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ORSQUE l’on croise une levure normale (Grande) avec une petite suppressive, 
la dkficience respiratoire caracteristique du mutant, est imposke A une frac- 

tion des zygotes et h leur descendance ( EPHRUSSI, MARGERIE-HOTTINGUER et 
RohfAN 1955). 11 est facile de le constater en ktalant ces zygotes sur du milieu 
gklosk: au bout de quelques jours d’incubation on observe la formation de colonies 
dont une fraction, qui est fonction du degrk de suppressivitk du parent “petite” 
choisi, sont des petites colonies. 

On pouvait se demander si le devenir diffkrent des zygotes d’un m&me croise- 
ment est dii A des differences de constitution dont l’origine remonterait h l’hktk- 
rogknkitk de l’une au moins des souches parentales ou si, au contraire il est dii 
h l’intervention de facteurs alkatoires, affectant diff kremment des zygotes, tous 
essentiellement identiques et tous capables du m&me choix. 

Dans ce qui suit, nous rappellerons d‘abord quelques rksultats acquis et don- 
nerons des rksultats nouveaux qui montrent que la premihre de ces hyphothhses 
seule ne suffit pas rendre com?t,? des phenomhnes observks. Nous decrirons 
ensuite les rksultats d’expdriences suggkrkes par la deuxihme hypothhse. Elles ont 
pour point de dkpart l’observation que dans les croisements en question les zygotes 
dcrnnent naissance A plusieurs types de colonies qui semblent reflkter les ktapes de 
l’action du facteur suppressif (EPHRUSSI et GRANDCHAMP 1965), ktapes qui 
peuvent etre affectkes par les facteurs externes. Disons d4s maintenant que ces 
expkriences ont rkv6lP l’existence d’un &at cellulaire nouveau (probablement 
identique A “l’ktat instable” dkcrit par EPHRUSSI et HOTTINGUER [1951]) qui 
n’est ni celui de “grande” ni celui de “petite” connus jusqu’ici. 

Le fait que les deux 6tats stables de ‘Lgrande” et “petite” soient reliks par un 
Btat transitoire, rkversible, que nous avons qualifik de “pr~mutationnel” nous 
parait devoir trouver son explication dans des relations de rkpression mutuelle 
entre les deux facteurs postulks antkrieurement, facteur normal requis pour la 
synthhse des enzymes respiratoires et facteur suppressif. Outre qu’une telle in- 
terpretation invoque des mdcanismes biochimiques bien ktablis chez d’autres 
microorganismes elle trouve un appui dam le fait que, le dkveloppement de la 
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suppressivitd est apparemment dkclenchd par la perte du facteur normal. Cette 
conclusion est tirke d’expkriences qui seront dkcrites dans le prochain mkmoire 
de cette sdrie. Nous tenons B en faire connaitre les rdsultats avant de prdsenter 
les dktails de l’interprktation esquisske. 

MATBRIEL ET TECHNIQUES 

(a) Nomenclature: Dans ce mkmoire nous allons employer les abrbviations suivantes: Grande, 
G; petite, p ;  petite neutre, p,; petite suppressive, p a .  p a ktk employ6 dans le memoire I de cette 
sbrie (EPHRUSSI et GRANDCHAMP 1965) pour designer les “petites cytoplasmiques.” Entre temps 
l’usage s’est rkpandu d‘utiliser les symholes p pour dksigner les mutations des loci gkniques 
entrainant la deficience respiratoire et P pour le g h e  sauvage (SHERMAN et EPHRUSSI 1962), 
pf et p- indiquant la prbsence ou l’“absence” du facteur cytoplasmique. Pour des raisons que Yon 
verra, cette nomenclature est d‘application difficile dans l’analyse qui fait l’objet de ce mkmoire. 
Nous continuerons donc B utiliser ci-dessous le terme p pour “petite” en insistant sur le fait qu’il 
s’agit de “petites cytoplasmiques” (actuellement dksignbes par les symboles Pp-) . 

FN : facteur gbnktique normal. FS : facteur suppressif. 
(b) Souches: Grades.  C-%2-1sd, de signe a exigeant l’histidine et le tryptophane, C-982- 

lgb-la, de signe a, exigeant l’uracile et la mkthionine. On trouvera l’origine de ces souches dans 
les travaux ~EPHRUSSI et al. (1954) et EPHRUSSI et GRANDCHAMP (1965), respectivement. 

“Petites”. Toutes les souches sont ddrivbes des prkckdentes. Petites neutres : C-982-19b-la A ; 
C-982-19dA1. Petites suppressives : C-982-19dp 6/64? ; C-982-19dp 6/6-9 ; C-982-19dp 6/6-12 ; 
C-982-19dp 6/6-20; C-982-19dp 6/6-AI9; C-982-19dp 6/6-M 15-1B-20/9 et C-982-19dp 6/6-M 
15-1B-2/16. Les degrks de suppressivitk de ces souches sont dkfinis dans le texte. Dans ce qui 
suivra la premiere partie de leur dknomination sera omise. 

(c) La technique des croisements et le milieu minimum DH utilisk pour la dbtection des proto- 
trophes sont ceux dkcrits par JAKOB (1962). 

(d) Milieux. Les milieux utilisbs pour les cultures stock et pour la determination du % p des 
souches G sont ceux dkrits par EPHRUSSI et GRANDCHAMP (1965). 

De plus, les milieux suivants ont Qtk utilisds : (1) DHG : DH -!- 3 % (vol) de glyckrol; (2) 
DH 0,13 : DH + 1,3 g/l de glucose; (3) DHG 0,13 : DH + 3 % de glyckrol -t 1.3 g/l de glu- 
cose; (4) DHac 0,13 : DH + 2,6 g/l d‘acbtate de sodium + 1,3 g/l de glucose. 

Le milieu (1) au glyckrol, substrat non fermentescible, permet la croissance des seules G. Les 
milieux (3) et (4) sont des milieux dits diffkrentiels, permettant en gbnkral de distinguer G et p 
par leur’diffkrence de taille. La croissance des p s’arr8te lorsque la faihle quantitk de glucose dans 
le milieu est kpuisbe alors que les G continuent de croitre aux depens du glyckrol ou de l‘acktate 
de sodium. 

Ainsi la capacitd d’une cellule de prolifdrer sur glycdrol et la taille de la colonie formde sur le 
milieu diffdrentiel reprisentent deux critkres habituels de la nature G ou p d‘une cellule. U n  
troisikme critire est la coloration des G et l’absence de coloration des p par le chlorure de 
tdtrazolium ( T Z ) .  

(e) La coloration par le ‘IZ et la dktermination du degrk de suppressivitk (% S) ont ktk 
dkcrites prkckdemment (EPHRUSSI et GRANDCHAMP 1965), mais ici le % S n’a pas ktk corrigb, 
l’erreur ainsi commise ktant nkgligeable. 

(f) Sauf mention spkiale, toutes les expkriences ont ktk effectukes h 30°C. 
(g) La technique de microdissection sera dkcrite plus bas. 

RBSULTATS 

Quasi-identite‘ des zygotes d’un mbme croisement: I1 a ktk montn5 antkrieure- 
ment que la formation, dans un croisement G x p. A la fois de zygotes B de- 
scendance normale et de zygotes B descendance mutante, n’ktait due ni A l’absence 
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de mklange cytoplasmique qui ferait que certains zygotes n’auraient pas requ le 
facteur suppresif ( EPHRUSSI et a2. 1954), ni  au croisement prkfkrentiel entre les 
petites choisies et les petites spontankes, toujours prksentes dans la souche paren- 
tale G (EPHRUSSI et al. 1955). On a alors pen& que la formation de zygotes A 
descendances diffkrentes (colonies grandes et petites) pourrait etre attribuke A 
ce que la plupart des souches pa sont en vkalitk des mklanges de deux types cellu- 
laires, et pa hautement suppressive. Les proportions relatives de ces deux types 
dkfiniraient le degr6 de suppressivitd de la souche, de sorte que tout croisement du 
type considkrk comprendrait en rkalitk deux croisements diffkrents : (a) G Xpn 
et (b) G x p .  hautement suppressive. 

Or. un certain nombi-e d’observations relatdes ailleurs (EPHRUSSI et al. 1954) 
semblait aller A l’encontre de cette manikre de concevoir les degrks de suppressivitk 
et on a montrk dans le mkmoire prkcddent ( EPHRUSSI et GRANDCHAMP 1965) que 
ceux-ci se retrouvent sur le plan cellulaire. En d’autres termes, toutes les cellules 
d’un clone suppressif transmettent leur degrk de suppressivitk et donc apportent 
au zygote le meme FS. L’essentiel de l’hktkrogknkitk des zygotes n’est pas due A 
l’hdtirogkiiditt du parent “petite”. Reflkterait-elle l’hdtkrogknkitd du parent nor- 
mal ? Une rkponse nkgative A cette question est apportke par les rhsultats de 
clonages de G. 

Par exemple, dans une expkrience, 9 jeunes colonies formkes la suite de l’ktalement de la 
souche G, C-982-19b-la sur le milieu gklosk, ont ktk prklevkes et immkdiatement test6es par 
croisement avec la souche p 19dp 6 /67 ,  dont le degrk de suppressivitk est d’environ 27 %. Les 
pourcentages des zygotes qui ont donnk naissance h des colonies p ont ktk dans les neuf croise- 
ments, respectivement 19,3 ; 19,6 ; 20,8 ; 22,6 ; 22,7 ; 2 3 , O  ; 24,4 ; 26,6 et 28,O. (Ces pourcentages 
ne sont affect& que de trvks faibles erreurs, les comptages ayant portk sur environ 1000 colonies 
pour chaque croisement) . De toute kvidence, ces chiffres ne rkvvklent pas d‘hetkrogknkitk signifi- 
cative au sein de la souche G clonke. 

La formation de zygotes A descendance diffkrente ne peut donc etre attribuke 
A des diffkrences stables, c’est-A-dire dkcelables, entre les cellules de l’une des 
souches parentales et rksulte donc de l’kvolution diff krente de zygotes initialement 
quasi-identiques. 

Types de colonies form& par les zygotes des croisements G x ps: Nous avons 
dkjA rappel6 les raisons qui nous font croire que le FS doit &re prksent dans 
pratiquement tous les zygotes des croisements G x p s .  

Uous allons montrer maintenant que la simple observation des colonies formkes 
pal- ces zygotes, particulikrement aprks coloration au T Z  (OGUR et al. 19571, 
rkvkle l’action du FS dans beaucoup de colonies qui ne peuvent etre classkes 
comme des petites. 

Faisons un croisement G x p., ktalons-le sur le milieu DHG 0,13 et, aprks 4% 
jours d’incubation, colorons les colonies formkes. Leur examen permet de con- 
stater que, par leur aspect et leur coloration, elles constituent un spectre presque 
coritinu de formes dont les grandes et les petites typiques ne reprksentent que les 
deux extrkmitks, relikes par une skrie d’intermkdiaires. L’ensemble des colonies 
peut etre class4 dans les 4 catkgories modales suivantes (figure 6) : 
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( 1 )  Grandes : lkgi?rement rugueuses, B contours &guliers lkgkrement bru- 
nAtres, se colorant entibrement en rouge par le TZ. 

(2) petites : nettement plus petites, plates, lisses et blanches, ne se colorant pas 
par le TZ. 

(3) Festonnkes : (EPHRUSSI et HOTTINGUER 1951) prksentant, sauf pour les 
contours trks irrkguliers, les caractkristiques des G : en particulier, elles se colorent 
par le TZ. 

(4) petites abckdkes : de m6me taille que les petites ou de taille lkgkrement 
suphrieure, mais prksentant une excroissance centrale. Celle-ci apparait tantbt 
comme une toute petite pointe, tantbt comme une petite ou une grosse sphkre. 
L’excroissance prksente une surface plus rugueuse et est plus teintke que les parties 
qui l’entourent. Nous avons vkrifik que toutes les cellules de la colonie sont bien 
prototrophes. La coloration au TZ d’une petite abckdke, B grosse excroissance, 
permet de distinguer 3 parties : une aurkole blanche, une grosse masse centrale 
blanche ou trks faiblement colorke, et un sommet rouge. L’importance de la partie 
colorke varie d’une colonie B l’autre et se prksente comme une pointe, une plaque 
ou m e  calotte unique. Plus rarement elle est constituke par plusieurs points rouges 
(ce type de colonie a ktk indubitablement dkjB observk par PITTMAN (1959), B 
la suite de l’irradiation de la levure par les rayons UV) . 

La description que nous venons de faire, donne un tableau statique tel qu’il se 
prksente lorsque la coloration au TZ est iapliquhe apri?s 4% jours d’incubation 21 
30°C. Ce dklai passk, il ne change pratiquement plus. Au contraire, des observa- 
tions plus prkcoces permettent de constater des changements de l’aspect des colo- 
nies. Ainsi, certaines colonies que l’on classerait c o m e  festonnkes aprks 2 jours 
d’incubation sont classkes comme G au bout de 4% jours. Les petites abckdkes 
commencent par prksenter l’aspect de petites. Leur protubkrance centrale carac- 
tkristique n’apparait, en gknkral, qu’au troisikme jour. On a alors l’impression 
que l’abcks se dkveloppe au sein d’une colonie petite par la prolifkration dans son 
centre de quelques G rksultant de LLrt5versions” qui, B un moment donnk, percent 
la surface et continuent B s’y multiplier et, de plus, que le dkveloppement d’une 
grande ou d’une festonnke, ne diffkre de celui d’une petite abckdke que par 
l’importance de cette prolif4ration. Remarquons toutefois qu’alors que l’on ne 
peut pas douter qu’une partie au moins de ces transformations, en particulier de 
festonnkes en grandes et de petites abokdkes en festonnkes, est due B la sklection 
dans les populations mixtes qui constituent ces colonies, l’idke que l’kvbnement de 
base est une mutation &verse dans une colonie petite s’avkre, c o m e  on le verra 
par la suite, trop simple. 

Nous mentionnerons dks maintenant que, bien que les petites abckdkes contiennent des cellules 
colorables par le ?z, ces colonies ne donnent pas toujours une croissance lorsqu’on les repique 
sur un substrat non fermentescible, alors que des G normales prolif6rent toujours. Ainsi 15 i 
30 % des petites abc4d6es bien caractkris4es, formkes B la suite de l’ktalement du croisement 
C-982-19b-la x 20/9 sur milieu DHG 0,13 ne donnent pas de croissance dans le glycerol liquide 
et ne donnent souvent aucune colonie colorable lorsqu’on les rstale, en entier, sur le milieu DHG 
0,13. I1 n’en est pas de m h e  des petites abcr5dees formPles par les zygotes du m6me croisement 
sur milieu DHac 0,13 : celles-ci donnent toujours une croissance dans le glyckrol liquide et for- 
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ment, lors du rkktalement sur milieu DHG 0,13, non seulement des colonies petites, mais encore 
des colonies colorables. 

Les cellules qui constituent le “sommet rouge’’ des petites abcidbes, ne sont, de toute buidence, 
pas des G banales 

I1 n’est donc pas ktonnant que les quatre types modaux de colonies soient reliks 
par des formes intermkdiaires et que leur classement ne soit pas toujours aisk. 
Cette difficult6 est particuliGrement grande pour la distinction entre grandes et 
festonnkes, car le festonnage peut prksenter tous les degrks. On rencontre quelque- 
fois kgalement des colonies que l’on hksite A classer c o m e  festonnkes plutBt que 
comme petites abckdkes. Cependant, la plupart du temps, cette classification se 
fait sans hksitation, les petites abkdkes et les festonnkes ktant gkndralement &pa- 
rkes par une nette diffkrence de taille. C’est pourquoi dans les statistiques dont 
il sera question, nous ne distinguerons que trois classes : colonies petites, petites 
abckdkes et l’ensemble des grandes et festonnkes. 

Relation entre degrk de suppressiuitk et frkquence des difjfhents types de colo- 
nies: La trits grande proportion de colonies festonnkes et de petites abckddes dans 
les croisements G x p., la grande raretd de ces m&mes types de colonies dans les 
croisements G x p n ,  montrent d’emblke que leur formation est due A la prksence 
du FS dans les zygotes des croisements dont un des parents est une p.. 

Y a-t-il une relation simple entre degrk de suppressivitk de la p utilis@e dans un 
croisement et la frkquence des diffkrents types de colonies formks par les zygotes ? 

Ides statistiques effectdes de la mani&re indiquke sur les colonies formkes dans 
des conditions standard par les zygotes des croisements d’une msme G avec 
plusieurs p diff krant nettement par leur degrk de suppressivitk, permettent de 
constater que chaque croisement est caractkrisk par des frkquences relatives par- 
ticuliGres des diffkrents types de colonies. Ceci ressort des chiffres du tableau i qui 
rksume l’enscmble de nombreuses statistiques eff ectudes depuis trois ans sur huit 
croisements diffkrents, pour lesquels on s’est toujours servi des cultures stock, et 
encore plus clairement des figures 1 et 2 oh l’ensemble des donnkes concernant 
les croisements avec les p 20/9 et dp 6/6-12 (% S = 70 et 45 respectivement) 
sont reprksent4es graphiquement. 

TABLEAU 1 

Valeurs moyennes des friquences relatives des diffkrents types de colonies pour I‘ensemble des 
divers croisements auec la souche grande, C-982-I9b-I a (Milieu DHG O J 3 )  

Croisements arec 

2/16 
20/9 
12 
2 

9 

19d (G) 

A,, 

19% ( P , )  

% grandes 

2,2 (1-3,6) 
9,0 (1,l-17) 

74,7 (62-85) 

87,7 (78-95) 
98.2 

39,5 (20-59) 

78,O (67-87) 

99,o 

yh petites abcPdPes 
~- 

2 8  (0,4-7,6) 
23,O (9,6-36,4) 
15,5 (10,5-28) 
9,0 (3,5-14) 
7,O (4-14) 
5,2 (0,3-11,4) 
093 
0 

% petites 

95,O (91-98) 
68,O (47-81) 
45,O (27,847) 

15,O (IO-22,8) 
7,2 (3,7-11,4) 

16,2 (9,8-26,8) 

1,5 
1,o 

Entre parenthhes, limites de variation. 
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Dans la premiere figure ces donnkes sont groupees dans l'ordre des % S croissants, mesuds 

dans les diffkrentes experiences ; dans la deuxieme elles sont classees par ordre chronologique ; 
ceci met en kvidence l'ktendue des variations d'une experience A l'autre. En comparant les deux 
parties de la figure 1 on constatera la constance des frkquences relatives des G et petites abckdees 
pour les deux croisements ktudiks et ceci malgrk les variations considkrables du % S d'une 
expkrience A l'autre. Deux remarques s'imposent ici. La premiere est que (malgd les dificultks 
de classement dont nous avons par16 plus haut), le dknombrement des petites abddkes fournit de 
toute kvidence une mesure valable. La d e u x i h e  concerne les causes des variations considkrables 
de la mesure du % S d'une m&me souche p d'une exgrience A I'autre. On sait, (EPHRUSSI et al. 
1954) que le % S d'une souche donnke peut subir de fortes variations au cows de la propagation 
vkgktative prolongke. Ces variations, qui sont hkrkditaires, sont le plus souvent dans le sens d'une 
diminution. Les variations dont nous parlons ici sont sans doute d'une autre nature car il s'agit de 
mesures indkpendantes effectukes souvent sur de gros Cchantillons d'une m&me culture stock ou 
de cultures stock diffkrentes, mais qui ne sont separkes que par un tres petit nombre de gknkra- 
tions cellulaires. Aussi, lorsque Yon regroupe les donnkes de la figure 1 selon l'ordre chronologi- 
que, comme nous l'avons fait dans la figure 2, on voit que le plus gros des variations observkes 
n'indiquz pas de tmdance systkmatique A l'accroissement ou h la diminution du % S, c'est-8-dire 
qu'il s'agit de Variations fortuites. Nous savons aujourd'hui qu'au moins une trks grande partie de 
ces variations est due A des differences non contr616es de notre milieu diffhrentiel. 

Lorsque l'on considere l'ensemble de nos rksultats, on constate qu'en rhgle 

FIGURE 1.-Variation de la frequence des diffkrents types de colonies avec le degrk de sup- 
pressivitk. Croisements de deux souches p s  (12 et 20/9) avec une mCme souche G (19b-la). 
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FIGURE 2.-Variation de la frequence des differents types de colonies d’une experience A 
l’autre. Les rksultats, portant sur une gr iode de 3 ans sont group& par ordre chronologique. ( L e  
symboles sont ceux de la figure 1 ) .  

gknkrale, plus le % S d’une souche est &lev&, plus petite est la fraction des colonies 
petites abc&d&es (figure 3 ) .  

I1 faut remarquer toutefois que cette relation ( I )  n’est clairement reconnais- 
sable que dam les croisements avec les souches dont la suppressivitk est supkieure 
A 50 %. (Dans les cas des % S infkrieurs elle est apparemment obscurcie par le 
fait que les colonies ayant au dkbut de leur dkveloppement les caractkristiques de 
petites abckdkes se confondent fkquemment, au moment de l’examen avec les 
G:) ; (2) ne se dkgage clairement que pour des souches ktroitement apparentkes, 
comme celles que nous ktudions ici et qui, toutes, reprksentent des clones d’une 
msme p .  Meme dam ce cas, elle comporte des exceptions. Cependant, lorsque l’on 
compare des souches d’un m&me degrk de suppressivitk, mais d’origine plus 
kloignke, cetie r4gle ne s’applique plus et, en fait, on s’apercoit que le tableau 
des manifestations de la suppressivitk (en dehors bien entendu du pourcentage 
des p pris comme mesure du % S) peut etre diffkrent d’une souche A l’autre. 

On n’en donnera qu’un exemple ; le croisement de notre souche dp 6 / 6 2  avec la G lgb-la, 
donne 16 % de p ,  9 % de petites abckdees et 75 % de G et festonnkes, cette dernihre categoric 
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25 

=b 
-. **. io . 

I , I #  I 75 , * .  3, * .  
0. 

W. 
0 

25 35 40  50 

FIGURE 3.-Relation entre % S et frbquence des petites abckd6es. 

comprenant environ une festonnbe pour cinq G. Le croisement d‘une autre p avec la m6me G 
peut conduire i~ la formation d’autant de p ,  mais la rbpartition des types de colonies colorbes sera 
tout autre, les festonnkes btant beaucoup plus nombreuses que les petites abcbdbes et les G. I €  est 
clair, somme toute, que le % de p n’est qu’un des param2tres de la suppressivitk et que celle-ci ne 
subit pas que des variations quantitatiues. 

Variations expkrimentales des manifestations de la suppressiuitk: La valeur 
mesurke du % S, ainsi que les autres manifestations de la suppressivitk sont af- 
fectkes par les condit:ons dans lesquelles sont placks les zygotes des croisements 
G x p s .  

Nous n’dtudierons ici que les effets de la tempkrature et du remplacement du 
glycerol par l’acktate de sodium dans le milieu de culture. 

Les rhsultats d’une exp6rience dans laquelle les zygotes de plusieurs croisements 
ktaient incubks b la fois A 30°C et A 18°C sont donnks dans le tableau 2 et la figure 
4. On peut voir que le nombre de zygotes qui ont donnk naissance A des colonies 
est le meme aux deux temp6ratures et que, cependant, les frkquences relatives des 
trois types de colonies y sont t&s diffkrentes : dans les croisements avec les deux 
souches les plus suppressives, l’kldvation de la tempkrature a pour conskquence 

TABLEAU 2 

Influence de la tempkrature sur les frkquences relatives des diffkrents types de colonies formis 
par les zygotes des croisemenis entre la grande C 982-196-la et diffkrentes petites 

Incubation B 30°C Incubation B 18’C 

Nombre de 
Croisements colonies par . % % petites % 

avec 0.1 ml eta18 erandes abcedees Detites 

20/9 43 9,0 19,2 71,8 
12 83 46,7 13,3 40,O 
2 61 85,O 3,5 11,4 
9 89 96,O 0,3 3,7 
19dA, ( p , )  65 98,O 0,4 1 ,o 

Nombre de 
colonies par % % petites % 
0.1 ml eta18 erandes abcedees ~ehtes - 

42 0,4 2,5 95,O 
98 15,l 3,9 81,O 
60 53,l 6,4 40,5 
80 82,4 7,l 10,5 
76 98,l 0,9 1,o 
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.TOO % 

50 

Oxl9dA1 0 x 9  Gw12 G X 20/9 

30" 18' 

FIGURE 4.-FrCquence des diffkrents types de colonies form& dans cinq croisements B deux 
tempCratures (30" et 18°C) (G x p ) .  Les symboles sont ceux de la figure 1. 

la diminution du % des petites avec augmentation corrklative des pourcentages 
des deux catPgories colorkes (petites abckdkes et grandes) ; dans les deux croise- 
ments x e c  des p faiblemmt Suppress'Tes, la m h e  variation de la temp6rature 
conduit A la diminution A la fois des petites et des petites abddees. 

Somme toute, sous l'influence des variations de la temphrature, le "spectre" 
caractkristique de chaque croisement se dkplace comme un tout, c'est- A-dire 
comme s'il ktait constituk par une skquence de formes interconvertibles : petites 
s petites abckdkes 

Des variations analogues peuvent &tre provoqukes par le changement du milieu 
de culture. Le tableau 3 donne les frkquences relatives des diffkrents types de 
colonies formks par les zygotes de plusieurs croisements dans une expbrience oh 
les mklanges de copulation ont ktk etalks simultankment sur les trois milieux : 
DH 0,13 ; DHG 0,13 et DHac 0,13. Ce tableau permet de voir que, pour un croise- 
ment donn4, le nombre de -y,rrotes qui ont form5 des co!onies est le mime sur les 
trois milieux. Cependant, alors que les ktalements sur les deux premiers milieux 
fournissent des rksultats sensiblement identiques, ils donnent des rksultats tr&s 
diffkrents sur le troisi6me : le pourcentage de p est toujours moindre sur DHac 
0'13. (I1 semble que cet effet ne se retrouve pas si au lieu d'acktate de Na on utilise 
l'acgtate de K.) 

festonnkes s grandes. 

Dans l'expbrience qui vient d'btre dkcrite, la concentration d'acktate de sodium a 6th choisie 
pour &tre B peu pres kquivalente i celle du glycCrol. Dans une autre expbrience, on a utilid toute 
une gamme de concentrations d'acktate de sodium Les rksultats des 6talements de trois croise- 
ments sont donnh dans la figure 5 : la frkquence des petites diminue lorsqce la quantitk d'ac6tate 
augmente, pour se stabiliser B un plateau dont le niveau est d'autant plus iiaut que la suppressi- 
vitk du parent petite est plus klevke et qui ne semble pas pouvoir btre dkpass6. Cependant, le fait 
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TABLEAU 3 

Fre'quences relatives des diffe'rents types de colonies formb sur les milieux: ( a )  DH OJ3; 
( b )  DHG 0,f 3; DHac 0,13 par les zygotes de divers croisements auec la souche grande C 982-f 9b-f a 

Nombre de colonies % p,etites 
Croisements avec Milieu par 0,l ml Qtalh % grandes abcedhes % petites 

2/16 a 
b 
C 

20/9 a 
b 
C 

12 a 
b 
C 

A19 a 
b 
C 

2 a 
b 
C 

19dA1 ( P , )  a 
b 
C 

19d (G) a 
b 
C 

114 
109 
126 

99 
89 
75 

108 
1 02 
1 04 

68 
73 
68 

83 
89 
78 

71 
67 
83 

106 
95 

119 

3,3 
6 3  
493 

11,5 
12,2 
16,l 

35,4 
37,8 
46,8 

71,4 
71,5 
75,8 

76,7 
79,8 
83,8 

99,5 
99,o 
98,O 

99,4 
99,3 

100,o 

299 94 
5,3 89 

17,7 78 

35,5 53 
340 57,8 
54,4 29,5 

19,o 45,6 
18,2 460 
32,2 21 ,o 

798 2078 
5,4 23,l 

10,5 13,7 

7,7 15,6 
793 12,9 

10,5 5,7 

0 1 ,O 
0 270 

0,25 0,3 

0,3 0,3 
070 0,7 
0 0 

X P  

30- 

1 1 3 4 5 6 7 %d'acetate 
de sodium 

FIGURE 5.-Variation de la frbquence des colonies petites (% S) formbes dam trois croise- 
ments G x ps, en fonction de la concentration de l'acbtate de sodium dans le milieu. 
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que l‘acbtate de sodium exerce une action inhibitrice sur la croissance de la levure nous empgche 
#&e plus affirmatifs sur ce dernier point. 

Les changements du milieu de culture conduisent donc, comme les change- 
ments de tempk-ature, B des modifications des frkquences relatives des diffdrents 
types de colonies caractkristiques de chacune des souches suppressives. 

Quel est le dknominateur commun aux actions des deux facteurs que nous avons 
fait varier dans les exptkiences pr6ckdentes ? L’abaissement de la temlkrature 
cause, bien entendu, un ralentissement de la vitesse de multiplication cellulaire. 
Tel est aussi, tr&s nettement, l’effet de l’acktate de Na (figure 6).  

Pour s’en assurer, il suffit de comparer les colonies formbes par les zygotes d’un m$me croise- 
ment sur les milieux DHG 0,13 et DHac 0,13 (figure 6) ; on constate que le diamhtre des grandes 
est considkrablement plus petit sur le milieu i l’acbtate, alors que celui des petites, incapables 
#utiliser l’acktate, n’est pas changb par rapport i ce qu’il est sur le milieu au glycbrol. (Notons 
en passant que les grandes formkes sur DHac 0,13 et, A un moindre degrk les petites ont des con- 
tours moins rhguliers et une surface plus rugueuse que sur DHG 0,13. Enfin, l’aspect des petites 
ahckdks sur les deux milieux est trits diffdrent : elles prhsentent sur DHG 0,13 une aurhle  
beaucoup plus distincte et un d8me moins Clevk) . Nous avons par ailleurs vbrifik par des mesures 
de la densitk optique que la croissance des G est sensiblenlent plus rapide dans le milieu synthkti- 
que liquide D H  contenant 0.2 % de glucose que SUI’ le m&me milieu contenant 0,2 % de glucose 
-I- 2,6 % d’acktate de sodium, alors que les vitesses de croissance des p sont kgales sur les deux 
milieux. L‘addition de 3 % de glyc6rol au milieu (F,2 de sucre n’affecte au contraire pas la 
vitesse de croissance des G. 

Comme l’abaissement de la tempkrature, l’addition d’acktate de Na freine donc 
trhs nettement le dkveloppement des colonies et cependant l’action de ces deux 
facteurs sur les frkquences des diffkrents types de colonies est de signe contraire : 
le premier augmente la proportion des p ,  le second la dduit .  I1 n’y a donc pas de 
relation simple entre vitesse de multiplication et kvolution des zygotes. 

Quel que soit le mkanisme intime des variations observkes, les expkriences 
d4crites s’accordent 2I montrer que le sort d‘au moins une grande fraction des 
zygotes, sort dkfini par la nature de leur descendance (colonie) , n’est pas rigide- 
ment fixk d2s la fusion des cellules parentales, car il peut &re affect& par les con- 
ditions de culture. 

Nature des kue‘nements qui donnent naissance aux divers types de colonies: On 
a vu dans ce qui prkchde que toutes les colonies formkes B la suite d’un croisement 
G X P , ~  forment un spectre quasi-continu de types coloniaux dans lequel la seule 
discontinuitk apprkciable est due 21 la petite taille des petites abckdkes. Lorsque les 
conditions de culture sont modifikes, ce spectre se dkplace comme un tout, comme 
si les colonies des diffkrents types ne reprksentaient que diffhrentes &tapes d’une 
kvolution commune, de sorte que le tableau observk B un moment donnk serait 
l’tiquivalent d’un instantank pris au cours du dkveloppement hktkrochrone d’une 
population de colonies. Bref, tout se passe comme si la genhse des divers types de 
colonies refl6tait des variations purement quantitatives de l’action du FS. 

Une telle gradation quantitative peut &tre conque de deux manihres. 
Puisqu’il a ktk montrk que la formation de colonies festonnkes et de petites 

abckddes par des cellules normales traitkes par l’acriflavine (EPHRUSSI et al. 1951) 
011 par les rayons ultra-violets (PITTMAN 1959) est due B l’induction par ces 
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FIGURE fi.-Morphologir des colonies form(& apr& 4 % jours (le croissance ( 1  ) sur milieu 
DHG 0.1 3 (en haut) (2) sur milieu DHac 0,13 ap+s coloration par le TZ (Croisement G x 20/9) 
(en bas). Colonies : grades : enti6mment rouges ; petites abcdddes : prbentant un point central 
ou une cahtte rouge ; petites : entibrement blanches. 

agents d'un Ctat cellulaire instable se manifestant par un taux &lev6 de mutation 
Grande+ petite, et souvent transmis B la descendance, on peut penser que la 
formation de ces deux types de colonies dans les croisements G x pr est due B ce 
que le FS cr& un Ctat d'instabilitk semblable dans les zygotes qui leur donnent 
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naissance. (I1 a en effet ktk montrb que le reetalement de telles colonies donne 
naissance B un mdlange de colonies grandes et petites.) Rappelons que nous savons 
par ailleurs, qu’au dkpart, le FS est prPsent dans presque tous, sinon dans tous les 
zygotes et que les cellules normales ont toujours un avantage sdlectif sur les mu- 
tants p .  Que l’on considkre les sorts diffkrents des diffkrents zygotes d’un croise- 
ment place‘s dans les m2mes cond;t;cns, ou le sort diffkrent des mbmes zygotes 
place‘s duns des conditLons diffkrentes, on se trouve alors devant la m&me alterna- 
tive : ces diffdrences du devenir des zygotes sont-elles dues (a) aux fluctuations 
fortuites de la distribution dans le temps des kvitnements mutationnels dont le 
tilux est constant, mais dont les effets sera;ent amplifids par la sklection ou (b) 
B des diffkrences rkelles entre les taux de mutation. 

Prenons un cas concret, par exemple celui des expkriences dans lesquelles les 
zygotes du croisement 19b-la x 20/9 Pvoluent sur deux milieux diffPrents, DHG 
0,13 et DHac 0,13. Nous choisissons cet exemple parce que la comparaison des 
rksultats observks sur les deux milieux nous servira plus bas B tester cette alterna- 
tive. On se souviendra que le rksultat notable d’une telle exgrience est la propor- 
tion beaucoup plus grande de p sur le premier milieu. D’aprks l’hypothkse (a) 
cette diffkrence, due B la sklection ne serait qu’apparente et le rksultat observk dii 
B ce que la coloration au TZ ne permet pas de reconnaitre les colonies ne contenant 
qu’une trits faible proportion de cellules G. 

Cette hypothkse apparait a priori invraisemblable pour deux raisons : 
(1) On a vu plus haut que l’acktate de sodium exerce une action inhibitrice sur la croissance 

des seules G alors que le glyckiol n’affecte pas la vitesse de celle -ci. C‘est donc sur l’acktate et 
non sur le glyc6rol que l’on s’attendrait B trouver moins de colonies colorables. 

(2) Le pmrcentage trks klevk de p form6 dans ce croisement implique un taux de mutation 
suffisamment klevk pour ne pas Btre compatible avec la formation d’environ 10 % de G apparem- 
nient normales. 

Quoiqu’a priori cette hypothitse nous soit apparue invraisemblable elle a Ctk 
soumise au test de l’exp6rience suivante. Les zygotes du croisement 19b-la x 20/9 
ont ktk ktalks sur un grand nombre de boites de deux skries, l’une contenant le 
milieu DHac 0,13, l’autre le milieu DHG 0,13. Aprbs deux, trois, quatre . . . etc. 
jours d’incubation B 25”C, quelques boites de chaque skrie ont servi : Les unes B 
i.tab1.r le pourcentage de colonies colorables par le TZ (cette coloration n’ktant 
possible qu’B partir du troisikme jour, EPHRUSSI et al. 1956) ; les autres, B l’inocu- 
letion clc toutes les colonies prPlevkes en entier (avec un bloc d’agar) dans des 
tubes contenant 5 cm? de milieu DHG liquide. Ces tubes, incub& B 30°, sont 
observds au bout de trois semaines. Dans ces conditions, toute colonie contenant 
cles G, m&me en nombre trits petit et insuffisant pour &tre dkcelable par le test au 

I Z, (loit c‘onner naissaiire h ilrle culture (test positif au glyck-01) puisqu’il s’agit 
cl’un milieu hautement sklectif oh seules les G peuvent prolifkrer. L’hypothGse (a) 
cle sklection prkvoit qu’une fraction kgale des colonies prdevkes sur les deux 
milieu-< doit, ouel qu’ait it6 leur Age au moment du prdlbvement, donner un test 
positif au glyckrol. Autrement dit, si les diffkrents types de colonies qui se dkvelop- 
pent sur un milieu donnk ne diffbraient, comme le suppose l’hypothkse de sklec- 
tion, que par le moment oh intervient la mutation grande -+ petite, et si les deux 

7- 
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milieux comparks n’aff ectaient diffkremment que la sklection parmi les cellules 
des deux types nds avec la mtime frkquence, les courbes reprbsentant la propor- 
tion de colonies ayant fourni un test positif au glyckrol en fonction de l’hge des 
colonies devraient &re deux droites horizontales qui se superposeraient et dont la 
hauteur ne dbpendrait que de la valeur du taux de mutation. 

Si, au contraire, la nature du milieu de culture affectait le taux de mutation, 
hypothhse (b) , on devrait obtenir deux courbes diffkrentes. 

Toutefois, le plan d’expkrience tel qu’il vient d’titre dkcrit ne porte que sur des 
colonies hgkes au minimum de deux jours et ne nous fournit pas la valeur au 
temps zbro. Pour obtenir cette valeur, il nous faut appliquer le test au glyckrol 
aux zygotes individuels dhs leur formation. Pour cela nous avons diluc5 le m’dlange 
de copulation de faqon que seulement un tube sur cinq environ reCoive un zygote, 
le nombre exact de tubes ayant r e p  un zygote ktant dbtermine par ensemence- 
ment d’une skrie de tubes contenant le milieu DH -t 3 % de glucose, dans lequel 
tout zygote prototrophe, qu’il soit G ou p ,  peut prolifkrer. Une expkrience tkmoin 
a ktk effectuke de la meme manihre avec le croisement G x pn et, (pour la seule 
inoculation des zygotes) avec le croisement G x G. Les rksultats de cette expdri- 
ence sont donnks par la figure 7 et par la partie supkrieure du tableau 4. 

Constatons d’abord que les zygotes du croisement G x pn (1 9dA,), ainsi que les 
clones (colonies) qu’ils engendrent sont toujours capables, que1 qu’ait kt4 le milieu 
oh ils se sont formks, de prolifkrer aux dbpens du glyckrol : d’oh les droites hori- 
zontales A et B de la figure 7. 

I1 en est tout autrement de l’kvolution des zygotes du croisement G x ps (haute- 
ment suppressive 20/9), Les rksultats obtenus avec ceux-ci infirment l’hypothese 
(a) car, contrairement 6 la pr&ision, ( 1 )  la fraction des colonies qui donnent un 
test de croissance positif au glyckrol est beaucoup plus grande parmi les colonies 

C ’  
o - n - 2 J  -_____-_-‘ 
d 

---- , i 

p u n  , I , . , . I s 9 IO I 1  3 2  
0 - 0  a e ‘ *  ” I I 1 1  I ” 

FIGURE 7.-Evolution en fonction du temps de la prolifkration aux dkpens du glyckrol. 
Courbes : A et C des colonies des croisements G x pn (19dA,) et G x p s  (20/9) pdlevks  sur 
milieu DHG 0,13 ; B et D des colonies des m h e s  croisements pdlevkes sur milieu DHac 0,13. 
Courbes : A‘ et C’ : % de colonies colorkes formCes par les deux croisements sur DHG 0,13. B’ et 
D’ : % de colonies colorkes formkes par les deux croisements sur DHac 0,13. 
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TABLEAU 4 

Relation entre test de la croissance aux dipens du glycdrol (milieu DHG) des zygotes de divers 
croisements auec la grande C 982-196-la et colonies colordes f o r d e s  sur milieu DHG 0,13 

Etalement sur DHG 0,13 Nombre Nombre 
de tubes de tubes (% tubes positifs/ 

% % colonies inoculks positifs % tubes % colonies 
Croisements avec petites colorkes (DH 3%) (DHG) positlfs coloses) X 100 

19d (G) 2,6 97,4 65 64 98,4 101 
1 9 u ,  ( P , )  1 ,o QW 81 80 98,7 99,3 
20/9 89,4 10,6 55 1 158 16,4 

12 53,l 46,9 52 15 28,8 61,2 
20 38,0 62,O 26 3 11,5 18,6 
2 16,0 84,O 77 36 46,7 55,4 

prklevkes sur milieu DHac 0,13 (courbes C et D) , (2) les deux courbes partent de 
&ro et n’atteignent un plateau qu’au troisihme jour, plateau dont la hauteur cor- 
respond, h peu de chose prh ,  pour chacun des milieux, h celui de la courbe de 
coloration au TZ. (Cette correspondance n’est d’ailleurs pas parfaite car certaines 
petites abckddes comme nous l’avons dkjh indiquk ci-dessus et comme on le verra 
plus bas, ne prolifhrent pas lorsqu’on les inocule dans le glyckrol). Cependant, 
avant le 5hme jour, il y a un kcart sensible entre ces courbes et celles des colonies 
colordes, les premihres atteignant le plateau avant les secondes. 

Revenant h la question h laquelle ces expkriences devaient rkpondre, nous 
sommes amends par ces deux constatations A conclure respectivement que (1 ) la 
diffkrence des rdsultats fournis par les colonies prdlevkes sur les deux milieux 
doit Gtre imputke h un kvhnement dont la f&quence est diffkrente sur ces deux 
milieux et (2) que cet kvhement ne peut pas Gtre simplement la mutation 
grande + petite. Autrement dit, la diffkrence entre les populations de colonies 
obserukes sur les milieux DHG 0,13 et DHac 0.13 est due ci ce que ces milieux 
orientent di@remment I‘kvolution des m2mes zygotes, ce qui rkukle leur ktat 
particulier. 

Remarquons maintenant que le fait, qu’B une seule exception p&s, aucun des 
zygotes du croisement G x 20,’s n’a donnk de test positif (c’est-&-dire une crois- 
same suffisante pour provoquer un trouble visible dans le glyckrol) pris conjointe- 
ment avec les tests positifs donnks par tous les zygotes des croisements G X G et 
G x p n  montre, indubitablement, que cette absence de croissance des premiers 
est lide B la prhsence du FS. 

Remarquons par ailleurs, que le fait qu’un test nkgatif au glyckrol soit donnd 
par les zygotes qui, placks sur un milieu contenant du sucre, donneraient des 
colonies colo&es, montre que la nature mgme du test employe? aflecte celle des 
rksultats obtenus Zorsque ce test est appl iqd ci des cellules ayant recu le FS. 

Les m&mes resultats ont et& fournis par une experience moins compli.te oh les colonies 6taient 
cultivees B 30°C. On se souvient qu’h cette temperature le nombre de colonies colorables est plus 
Cleve qu’h 25°C sur DHG 0,13 et on obtient ainsi des chiffres plus valables. 

Des colonies de deux Bges (2 et 6 jours) form6es sur DHG 0,13 ont 6th 6tudihes. Parmi les 347 
colonies de 6 jours testkes, 105, c’est-A-dire 30,2 % 6taient colorables par le TZ et 15 sur 60 
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colonies testGes, c’est-&dire 25 % ont prolif6rk aux d6pens du glyc6rol. Parmi les 60 colonies de 2 
jours test6es de la m&me facon, seules 5, c’est-8-dire 8,3 % ont pouss6 sur glyckrol. (Les colonies 
de levure normale ne se colorent pas encore 8 cet Age). 

D’autre part, parmi 414 colonies de 6 jours form6es sur le milieu DHac 0,13 seulement 266, 
c’est-8-dire 64,2 % 6taient colorables et 38 sur 60, c’est-?-dire 63,3 dtaient capables de prolifbrer 
aux dbpens du glyc6rol. Parmi les 48 colonies de 2 jours testhes, seulement 16, c’est-&dire 33,3 % 
ont prolifkrk aux dkpens du glycCro1. 

Dans ce qui suit, nous garderons donc prksente A l’esprit cette dernikre conclu- 
sion qui nous interdit d’extrapoler les propriktks et l’kvolution des zygotes d’un 
milieu A l’autre. 

Avec cette &serve, constatons que la forme des courbes de la figure 7 qui 
traduisent l’kvolution en fonction du temps, de la capacitk des zygotes du croise- 
ment G X 20/9 et des clones qui en sont issus de croitre aux dkpens du glyckrol, 
s’accorde avec la description formelle suivante : 

La premidre conskquence de la fusion d‘une cellule normale, ayant la capacitk 
de prolifkrer indLfiniment auz dkpens du glyce‘rol, avec une p. hautement sup- 
pressiue est le passage du zygote dans un ktat particulier caractkrisk, (outre le fait 
que le milieu peut influencer son holution), par Pabolition prouisoire de cette 
capacitk qui, au cours des gkne’rations suiuantes effectukes sur un milieu confenant 
du sucre, mais non sur glyckrol s e d ,  rkapparait dans une fraction des clones, 
sensiblement &ale au nombre de colonies colorkes (comparer courbes C et C’ et 
D et D’). 

Cette description convient Cgalement A une partie des zygotes des croisements 
de la G avec des p s  moins suppressives que 20/9. Les rksultats relatifs A ces zygotes 
figurent dans la partie infkrieure du tableau 4. En les comparant avec les rksultats 
du m&me test appliquk aux zygotes G x 20/9, on verra qu’il existe une relation 
entre degrk de suppressivitk et capacitk de croissance des zygotes dans le glyckrol : 
d’une faCon gknbrale, plus IC degrb de suppressivitk d’une souche est bas, plus il y 
a de zygotes capables de se dkvelopper dans le glyckrol en donnant naissance A 
des cellules dont la croissance se poursuit de faCon illimitke. Cependant, seule une 
fraction des zygotes qui donnent naissance A des colonies colorables lors du dk- 
veloppement sur un milieu contenant du sucre, prolifbrent dans le glyckrol. Cette 
fraction est de 61, 18 et 55 % respectivement pour les trois croisements ktudies. 

On remarquera que la souche dp 6/6-20 ne se place pas de faGon attendue dans la &ne. Ceci 
est un exemple de ce qui a 6t6 dit plus haut sur les parametres de la suppressivith. 

Delai d’action du facteur suppressif perte diffkrke de la capacitk respirutoire 
sous Paction du FS: Dans ce qui prkckde nous avons vu qu’une fraction au moins, 
sinon tous les zygotes des croisements G x p S  se trouvent dans un ktat particulier 
caractkrisk par le fait que le milieu affecte leur kvolution. On se rappellera en 
particulies que. ( 1  ) placds dans du glyckrol liquide ils ne donnent pas de crois- 
sance visible alors que, etalks sur des milieux (DHG 0,13 ou DHac 0,13) oh, pour 
commencer ils disposent d’une petite quantitk de sucre, ils donnent tous naissance 
A des colonies, (2) placks sur ces deux derniers milieux, les m&mes zygotes 
donnent naissance A des colonies de types diffkrents. 

Les expkriences dont on donnera ici les rksultats, rkalides grdce A la technique 
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de micromanipulation, ont eu pour objectif initial l’observation directe de la 
capacitk des zygotes des diffkrents croisements (et eventuellement de leurs bour- 
geons) de prolifkrer aux dkpens du glychrol, afin de nous rendre compte en par- 
t i d i e r ,  si l’absence de leur croissance aux dkpens du glyckrol seul (voir ci dessus) 
est due B ce qu’ils n’y bourgeonnent pas ou B ce qu’ils n’y forment qu’un nombre 
limitk de bourgeons p incapables de se multiplier B leur tour. 

La micromanipulation en chambre B huile (DE FONBRUNE 1949) nous a permis d‘isoler les 
zygotes et de suivre leur bourgeonnement dans des gouttelettes de milieu liquide DHG. Les 
zygotes synchrones ont kt6 obtenus par la technique dkjh indiquke (JAKOB 1962) et lavks pour 
kliminer les traces de sucre avant lzur isolement. Cclui-ci n’a port6 qu- sur d-s zygotes dkpourvus 
de bourgeons. Les bourgeons formks par C Y  ~ y g o t - s  dins 1- m;l eu au g1yc”r-1 pouvnient 6tre 
dktachks au fur et h mesure de leur formation et transfkrks dans de nouvelles gouttelettes du 
m&me milieu. Les clones issus de ces bourgeons pouvaient atre prklevks h la micropipette et 
ktalks, en entier, sur du milieu glucod. 

La micromanipulation, dont la durke n’a jamais erckdk une heure, a kt6 exdcutke B la 
tempkrature du laboratoire. Les cultures ktaient ensuite incub6es 1 30°C. Dans ces conditions, le 
temps de gknkration des G ktait d’environ quatre heures. On a considkrk que la multiplication 
h i t  arr6tke lorsque les cellules ne formaient pas de nouveaux bourgeons pendant 24 heures. Dans 
les cas o i ~  les cellules dans une gouttelette ktaient trop nombreuses pour permettre le comptage, 
le clone ktait ktalk 72 heures aprks l’isolement du bourgeon. Les colonies formkes sur milieu 
ghlosk htaient comptkes et examinees aprks 4 jours de croissance B 30°C et coloration au TZ. 

Les donnkes concernant la capacitk de croitre dans le glyckrol des zygotes des 
croisements de la G (19b-la) avec des p de suppressivitks varikes et de trois croise- 
ments t6moin (G x G ; G x p. ; p. x p n )  sont rksumkes dans le graphique 8A et 
dans le tableau 5.  Le graphique indique le nombre de bourgeons form& par les 
divers zygotes et le tableau 5 (colonne 3 )  leur nombre moyen. 

Remarquons tout d’abord que, dans tous les cas dtudiks, un petit nombre de 
zygotes n’a pas bourgeonnk, ceci pourrait 6tre dQ A des traumatismes survenus 
au cours de l’isolement des zygotes. 

Malgrd le nombre relativement petit de zygotes analyses on voit que, dans le 
milieu au glyckrol : (1) Un zygote resultant de la fusion de deux cellules G ou 
d’une G avec une p. forme en moyenne 17 bourgeons. (2) Les zygotes r h l t a n t  
de la fusion de deux p. ne bourgeonnent en grhkral pas ou ne forment qu’un seul 
bourgeon. ( 3 )  Si l’on tient compte des zygotes G x G ou G x pn qui ne se divisent 
pas, on peut affirmer que tous les zygotes d’un croisement G x p. se divisent que1 
que soit le de& de suppressivitk du parent p ,  mais que, (4) Le nombre de bour- 
geons formks par chacun des zygotes est d’autant plus petit que le degrk de sup- 
pressivitk du parent p est plus klevk. Le nombre moyen le plus faible (5 ,7)  est 
fourni par les zygotes G x p ;  hautement suppressive (2/16). ( 5 )  Le nombre de 
bourgeons varie largement autour de la moyenne, mais la distribution ne semble 
prkenter qu’un seul mode. 

Dans les croisements G x p s  nous avons toujours trouvk quelques zygotes ayant fourni un 
nombre 61eve de bourgeons (15 ou plus), mais nous verrons plus loin qu’ils ne sont pas identiques 
h ceux des croisements tkmoin G x G ou G x pa : l’ensemble ou la grande majoritk de leur 
descendance, n& dans le glyckrol, s’arrete de croitre et forme des colonies petites aprks ktalement 
sur DHG 0,13. Nous n’avons pas trouvk dans ces croisements de zygotes se comportant h cet 
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FIGURE 8.-Histogrammes reprdsentant le nombre de bourgeons formes par chacun des 
zygotes lorsque la croissance s’effectue aux dQpens du glycerol (milieu DHG) . A : a p s s  croise- 
ment en pldsence d’air ; B : aprh  croisement en anaerobiose. M : Nombre moyen de bourgeons 
caracteristique pour chacun des croisements QtudiQs. 

Bgard comme ceux d’un croisement G x G (s’ils existent ils sont donc rares) et nous n’en avons 
observh que t r&s peu qui se comportent comme ceux du croisement p n  x pn. 

L’arret prkcoce du bourgeonnement des zygotes G x p s  n’est dfi ni h la carence 
du milieu (car la division ne reprend pas aprhs transfert des zygotes dans une 
gouttelette de milieu DHG irais), ni h la mort des zygotes (car l’addition d’une 
petite quantitk de glucose permet la reprise du bourgeonnement) . Lorsque l’on 
&ale les clones formks dans le glydrol, sur milieu gklosk contenant du sucre, on 
s’aperqoit que, sauf dans quelques cas exceptionnels, que nous discuterons plus 
loin, ils ne foment  que des colonies petites. L’arrgt de la croissance est donc bien 
dii a la perte de la capacite‘ des cellules d’oxyder le glyckrol, perte qui n’est pas 
imdd ia te ,  mais se produit apr2s un certain temps. Pour le zygote lui-mGme ce 
temps, mesurk par le nombre de bourgeons qu’il a formks, dkfinit le dklai maxi- 
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TABLEAU 5 

Nombre moyen ( m )  de bourgeons formds par les zygotes de quatre croisements G X p8 et de trois 
croisements timoin. Nature des bourgeons d’apr&s les rdsultats des dtalements sur DHG 0,13 

1 

Croisement % S  - 

T6moins 
G x G  

19b-la x 19d 0 

19b-la x 19dA, 0 

1Qb-la-A x IQdA, 0 

2/16 97 
20/9 70 

12 45 
A-I9 13 

G x P* 

Pn x Pn 

G 19b-la x p s  

3 

17,6 (35) * 

4 5 
Frkquence Frkquence 
des zygotes des bow eons 

Q descendance B descenfance 
entihrement uetite entihment petite 

0 0 

1% 1% 

100% 100% 

100% 100% 
100% 100% 
73 % 91 % 
34,5 % 74% 

* Entre parentheses : nombre de zygotes ktudihs. 

mum d’action du FS, aprhs lequel le zygote est converti en p (quelques exceptions 
seront discutkes plus loin). Le dklai est d’autant plus long que le degrk de sup- 
pressivitk du parent p est plus bas. 

L’observation des bourgeons dktachks montre que la plupart de ceux-ci pos- 
shdent eux aussi, du moins pendant un certain temps, la capacitk de se multiplier 
aux dkpens du glyckrol. Le nombre de cellules formkes par l’ensemble des bour- 
geons des zygotes individuels des diffkrents croisement ktudi& est indiquk dans 
le graphique 9. On voit qu’en rcgle gknkrale, plus le degrk de suppressiuite‘ de la 
souche p est bas, plus le nombre de cellules formes par zygote dans le glyce‘rol 
est grand. 

Comme on peut le voir sur le graphique, la majoritk des zygotes de chacun des d i f fhnts  
croisements ktudiks, forment les nombres suivants de cellules : G x 2/16 : 10 A 30 ; G X 20/9 et 
G X 12 : 100 h 500 ; G x A,, : 200 h IO00 ou plus. Pour le croisement tkmoin pn X p s  ce 
nombre n’est que de 2 et dans les croisements G x G et G x pn il atteint 1 A 2QoO cellules. 
Mentionnons encore, que pour chacun des croisements, les premiers bourgeons issus d’un zygote 
donnk se divisent plus souvent que les suivants et que les bourgeons sucessifs ont une descendance 
de moms en moins nombreuse. 

Examinons maintenant la nature des colonies produites sur milieu glucos4 
(DHG 0,13) par les clones issus des bourgeons dans le milieu au glyckrol (ktale- 
ment apds  72 heures qu’il y ait eu ou non arret de la croissance). Puisque la 
croissance a lieu dans le glyckrol o~ seules les G prolifkrent, on s’attend B ce que 
les ktalements donnent naissance B des colonies colorables. En rkalitk, il n’en est 
rien. L’examen de la colonne 4 du tableau 5 montxe qu’une fraction des cellules 
formdes dans le glyce‘rol, fraction d‘autant plus grande que la suppressiuitk du 
parent ps est plus kleue‘e, forme des colonies petites. Malgre‘ leur prolifkration 
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FIGURE 9.-Histogrammes reprksentant le nombre total de cellules formbes dans le milieu au 
glyckrol par l’ensemble des bourgeons de chacun des zygotes. A : de sept croisements effectuks 
en prksence d‘air ; B : du croisement G x 2/16 effectuk en anakrobiose. 

dans le glyckrol, ces cellules manifestent done encore l’efjet du FS, se traduisant 
par un taux e‘leve‘ de mutation en p. 

On notera que le % de zygotes h descendance entiirrement p (colonne 4) est plus grand que 
prkvu d‘aprks le % S (colonne 2) ktabli de la facon habituelle, c’est-&-dire par ktalement des 
zygotes aussit6t formks sur le milieu diffbrentiel contenant du sucre. Ceci conduit h se demander 
si le glyckrol n’induit pas la mutation grande + petite. Alors que des observations inkdites 
montrent que, dans certaines conditions, le glyckrol a effectivement une 16girre action mutaghe 
celle-ci ne suffit pas B rendre compte des rksultats relates ici. Pour s’en assurer, il sufit de con- 
stater que les zygotes des croisements tkmoin G x G ou G x p ,  ne sont pas affectks dans ces 
mbmes conditions de culture. I1 en ressort que, si le glydrol affecte les zygotes G x ps c’est parce 
que ceux-ci, h la suite de la prksence du FS, se trouvent dans un ktat particulier. 

La comparaison des colonnes 4 et 5 du tableau 5 montre d‘autre part que la 
frkquence des bourgeons A descendance entihrement p est plus ClevPe que celle des 
zygotes A descendance enti6rement p,  ce qui revient A dire que la mutation en 
petite se produit souvent dans les bourgeons, autre preuve du ddlai d’action du 
FS . 

D’autre part, si Yon compare les bourgeons successifs form& par les zygotes 
d’un m&me croisement, il apparait que la probabilitk d’une descendance entihre- 
ment petite croit dans l’ordre de la formation des bourgeons (tableau 6) .  
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TABLEAU 6 

Fre‘quence des clones ci descendance entiirement petite, de‘terminie d‘upris l‘exumen 
des colonies, pour les bourgeons successifs 
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Croisements de la G (19b-la) avec les petites 
No  d‘ordre ~~ 

du bourgeon 2/16 20/9 12 AI, 19d,,, 19dA, ( P , J  

1 100% 100% 81 % 49% 0% 0% 

2. 100% 100% 90% 72,3% 0% 0% 

3 100% 100% 94% 79,0% 0% 0% 

4 100% 100% 100% 74% 0% 0% 

(26/26) (34/34) (17/21) (9/22) (0/18) (0/11) 

(26/26) (30/30) (17/19) (18/25) (0/18) (0/11) 

(25/25) (26/26) (16/17) (15/19) (0/18) (0/11) 

(24/24) (20/20) (14/14) (14/19) (0/18) (0/11) 

Entie paieiitheses nombre de zygotes p/nombre total de rygotes exannnBs 

Les faits rapportks ici relatifs au nombre de gknkrations que les zygotes G xps 
et leur descendance peuvent effectuer aux dkpens du glyckrol (division qui impli- 
que, comme nous l’avons dkjB mentionnk, la prksence et le fonctionnement des 
enzymes respiratoires) donne une indication quant B l’action du FS. 

A premikre vue, le dklai le plus court que nous ayons observk (quatre B cinq 
gknbrations cellulaires pour le croisement G x 2/16) pourrait 6tre celui requis 
pour la dilution des enzymes prkformks (apportks par le parent G).  I1 est, en 
effet de m6me ordre que celui nkcessaire B l’expression phknotypique d’une petite 
nouvelle-nke (OGUR et al. 1959). Cela impliquerait que l’action du FS est im- 
mkdiate et bloque d’emblhe la nko-formation des enzymes respiratoires. Nous 
verrons dans un instant que cette interprktation n’est pas correcte. DGs maintenant 
il est evident qu’elle ne convient pas pour les zygotes des autres croisements. En 
effet, le nombre de divisions cellulaires est si klevk, qu’il montre indiscutablement 
que l’action du FS n’aboutit pas imddiatement d la destruction des enzymes 
respiratoires et n’empzche pas leur fonctionnement. La synt&se de ces enzymes 
doit au contraire continuer pendant quelque temps apr& la fusion d‘une G auec 
une p.. 

I1 en est ainsi, m6me dans le cas du croisement effectuk avec la souche haute- 
ment suppressive 2/16. Ceci peut 6tre dkmontrb par des expkriences de micro- 
manipulation identiques aux prkckdentes, mais portant sur des zygotes qui, au 
dkpart. ne contiennent pas d’enzymes respiratoires. 

De tels zygotes sont obtenus en cultivant les souches B croiser en anakrobiose (pendant une 
trentaine de gbnkrations et jusqu’8 arrat de croissance pour la G, ce qui, d’aprhs SLONIMSKI (1953), 
est plus que suffisant pour que les enzymes prCform6 soient diluks) et en les croisant dans des 
conditions d‘anakrobiose Les zygotes une fois fonnhs sont manipulCs dans la chambre 8 huile 
en prbsence d‘air. 

Dans ces conditions, les zygotes du croisement tkmoin G x p. produisent, 
comme en culture akrobie, un nombre moyen de 17 bourgeons, chacun de ceux- 
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ci se divisant B son tour. Les zygotes des croisements G x pa (G x 2/16 et G X 
20/9) ont donnk les rksultats reprksentks dans la figure 8B, qui ne sont pas statisti- 
quement diffkrents de ceux obtenus en akrobiose (figure 8, A et B) . L‘absence 
d’enzymes p&form& ne modifie donc pas de facon apprkciable les rksultats, 
meme pour le croisement G x pa  hautement suppressive, ce qui n’est explicable 
que si l’on admet que le zygote et les cellules qui en sont issues sont capables 
d’effectuer la synthkse des enzymes respiratoires, autre preuve que l’action du 
FS n’est pas immkdiate. 

Mentionnons encore ici que l’action du FS ne s’exerce que si la cellule se divise. En effet, si 
les zygotes du croisement G x 2/16 par exemple, avant d’6tre transfdks dans le milieu DHG, 
sont isolb et maintenus pendant 24 heures dans m e  solution de ClNa 1 8,5 %O 1 30”C, conditions 
dans lesquelles les zygotes restent vivants mais ne se divisent pas, le d6lai maximum d‘action du 
FS (mesurd par le nombre de divisions du zygote et de ses bourgeons dans le glyc6rol) n’est pas 
affect6 (figure IO, A et B). 

Etude de I‘etat “prkmutationnel)’: A. A l‘kchelle de la cellule. Si Yon caract6rise 
successivement, comme nous l’avons fait, les zygotes des croisements Ctudiks et 
leur descendance d’abord par le test de croissance aux dkpens du glyckrol, puis 
par les types de colonies auxquels ils donnent naissance, on s’apeqoit que ces 
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FIGURE lO.-Influence du maintien des zygotes en l’absence de multiplication (dans ClNa 
8,5 %,, avant la division dans de milieu au glyc6rol. Croisement G x 2/16. Comparaison entre 
zygotes se multipliant immbdiatement aprhs leur isolement (haut) et zygotes maintenus au 
pr6alable en l’absence de division (bas). A : histogrammes reprbsentant le nombre de bourgeons 
form& par chacun des zygotes. B : histogrammes reprdsentant le nombre de cellules formdes 
par l’ensemble des bourgeons de chacun des zygotes. 
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TABLEAU 7 

Pedigree d‘un &s zygotes du croisement G x ps (Al9) 
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~ ~ ~ ~ ~~~ 

Nombre de colonies 

No d’ordre du bourgeon grandes petites abc8dees petites total - 
1 0 0 116 116 
2 5 2  2 2 56 
3 44. 0 0 4 4  
4 9 0 0 9 
5 69 0 0 69 
6 0 0 35 35 
7 35 0 0 35 
8,9 et 10 80 0 0 80 

Nombre de colonies de chaque type formees sur milieu gelose (DHG 0,13) par les clones apes arrdt de la croissance 
dam le milieu liquide au gljcerol 

N B Dans les cas ou les cellules sont peu nombreuses (moins de 50) le nombre de colonies correspond au nombre de 
cellules comptees directement avant etalement Les cellules sont isolees et ne foment que rarement des groupes aprh 
arrdt de la croissance dans le glycerol. 

deux tests, toujours concordants pour les G et les p typiques ne le sont pas toujours 
ici, rkvklant au moins deux Ctats cellulaires nouveaux. 

Des exemples d’un premier &at sont fournis par quelques bourgeons du zygote 
dont le pedigree est donnk dam le tableau 7. Toutes les cellules, h l’exception 
peut-&re des clones dkrivks du premier bourgeon, ont cessk de bourgeonner dans 
le glyckrol et ne reprennent pas la multiplication lorsque l’on renouvelle le 
milieu ; on en dkduirait qu’elles sont converties en p .  Cependant, ktalks sur un 
milieu contenant du sucre (DHG 0,13) les clones dkrivhs des 2lime, 3&me, 4kme, 
5Bme et 7Bme bourgeons donnent naissance A des colonies G, colorables au TZ. 
Nous avons 1A autant d’exemples de ce que nous allons appeler provisoirement 
des “petites phdnotypiques” c’est-A-dire des cellules qui se comportent comme des 
p dans le glyc4rol mais qui sont pourtant encore capables de donner naissance 
A des G. 

Un ktat diffkrent, sinon opposk, peut aussi &re observi. dans certains cas. On se 
souvient que les zygotes du croisement G x 20J9 forment souvent dans le glyckrol 
des clones de 100 A 1000 cellules qui finissent par stre converties en p .  Si on ktale 
zygotes et bourgeons A un moment o~ ils sont encore capables de se multiplier 
pendant de nombreuses gknkrations aux dkpens du glyckrol (par exemple aprBs 
24 heures de croissance dans ce milieu) c’est-A-dire pendant qu’ils se comportent 
encore, par ce critlire, comme des G, le rdsultat reste le m&me : ils ne forment que 
des colonies p .  Une kvolution a donc commenck sur glyckrol qui ne s’arrste pas, 
m6me si l’on transporte les cellules sur milieu glucosd. 

B. Au niveau de la colonie: Des rksultats similaires sont obtenus lorsque les 
zygotes sont &talks sur milieu au glyckrol (DHG) et transfkrks, aprBs des temps 
de plus en plus longs, simultankment sur les deux milieux DHG 0,13 et DHac 
0,13 (figure 11). 

Ce transfert peut &re rkalisk en pro&dant de la faGon suivante : Le mblange de copulation 
est &a16 B la surface du milieu gklod garni d’une feuille de cellophane ayant les dimensions de 
la boite de Pbtri. Cette feuille est poke prkalablement, apres stkrilisation dans l’eau bouillante et 
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FIGURE 11 .-Variation de la frkquence des colonies colorkes en fonction du milieu de culture. 
Croisement G x 20/9. Zygotes &talk sur milieu DHG (0) et transfkrhs aprks des temps diffb 
rents, simultanbment sur les 2 milieux DHG 0,13 ( 0 )  et DHac 0,13 (x). 

il est a i d  de la transporter d‘une boite i une autre, sans que les jeunes colonies soient dissocikes. 
Nous avons vkrifi6 que la diffusion des Qlbments nutritifs du milieu est normale et que ni le 
nombre, ni le type de colonies form& n’est affectk par la culture sur cellophane et par le simple 
transport d’une boite A une autre. 

On voit alors que : ( 1 ) Si la croissance s’eff ectue depuis le temps z&o sur les 
milieux DHG 0,13 et DHac 0,13, la frkquence des colonies colorables au TZ est 
respectivement de 45 et 70 % alors que sur DHG seulement 4 % des zygotes 
forment une colonie visible. (2) La fkquence des colonies colorables (examinke 
toujours aprks 4 jours de croissance) diminue progressivement lorsque le 
temps kcoulk avant le transfert augmente. Par exemple, lorsque le transfert est 
effectuk ap&s 20 heures de croissance sur le glycbrol, la fkquence des colonies 
colorables devient 9 % sur DHG 0,13, et 35 % sur DHac 0,13. Si le transfert est 
effectuk aprks 48 heures, 4 % seulement des colonies se colorent, que1 que soit le 
milieu glucosd sur lequel la croissance ait eu lieu ensuite. 

Nous savons par les expkriences de microdissection que nous venom de dkcrire que tous les 
zygotes et leurs bourgeons sont capables de se diviser aux dkpens du glyckrol mais que, sur ce 
milieu une kvolution commence qui ne s’arr&te pas, m&me si on transporte les cellules sur milieu 
DHG 0,13. 

Le fait que 20 heures aprks l’ktalement sur glyckrol 35 % des zygotes puissent 
encore dormer naissance A des colonies colorables contenant des cellules G, montre 
bien que ces zygotes n’ktaient pas, dks ce moment, convertis en p .  La conversion 
grande + petite n’est pas, comme nous le savons dkjA, instantanke mais elle est, 
au contraire, prkckd6e par une longue pkriode pendant laquelle un changement 
de milieu peut orienter diffkremment le sort du zygote ou de sa descendance. Les 
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FIGURE 12.-Variation de la frkquence des colonies color&s en fonction du milieu de culture. 
Croisement G x 2/16 Zygotes ktalks sur milieu DHac 0,13 (x)  et transfkrks apri.s des temps 
diffkrents, simultanbment sur les milieux DHG 0,13 ( ) et DHG (0). 

khnements aboutissant B la formation de p sont peut-6tre les m6mes quel que 
soit le milieu de culture, mais nous voyons qu’ils ne se produisent pas de faCon 
simultanee. Bien que le milieu au glyckrol soit sklectif pour les cellules G, ce 
milieu semble favoriser ici la conversion en p (voir aussi ci dessus) . (Mentionnons 
clue cette conclusion semble valable non seulement pour le glyckrol mais dans tous 
les cas ou la croissance a lieu uniquement aux dkpens d’un substrat non fermen- 
tescible : acktate ou lactate de sodium par exemple.) Tout se passe comme si cette 
conversion se faisait par ktapes. Nous aboutissons ici h la conclusion dkjB knoncke 
plus haut que la nature mBme du test employb affecte celle des rbsultats obtenus 
lo r spe  ce test est appliqud a des cellules ayant r e p  le FS. 

La mhme conclusion s’impose si l’on examine la frkquence des colonies conte- 
nant des cellules qui par tous les tests se comportent comme des G, comme cela a 
et6 fait dans l’expkrience dkcrite dans la figure 12. Les zygotes du croisement 
G x 2/16 ont k tk  ktalks sur milieu DHac 0,13 et transfb6.s au cours du temps si- 
multanement sur les deux milieux DHG 0,13 et DHG. On peut voir que : (1) Si 
la croissance s’effectue depuis le temps zkro sur les milieux DHac 0,13 et DHG 
0,13 la frkquence des colonies colorables est de 37 et 20 % respectivement et sur 
DHG aucun zygote ne forme de colonie visible. (2) Lorsque le transfert est 
effectue aprhs 20 heures, 37 % des zygotes forment des colonies colorables quel 
que soit le milieu glucosd dans lequel la croissance se poursuive ensuite et 14 % 
forment des colonies visibles sur DHG. (3) Lorsque le transfert est effectuk apr& 
52 heures. 37 % des zygotes forment des colonies visibles sur DHG. 

Encore une fois, on peut conclure que pour un croisement donnk, les &ne- 
ments aboutissant ici B la formation de G, sont peut-6tre les memes sur les milieux 
glucosPs que sur le glyckrol, mais ils ne se produisent pas de faCon simultanke. 

L’ensemble de ces &sultats met donc clairement en kvidence que les cellules 
Gtudiees sont d’un type nouveau : elles se trouvent dans un &at particulier, dif- 
fkrent des deux ktats G et p tels qu’ils sont habituellement dkfinis, ktat que nous 
qualifierons de “prhmutationnel”. Les conclusions ti&es B la fin du paragraphe 
sur la “Nature des kvdnements qui donnent naissance aus divers types de colonies” 



26 B. EPHRUSSI et al. 

peuvent alors &-e modifikes de la faCon suivante : la premikre conse‘quence de la 
fusion d’une cellule normale, ayant la capacite‘ de prolife’rer inde‘finiment aux 
&pens du glyce‘rol, avec une petite suppressive est le passage du zygote et de sa 
descendance duns un ktat “prLmtationnel” (probablement identique b “l’ktat 
instable” dkcrit par EPHRUSSI et HOTTINGUER [ 19511 ) . Tout changement de cet 
ktat, facilement provoquk par des variations des conditions de culture, conduit soit 
A la mutation, c’est-A-dire A la formation de p ,  soit au contraire, au retour A l’ktat 
de G tel qu’il est habituellement dkfini. La probabilitk du changement dans l’un 
ou dans l’autre sens est variable suivant les milieux et peut apparement se faire 
par dtapes. 

Relation entre aspect morphologique des colonies petites abcLdt5es et &tat 
prkmutationnel”: Les expkiences que nous venons de dkcrire nous montrent 

bien que l’ktat “prkmutationnel” n’est pas seulement un &tat passager du zygote. 
Cet ktat peut &tre dkcelk dans la descendance fort lointaine de celui-ci. En effet, 
l’on s’attendrait A ce que la plupart des cellules colorables, du haut des colonies 
petites abddkes appartiennent A la catkgorie G. I1 n’en est rien. Si on prklkve, 
avant coloration, le sommet des petites abckdkes (croisement G x 20/9 par ex- 
emple) sur l’un ou l’autre des milieux glucosks et si on &&tale ces cellules simul- 
tankment sur les trois milieux DHG, DHG 0,13 et DHac 0,13, la frkquence des 
colonies colorables formkes est souvent faible et dans quelques cas (tableau 8),  le 
nombre de colonies colorables (ou visibles) n’est pas le meme sur les diffkrents 
milieux. 

D’autres exgriences rkaliskes en inoculant les colonies petites abckdges, d’abord 
dans du milieu liquide au glyckrol (06 seules les G se multiplient) et en Ctalant 
aprks croissance les cellules sur les trois diffkrents milieux, donnent des rksultats 
similaires : frkquences tr&s diff krentes des colonies colorables suivant le milieu 
d’ktalement. Ces rksultats sont caractkristiques des cellules se trouvant dans l’ktat 
prkmutationnel”. Des cellules skparkes par au moins 40 gknkrations cellulaires 

du zygote peuvent encore prksenter toutes les caractkristiques de cet &at. 
Dans une colonie petite abddke, issue d’un zygote se trouvant dans l’ktat “ p k -  

mutationnel” la plupart des cellules subissent donc, au cours du dkveloppement 
de la colonie, des changements vers un ktat plus stable soit p, soit G, mais on 

< L  

1 1  

TABLEAU 8 

Diffkrences des frkquences des colonies colorables par le TZ formkes sur diffkrents milieux lors de 
l‘ktalement de suspensions des cellules du sommet de petites abckdkes (croisement 

G x 20/9) (ktalement de 0,2 ml par boite d‘une suspension dense de cellules) 
~ 

Nombre de colonies colorables 
formies par bate sur milieux NombAre de colonies 

par boite SUI milieu 
DHG 0,13 DHac 0,13 au glycerol (DHG) 

10 176 26 
24 243 10 
16 77 43 

140 1100 136 
15 405 6 

Nombre total 
colonies par boite 
sur milieu glucod - 12 OOO - 10 OOO - 7 500  - 12 OOO - 6 700 
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retrouve souvent, une faible proportion de cellules dans l’ktat “prkmutationnel”. 
L’aspect morphologique particulier des colonies petites abckdkes serait dQ A ce que 
plusieurs changements d’ktat diff krents peuvent intervenir plus ou moins t6t dans 
urie partie seulement de la population des cellules qui les composent. 

Notons encore ici que, non seulement des changements de milieu, mais encore 
des changements de position des cellules d’une colonie peuvent entrainer un 
changement d’ktat, en particulier la conversion en p .  En effet, si on dissocie les 
jeunes colonies (Agkes de 48 heures) formkes sur milieu DHG 0,13 en les dkcou- 
pant avec le bloc d’agar et si on les rgtale une A une sur de nouvelles bites du 
mGme milieu (en prenant soin de ne pas perdre de cellules) 84 % des colonies 
ainsi dissocikes ne donnent naissance qu’A des petites alors que dans le lot tkmoin 
(colonies transportkes dans une autre boite mais sans subir de dissociation) 68 % 
seulement des colonies sont des petites. Les cellules A propriktks particuliires 
ktudikes ici sont, sans aucun doute, soumises A l’intkrieur de la colonie A l’action 
d‘un microclimat qui peut permettre soit le maintien de l’ktat “prkmutationnel” 
soit au contraire, 1’~volution vers les ktats plus stables G ou p .  

RBSUMB ET CONCLUSIONS 

Le croisement d’une levure normale (G) avec une petite suppressive (ps) 
donne naissance A des zygotes dont la probabilitk de conversion en “petite” est 
fonction du degrk de suppressivitk, ce degrk ktant mesurk par le % de zygotes 
formant des colonies “petites’’. Nous avons analysk le mkcanisme responsable de 
l’apparition de colonies de types diffkrents A partir des zygotes d’un mGme croise- 
ment placks dans les mGmes conditions.-I1 a &tk montrk que ce mkcanisme ne 
repose pas sur l‘existence de diffkrences stables entre les cellules de l’une des SOU- 

ches parentales, mais A ce que le facteur suppressif (FS), apportk par le parent A 
dcificience respiratoire, ne s’exprime complhtement (formation de colonies “peti- 
tes”) que dans une fraction des zygotes. L’examen plus prkcis des colonies aux- 
quelles donnent naissance ces zygotes rkvhle effectivement l’action du FS dans de 
nombreuses colonies qui ne peuvent Gtre classkes ni comme “petites”, ni comme 
“grandes”.-En prenant la formation de colonies des divers types comme mesure 
de l’action du FS dans les zygotes ou dans leur descendance vkgktative, nous avons 
pi1 6tablir que : (a) L’action du FS n’est pas immkdiate, et le sort de la plupart 
des zygotes n’est pas idmkdiablement fix4 dhs la fusion des cellules parentales. 
E n  effet l’kvolution des zygotes peut Gtre affectke par les conditions de culture. 
(1)) La conversion des zygotes en “petites” comporte le passage par un ktat “p&- 
mutationnel”, diffkrent des &tats “grande” et “petite”, qui peut etre transmis A la 
descendance vkgktative des zygotes. Les cellules, dans l’ktat “prkmutationnel” 
peuvent, selon les conditions du milieu, soit continuer l’kvolution vers l’ktat de 
“petite”, soit vers celui de “grande” typique.-La prksence du FS dans les zygotes 
des croisements G x p,, ne conduit ni A la destruction des enzymes respiratoires, 
ni A l’arrGt immkdiat de leur synthise. Le FS n’interfhre donc pas avec le fonc- 
tionnement du facteur gknktique normal (FN) requis pour la synthhse des en- 
zymes respiratoires, mais plut8t avec sa multiplication sous sa forme normale.- 
Les faits dkcrits sugg6rent des relations de rkpression mutuelle entre FN et FS. Les 



28 B. EPHRUSSI et al. 

dlktails de cette interprktation seront discutks dans le dernier mkmoire de cette 
skrie. 

SUMMARY A N D  CONCLUSIONS 

The probability of conversion to LLpetite’’ of zygotes of a cross of normal yeast 
(G) with “suppressive petites” ( p s )  is a function of the degree of suppressiveness 
of the ps parent. This  is measured by the proportion of zygotes giving rise to 
“petite” colonies. The mechanism underlying the different evolution of zygotes 
of the same cross, under identical conditions, is analyzed.-It is shown that this 
mechanism is not based on the existence of stable differences between cells of one 
of the parental strains. It is due to the fact that the suppressive factor (SF) con- 
tributed by the petite parent expresses itself completely only in a fraction of the 
zygotes. Indeed, the colonies formed by the zygotes of such a cross reveal the ac- 
tion of the SF in numerous colonies which can be classified neither as “grandes” 
nor as “petites”.-Taking the formation of colonies of different types as a measure 
of the action of the SF in the zygotes and in their vegetative progeny, it is shown 
that : (a) The action of the SF is not immediate. Therefore, the fate of the ma- 
jority of the zygotes is not irrevocably determined at the moment of their forma- 
tion, and their evolution can, in fact, be influenced by a number of factors. (b) In 
the process of conversion to petite, the zygotes go through a “premutational state”, 
different from the states of “petite” and “grande”. The premutational state can be 
transmitted to the vegetative progeny of the zygotes. Cells in the premutational 
state can, depending on environmental conditions, proceed either to the state of 
typical “petite” or to that of typical lLgrande”.-The presence of the SF in the 
zygotes of the crosses under consideration does not result in the destruction of the 
respiratory enzymes, nor in the immediate cessation of their synthesis. Hence, the 
SF does not interfere with the functioning of the normal genetic factor (NF) re- 
quired for the synthesis of respiratory enzymes, but rather with its normal repli- 
cation.-The described facts suggest interactions between the NF and the SF 
based on mutual repression. The details of this interpretation will be given in the 
last paper of this series. 
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