 

fractions. La figure 61 indique l'évolution du nombre de levures et de thalles 

pseudomycéliens en fonction du temps. Après 36 heures de culture, un équili- 

bre est atteint en ce qui concerne le nombre des levures, mais alors commence 

l'élimination des thalles porteurs de chlamydosp~res. 



F i g u r e  61 : E v o l u t i o n  d u  nombre d e  l e v u r e s  (01 e t  d e  t h a l l e s  a v e c  
c h l a m y d o s p o r e s  ( . l  d a n s  l ' e f f l u e n t  d ' u n  f e r m e n t e u r  e n  c u l t u r e  
c o n t i n u e  ; c h a q u e  f r a c t i o n  c o r r e s p o n d  à l ' e f f l u e n t  r é c o l t é  p e n d a n t  
1 h e u r e  ( v o i r  l e s  c o n d i t i o n s  d a n s  l e  t e x t e ) .  

1 1 I I I 
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L'expérience a été reprise, et nous avons fait varier le débit de 

milieu de culture après une dizaine d'heures de "pseudoéquilibre" (équilibre 

du nombre des levures). L'augmentation très forte du débit de milieu pendant 

7 heures diminue la population de levures et élimine une partie des thalles 

pseudomycéliens (figure 62). Le retour à un débit plus faible permet une nou- 

velle augmentation du nombre des levures mais aussi du nombre de thalles avec 

chlamydospores suivied'une élimination. Il n'a pas été possible d'obtenir 

un équilibre dans lequel les thalles soient tous formés de "chlamydospores", 

c'est à dire de cellules semblables aux chlamydospores mais capables de 

bourgeonner des cellules identiques à elles-mêmes. Il est évident que si les 

cellules ne se multiplient pas elles sont éliminées en culture continue. 

Dans notre système, les thalles porteurs de chlamydospores ne proviennent 

pas forcément de thalles identiques. Il nous semble même, sans que nous 

puissions l'affirmer, que ces thalles sont produits par des levures. 



F i g u r e  62 : E v o l u t i o n  d u  n o m b r e  d e  l e v u r e s  ( O 1  e t  d e  t h a l l e s  a v e c  
c h l a m y d o s p o r e s  [ . 1  d a n s  l ' e f f l u e n t  d ' u n  f e r m e n t e u r  e n  c u l t u r e  
c o n t i n u e  ; c h a q u e  f r a c t i o n  c o r r e s p o n d  à l ' e f f l u e n t  r é c o l t é  p e n d a n t  
1 h e u r e  ( v o i r  l e s  c o n d i t i o n s  d a n s  l e  t e x t e l .  

DibLt n d  pendant 45 mn t 

t 1 1 I 
O 

1 1 1 I 

10 2 0 30 40 50 60 70 80 f r a c t i o n s  
I 

& 18 - 1 . 7 2  - 56- D é b i t  (ml / h )  

3 . 3 . 4 . 3 1  o b t e n t i o n  d e  c h l a m y d o s p o r e s  e n  é t a t  d ' é q u i l i b r e  : c ' e s t  l e  me i l l eu r  

r é s u l t a t  que nous ayons pu o b t e n i r  : à l ' é q u i l i b r e ,  l a  c u l t u r e  e s t  c o n s t i t u é e  

de l e v u r e s  e t  de t h a l l e s  p o r t e u r s  de chlamydospores en nombre cons t an t  (en- 
4  v i r o n  2 x 10 / m l ) .  

Les cond i t i ons  s o n t  l e s  su ivan te s  : fermenteur  du type  anse tubu- 

l a i r e  avec l e s  c o t e s  de  l a  f i g u r e  63 ; mil i eu  d e  c u l t u r e  : glucose : 0 , l  g / l  ; 

m2P04 ;-1 g / l  MgSo4, 7H20 : 0.2 g / l  ; CaC12 . 2 H 2 0  : 0 ,O5 g / l  ; FeCl 2 ' 
4H20 : 0,002 g / l  ; ZnSO ,7H20 : 0,001 g / l  ; (NH4l2SO4 : 7 ,5  g / l  ; b i o t i n e  : 4 
2,5 pg / l  ; NaOH N : 5 m l / l  ; d é b i t  d ' a i r  : 0,750 l/mn ; d é b i t  de  mi l i eu  : 

7 
20 ml/h r température : 28OC ; ensemencement : 4 x 10 l evu res  pour l e  f e r -  

menteur. 



F i g u r e  6 3  : F e r m e n t e u r  p o u r  l a  c u l t u r e  c o n t i n u e  . 
m o d è l e  3. 



Le r é s u l t a t  que nous obtenons e s t  du type de c e l u i  d é c r i t  par  

DAWES e t  MANDELSTAM (16) chez BaedYun d u b m  ; à l ' é q u i l i b r e  l e  mil ieu 

con t i en t  un mélange de deux formes. 

3.3.4.41 d i s c u s s i o n  : il ne nous a pas é t é  poss ib le  d ' o b t e n i r  des  é q u i l i b r e s ,  

en cu l tu re  continue, cons t i tués  uniquement de pseudomycélium ou de "chlamy- 

dospores". Cela ne met pas en échec l a  t h é o r i e  des  ca tas t rophes .  Il n ' e s t  pas 

c e r t a i n  que l e  mode de c u l t u r e  continue que nous avons u t i l i s é  permette 

d ' o b t e n i r  des  minimums de p o t e n t i e l  pour l e s  va leurs  des  va r i ab les  que nous 

souhaitons. Même s i  c e l a  e s t  poss ib le ,  l e s  paramètres de l a  c u l t u r e  sont  

nombreux e t  l eu r  explora t ion  peut  ê t r e  t r è s  longue. Les c u l t u r e s  en f i o l e s  

ou s u r  mi l ieu  gélosé nous ont  montré l ' importance de l a  dens i t é  c e l l u l a i r e  

(que l ' o n  contrôle en cu l tu re  continue v i a  So) e t  de l ' "anaérobiose"  ; sous ce 

de rn ie r  terme se  cachent p l u s i e u r s  paramètres : press ion p a r t i e l l e  d'O2, con- 
- 

cen t ra t ion  de HCO pa r  exemple. Le microorganisme s e r a  sens ib le  en f a i t  aux 
3 

var iab les  correspondantes dans l e  fermenteur, q u i  se  p lace ron t  s u r  un équi- 

l i b r e  q u i  dépend de l a  valeur des  paramètres externes : d é b i t  des gaz,  pH 

du mi l ieu ,  température, mais a u s s i  S qui  cont rô le  l a  biomasse e t  par  consé- 
O 

quent l a  demande d'oxygène e t  l e  r e j e t  de CO2. C 'es t  l e  mér i te  de l a  t h é o r i e  

des ca tas t rophes  de pouvoir i n t é g r e r  tous ces  f ac teur s .  

Il  ne f a u t  pas perdre complètement l ' e s p o i r  d ' o b t e n i r  un jour 

tou tes  l e s  formes de Candida ~ b ~ c a ~ b  en cu l tu re  continue,  mais il n ' e x i s t e  

pas vraiment de méthode pour c e l a .  Nous avons cependant l a  chance d ' avo i r  

obtenu, presque par  hasard,  l a  t ransformation levure u mycélium. C ' e s t  

peut ê t r e  l ' é tude  de l 'ensemble de ca tas t rophes  de c e t t e  t ransformation q u i  

nous conduira à t rouver  dans l ' e space  des paramètres une région où l a  morpho- 

log ie  e s t  "indéterminée", in termédia i re  e n t r e  l e s  4 formes. A p a r t i r  de c e t t e  

région,  nous pourrons peut-être t rouver  l e s  va leurs  des paramètres pour obte- 

n i r  l e s  a u t r e s  formes. 



CONCLUS ION ET PERSPECTIVES 

Candida ~ ~ ~ C L U I A  présente quatre états morphologiques différents 

et le passage brutal d'un état à un autre s'observe facilement en culture. 

Des formes intermédiaires existent : on observe quelquefois des chaînes de 

levures plus ou moins allongées qui 'font une transition entre la levure et le 

pseudomycélium. Ces formes intermédiaires agacent l'expérimentateur habitué 

à la loi du "tout ou rien" : en effet ces états morphologiques semblent être 

du domaine qualitatif. Nous avons montré qu'il n'y a pas d'opposition entre 

qualitatif et quantitatif : grâce à la théorie des catastrophes et à la 

fronce on comprend aussi bien le passage brutal de l'état levure à l'état 

pseudomycélium que le passage progressif. 

Camdida d b - i c a n ~  est un organisme propice aux études morphogéné- 

tiques : il est facile à cultiver, et il présente 4 formes différentes. Les 

corrélations qui semblent exister entre les formes levure et mycélium d'une 

part et les états saprophytique et parasitaire d'autre part, augmentent 

l'intérêt des études morphogénétiques de cette espèce. 

Notre étude physiologique de la chlamydosporulation de C.  dbicand 

a permis de préciser les conditions initiales qui conduisent de manière sta- 

ble à la production des chknydospores ; nous avons aussi élucidé certaines 



contradic t ions  apparentes en p a r t i c u l i e r  à propos du r ô l e  de l '"anaérobiose" 

en montrant que l e s  r é s u l t a t s  son t  d i f f é r e n t s  se lon  l a  dens i t é  d'ensemencement. 

Les physiologistes  connaissent  bien c e t t e  interdépendance des f a c t e u r s  ; l a  

t h é o r i e  des catastrophes en donne une desc r ip t ion  e t  procure a i n s i  l e  langage 

q u i ,  bien souvent, nous f a i t  défaut .  

Il  nous semble important d ' i n s i s t e r  une de rn iè re  f o i s  s u r  l a  

notion de s t a b i l i t é ,  q u i  permet une grande r e p r o d u c t i b i l i t é  du r é s u l t a t  malgré 

de p e t i t e s  per turbat ions  des condit ions i n i t i a l e s  ou de l a  valeur des  paramè- 

t r e s  de l ' expér ience .  Un c e r t a i n  nombre d 'expér iences  ne sont  reproduct ib les  

qu ' a  l a  condition d 'une t r è s  grande p réc i s ion  des  condi t ions  i n i t i a l e s  ou 

du moins de l a  va leur  d'une va r i ab le  i n i t i a l e  x ; une t r è s  f a i b l e  v a r i a t i o n  
O 

de c e t t e  valeur,  x + E, conduit  à un r é s u l t a t  d i f f é r e n t :  i l s ' a g i t  de condi- 
O 

t i o n s  initiales i n s t a b l e s  ; o n  e s t  obl igé  dans ce  cas  d'augmenter l a  p réc i s ion  

de l a  mesure de x ; mais il s e r a i t  poss ib le  également de s e  p lace r  dans une 
O 

région p lus  s t a b l e  des condi t ions  i n i t i a l e s  en modifiant l a  valeur i n i t i a l e  

d 'une a u t r e  var iable  y . 
O 

L ' u t i l i s a t i o n  du langage de l a  t h é o r i e  des ca tas t rophes  pour l a  

desc r ip t ion  des phénomènes morphogénétiques présente  au moins deux avantages : 

ce  langage nous l i b è r e  de l a  langue h a b i t u e l l e  e t  de s e s  imprécisions,  e t  il 

permet de rapprocher des phénomènes t r è s  d i f f é r e n t s  comme l a  machine de 

ZEEMAN e t  l a  morphogénèse de Candida albicam. Dans des  domaines p lus  proches,  

l e s  formations de f r o n t i è r e s  seront  t r a i t é e s  de l a  même manière e t  c ' e s t  a i n s i  

que nous avons é t é  amené à c r é e r  des g rad ien t s  (d 'anaérobiose e t  de dens i t é  

d'ensemencement) pour observer  des déplacements e t  des s t a b i l i s a t i o n s  de 

f r o n t i è r e .  " I l  f a l l a i t  ê t r e  bon observateur pour d é c r i r e  c e t  agrandissement 

de l a  zone avec chlamydospores qui  ne mesure guère qu'une d iza ine  de m i l l i -  

mètres". Nous pourrions accepter  ce compliment, mais en f a i t  s i  nous avons 

observé ce phénomène c ' e s t  parce  que nous l ' a t t e n d i o n s  e t  nous l ' a t t e n d i o n s  

parce que l a  théor ie  des ca tas t rophes  l e  prévoyai t .  

La technique de c u l t u r e  continue,  en supprimant l e  paramètre 

temps, a u r a i t  pu nous rendre maî t re  de l a  morphogénèse, mais s u r t o u t  e l l e  nous 

a u r a i t  permis de met t re  en évidence, nous l ' e spé rons ,  un phénomène d 'hys té-  

r é s i s .  Par v a r i a t i o n  d'un paramètre, nous n ' au r ions  pas obtenu l e s  morphogé- 

nèses inverses pour l a  même valeur  du paramètre. Ceci e s t  cependant poss ib le  



à v é r i f i e r  dans l a  t ransformation l e v u r e ~ m y c é l i u m  que nous savons r é a l i s e r  

en c u l t u r e  continue ; c  ' e s t  un premier p r o j e t .  

Nous pensons également poursuivre nos inves t iga t ions  en considé- 

r a n t  comme système non plus  l e  contenu de l a  f i o l e ,  non p lus  un t h a l l e ,  mais 

une c e l l u l e  ; v o i c i  quelques voies  de r é f l ex ion  : 

Nous avons dé jà  f a i t  remarquer que, dans l e s  f i o l e s  de c u l t u r e ,  

l e s  chlamydospores appara issent  de manière synchrone s u r  des t h a l l e s  dont l e  

développement n ' e s t  pas synchrone. Cela nous conduit à penser que l e  s i g n a l ,  

l a  va leur  s e u i l  des paramètres, e s t  ex té r i eu r  aux t h a l l e s  eux-mêmes. Cepen- 

dant  t o u t e s  l e s  c e l l u l e s  des t h a l l e s  ne produisent pas de  chlamydospores ; 

ce sont  presque exclusivement l e s  c e l l u l e s  des  ext rémités  des rameaux qu i  l e s  

produisent .  I l  semble que l ' â g e  de l a  c e l l u l e  in terv ienne.  Dans c e t t e  notion 

d 'âge  il f a u t  t e n i r  compte, se lon  nous, du nombre de f o i s  que l a  c e l l u l e  a 

bourgeonné, e t  du s t ade  a t t e i n t  par  c e t t e  c e l l u l e  dans l e  cycle  de d iv i s ion  

c e l l u l a i r e  en cours : on pense t r è s  souvent que dans une cu l tu re  synchrone 

tou tes  l e s  c e l l u l e s  sont  dans l e  même é t a t .  E l l e s  ne s o n t  en f a i t  qu'en phase ; 

une c e l l u l e  de levure  conserve t r è s  certainement l e  souvenir du nombre de f o i s  

q u ' e l l e  a  bourgeonné : e l l e  conserve des c i c a t r i c e s  de bourgeonnement, mais 

a u s s i  un c e r t a i n  "embonpoint" ; JOHNSTON e t  Col l .  (51) on t  montré que l e  vo- 

lume des levures de Sacchatramyc&5 c W ~ V & ~ C  augmente en fonction du nombre 

de c i c a t r i c e s  de bourgeonnement q u ' e l l e s  por t en t .  Pour obteni r  des levures 

ident iques  on peut u t i l i s e r  l a  technique d é c r i t e  récemment par  NAVARRO e t  

DURAND (69)  : des levures son t  immobilisées s u r  un support  à l ' i n t é r i e u r  d 'une  

colonne dans l aque l l e  l ' o n  f a i t  passer  l e  mil ieu n u t r i t i f .  On observe que l e s  

levures bourgeonnent de manière synchrone e t  l ' e f f l u e n t  ne c o n t i e n t  que des 

c e l l u l e s - f i l l e s  . 

S i  l a  desc r ip t ion  de l a  morphogénèse e s t  abordée à l ' é c h e l l e  de 

l a  c e l l u l e ,  e l l e  s e  f e r a  dans l e  cadre du cycle  de d i v i s i o n  c e l l u l a i r e .  Celui  

de Sacchanamyca ~ W e v d k e  a  é t é  t r è s  é tud ié  (45, 5 7 )  e t  pourra s e r v i r  de ré-  

férence.  Le cycle  de d iv i s ion  de  c e t t e  levure comporte un c e r t a i n  nombre de 

ca tas t rophes  q u i  s ' a r t i c u l e n t  e n t r e  e l l e s .  Ce problème de l ' a r t i c u l a t i o n  des  

ca tas t rophes  e s t  posé par  THOM (112, page 122) ; on p o u r r a i t  t rouver dans l e  

cyc le  de d iv i s ion  c e l l u l a i r e  une p a r t i e  du maté r i e l  expérimental dont on a  

besoin pour chercher à l e  résoudre.  



La notion de cycle  évoque c e l l e  d ' o s c i l l a t e u r  e t  c e r t a i n e s  re-  

cherches théoriques (35, 36, 37) t r a i t e n t  l a  c e l l u l e  comme un o s c i l l a t e u r .  

En f a i t ,  il vaudrai t  mieux envisager ,  chez l e s  levures comme S.  c~?trevAhe, 
deux o s c i l l a t e u r s  : l ' u n  concernant l e  noyau, l ' a u t r e  l e  cytoplasme. Ces 

deux o s c i l l a t e u r s  s o n t  généralement en résonance a iguë  : une première ca tas -  

t rophe appelée " s t a r t "  semble con t rô le r  l e s  ca tas t rophes  suivantes : i n i t i a -  

t i o n  de l a  synthèse d'ADN, évènements mitot iques en ce  q u i  concerne l e  noyau 

ou émergence du bourgeon, cytocinèse en ce q u i  concerne l e  cytoplasme. Le 

d é l a i  à p a r t i r  du " s t a r t "  pour chacune des a u t r e s  ca tas t rophes  e s t  cons tant  

à une même température ; ce d é l a i  ne dépend pas de l a  durée t o t a l e  du cycle  

q u i  e s t  fonction du temps passé  pa r  l a  c e l l u l e  pour a t t e i n d r e  l e  " s t a r t "  

(14, 48) e t  qui  v a r i e  selon l e s  milieux de c u l t u r e  e t  l a  t a i l l e  i n i t i a l e  de l a  

c e l l u l e .  Certains (116) pensent que l e  " s t a r t "  correspondra i t  au f ranchis-  

sement d 'un s e u i l  de concentra t ion  i n t r a c e l l u l a i r e  des  ARN de t r a n s f e r t  de l a  

méthionine. 

NOUS pensons cependant que dans l e  mycélium de Candida db icann  

dont l e s  a r t i c l e s  son t  p lu r inuc léés ,  l e s  o s c i l l a t e u r s  nucléa i re  e t  cytoplas-  

mique son t  en résonance f loue  : l e  rapport  des périodes des deux o s c i l l a t e u r s  

n ' e s t  sans  doute pas simple (ne  peut  pas ê t r e  m i s  sous l a  forme d 'une f rac -  

t i o n  dont l e  numérateur e t  l e  dénominateur son t  des p e t i t s  nombres). Cette  

quest ion de l a  modélisation des  o s c i l l a t e u r s  e t  de l e u r  résonance à l ' a i d e  

de l a  t h é o r i e  des ca tas t rophes  a  é t é  abordée par  THOM (112) e t  par  ZEEMAN 

(130, 133, 134, 135) e t  ces t ravaux pourra ient  s e r v i r  de point  de dépar t  : l e  

cycle de d iv i s ion  c e l l u l a i r e  avec ses  deux o s c i l l a t e u r s  p o u r r a i t  ê t r e  f i g u r é  

par  une t r a j e c t o i r e  a t t r a c t a n t e  fermée t r a c é e  su r  un t o r e  ( c f .  THOM, 112, 

pages 186-192). I l  p o u r r a i t  e x i s t e r  p lus ieu r s  t r a j e c t o i r e s  a t t r a c t a n t e s  (ima- 

ginons des  s i l l o n s  q u i  ne communiquent pas e n t r e  eux séparés par  des c r ê t e s )  

correspondant aux d i f f é r e n t e s  morphologies. La composition du mi l ieu  de c u l t u r e  

e t  l e s  a u t r e s  paramètres externes  (température, .... ) modif iera ient  l a  pro- 

fondeur r e l a t i v e  de c e s  s i l l o n s ,  f e r a i e n t  s ' e f f a c e r  l e s  c r ê t e s  e t  m è n e r a i e n t  

l e s  changements de morphologie. 

Remarquons enfin que l e  système c o n s t i t u é  pa r  une ce l luPe s e  dé- 

t r u i t  au moment de l a  cytocinèse e t  réappara i t  sous forme de deux nouveaux 

systèmes : l a  cellule-mère e t  l a  c e l l u l e - f i l l e .  Ces deux c e l l u l e s  ne sont  



jamais t o u t  f a i t  ident iques  (phénomène de d ivergence) ,  on peut imaginer 

q u ' i l  y a  un peu avant " s t a r t "  un a t t r a c t e u r  q u i  permet aux c e l l u l e s  de repar- 

t i r  s u r  l a  même t r a j e c t o i r e .  Un t e l  point  a t t r a c t e u r  a  é t é  m i s  en évidence 

dans l e  cyc le  de d i v i s i o n  c e l l u l a i r e  de Sacchcu~amyc~ C m 2 v d h e  (116) ; l e s  

c e l l u l e s  s ' y  accumulent lorsque l e  milieu e s t  épuisé.  Ce point  s e r a i t  l ' ana -  

logue du point  d ' é q u i l i b r e  d é c r i t  pour l a  f i b r e  nerveuse par  ZEEMAN (130) .  

Nous terminerons s u r  c e t t e  r é f l ex ion  q u i  montre bien l e s  poss i -  

b i l i t é s  d 'analyse e t  de synthèse de l a  t h é o r i e  des ca tas t rophes .  
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Le Champignon C w W  aRbAcana p r é s e n t e  4 a s p e c t s  morphologiqui ,  . 
l e v u r e ,  pseudomyc6lium, mycélium e t  chlamydospore .  Une é t u d e  p h y s i o l o g i q u e  
c l a s s i q u e  nous  a  permis  d e  p r é c i s e r  l e s  f a c t e u r s  q u i  d é t e r m i n e n t  l a  p r o d u c t i o n  
d e s  chlamydaspores  : d e n s i t é  d 'ensemencement,  compos i t ion  e t  pH du m i l i e u  
d e  c u l t u r e ,  c o n d i t i o n s  d ' a é r o b i o s e  e t  d ' é c l a i r e m e n t .  Il  e s t  i m p o r t a n t  de  n o t e r  
l ' i n t e r d é p e n d a n c e  de  c e s  f a c t e u r s  : l e s  c o n c e n t r a t i o n s  d e  g l u c o s e  f a v o r a b l e s  
s o n t  d i f f é r e n t e s  s e l o n  l e  pH du m i l i e u  p a r  exemple. L ' é t u d e  du déroulement  d e  
la  morphogénèse montre a u s s i  que  les c h l a m y d o s p ~ r e s  a p p a r a i s s e n t  b ru ta lement  
a ~ r è s  une d u r é e  v a r i a b l e  s e l o n  l e s  c o n d i t i o n s  d e  c u l t u r e .  

On p e u t  c o n s i d é r e r  l e  r é s u l t a t  de  c e  t y p e - d ' é t u d e  comme un c a t a l o -  
gue d e  r e c e t t e s .  Afin d e  m e t t r e  d e  l ' o r d r e  dans  c e  cataAogue, d e  l e  r e n d r e  
i n t e l l i g i b l e ,  nous proposons  d ' i n t e r p r é t e r  c e s  f a i t s  à l ' a i d e  d e  l a  T h é o r i e  
d e s  C a t a s t r o p h e s .  

En e f f e t ,  c e t t e  t h é o r i e  permet de  d é c r i r e  d e s  phénomènes dans  l e s -  
q u e l s  d e s  v a r i a t i o n s  c o n t i n u e s  d e  c e r t a i n s . p a r a m è t r e s  ( e x t e r n e s )  p r o d u i s e n t  
une v a r i a t i o n  b r u t a l e  d e s  v a r i a b l e s  [ i n t e r n e s ) .  Elle f a i t  a p p e l  à une dynamique 
d e  g r a d i e n t  : l e s  v a r i a b l e s  s e  p l a c e n t  s u r  un min imum,( loca l  ou a b s o l u )  d ' u n e  
f o n c t i o n  ( p o t e n t i e l )  d o n t  l a  forme dépend d e  l a  v a l e u r  d e s  p a r a m è t r e s .  S i  l e  
nombre'des v a r i a b l e s  e s t  4 2 e t  c e l u i  d e s  pa ramèt res  i 4, l a  s i t u a t i o n  l o c a l e  
l a  p l u s  compl iquée que l ' o n  p u i s s e  r e n c b n t r e r  e s t  d e c r i t e  p a r  l ' u n e  d e s  7 c a t a s -  
t r o p h e s  é l é m e n t a i r e s  [ s e l o n  1% r é s u l t a t  fondamenta l  d e  THOM1 . 

L ' u t i l i s a t i o n  d e  c e t t e  t h é o r i e  permet d e  d é c r i r e  l ' é v o l u t i o n  morpho- 
l o g i q u e  d e s  c u l t u r e s  d e  Candida dbican?s. P a r  exemple l ' é v o l u t i o n  d 'un t h a l l e  
p e u t  ç e  d é c r i r e  en f o n c t i o n  de  s a  l o c a l i s a t i o n  dans  un g r a d i e n t  : g r a d i e n t  d e  
d e n s i t é  d'ensemencement, d ' " a n a é r o b i o s e " ,  ou de  pH. Dans t o u s  l es  c a s  on o b s e r v e  
une f r o n t i è r e  q u i  s é p a r e  une zone a v e c  e t  une  zone s a n s  chlamydospores .  C e t t e  
f r o n t i è r e  se d é p l a c e  e t  s e  s t a b i l i s e  conformément aux  p r é v i s i o n s  d e  l a  t h é o r i e .  
L'6jvolution du contenu d ' u n e  f i o l e  de  c u l t u r e  e s t  d é c r i t e  à l ' i n t é r i e u r  d ' u n  
c r a t è r e  de  p o t e n t i e l .  Lorsque l ' o n  ensemence l a  f i o l e ,  on p l a c ~  les v a r i a b l e s  
swr l e  c r a t & r e ,  à une c e r t a i n e  v a l e u r  d e  p o t e n t i e l  q u i  é v o l u e r a  v e r s  un min i -  
mum. La t h é o r i e  d e s  c a t a s t r o p h e s  permet donc de  comprendre commgnt à p a r t i r  d e  
c e r t a i n e s  c o n d i t i o n s  d e  c u l t u r e  on o b t i e n t  un c e r t a i n  t y p e  d e  dgveloppement.  
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