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a etk montre chez plusieurs microorganismes ainsi que chez les mammifdres 
voir revue: STEKOL 1963)’ que l’kthionine, analogue sup6rieur de la mkthion- 

ine, est capable de remplacer cette dernikre dans toutes les rkactions metaboliques 
oh elle intervient, ce qui entraine gknceralement une inhibition de la croissance. 
Ces reactions appartiennent h deux grands groupes: ( 1 ) transfert de groupements 
mkthyles; (2) synthhse des protkines. L’intkgritk de chacun de ces dcanismes 
etant indispensable au maintien de l’bquilibre cellulaire, il est kvident que la 
sensibilite d’une cellule envers l’kthionine doit avoir au moins deux causes; on 
doit donc s’attendre h ce qu’une mutation affectant seulement l’une d’entre elles 
puisse conduire A une his tance incomplkte ou nulle en\-ers cet analogue. 

Nous allons mettre en kvidence au cours de ce travail l’existence de trois g h e s  
impliquks dans la manifestation d’une Pksistance h l’kthionine chez Saccharo- 
myces cereuisiae. 

M A T ~ R I E L  ET TECHNIQUES 

1 .  Souches; Souche-mdre, 4094-B; (collection de F. SHERMAN; haploide a ;  ad,; u r l ) .  A 
partir de cette souche nous avons isolk une skrie de mutants rksistants h l’kthionine, par trois 
transferts successifs en milieu liquide (milieu dkcrit plus loin) contenant de la DL-kthionine h 
2.10-31\1. puis isolement monocolonial rkpktk sur milieu minimum solide contenant de la DL- 

kthioniue 2.1Ck“~ (4094-B1 i 11). Nous avons vkrifik que les souches mutantes ainsi obtenues 
posskdent le m&me signe et les mgmes caractkres d’auxotrophie que la souche-mkre. Le prksent 
travail cmcerne seulement l’ktude du mutant 4094B,. 

Autres souches utilisies. 
264-2 B (collection de M .  LUZZATI; haploide; a) .  
CH 71-1 D (haploide; a;  U T 1 ) .  Cette souche qui provient d’une spore sensible h l’kthionine, 

issue du croisement CH71: 4094-B6 ( a ;  ad,; url)  x 2642B ( a ) .  Elle a kt6 utiliske pour le croise- 
ment initial de ce travail, CH82: 40!34-B4 ( a ;  adz; url)  x CH 71-1D (a;  U T 1 ) .  

Toutes les souches dont il sera question sont issues soit directement du croisement CH 82, soit 
de croisements en retour avec les souches parentales, soit du croisement de kgrkgants entre eux. 

Nomenclature. Nous dksignons les souches diploides, qui ont et6 obtenues au laboratoire, par 
deux lettres CH ou CC suivies d’un numkro arbitraire. La nomenclature utiliske pour les souches 
haploides. nous permet de remonter h leur origine. Le premier numkro indique la souche diplo’ide 
dont elle est issue, le deuxikme, la spore. Ce deuxikme numkro, suivi d’une des quatre lettres de 
l’alphabet. indique une spore issue d‘une tdtrade. 

Dans le but de nous conformer aux symboles dkjh utilisks dans la nomenclature des genes 

C e  trai-ail a bkndficib de l’aide du Fonds de Dkveloppement Q la Recherche Scientifique et Technique (Convention 
6-FR-Ofi3, et du Commissariat Q I’Energie Atomique. 

Genetl(a 54: 981-991 October 1966. 



982 H. CHEREST ET H. DE ROBICHON-SZULMAJSTER 

de rbsistance chez les levures, les gPnes impliqubs dans la &sistance A l’bthionine ont btb nommbs 
de la manikre suivante: 

eth,r = all&le qui confkre une resistance b l’ethionine 
eth,8 = allkle inactif 
AAP = allPle qui concentre les acides amines 
aap = allde inactif 
eth,s = allkle qui supprime la resistance A l’kthionine 
eth,v = allkle inactif 

Lorsque les g h e s  impliquks dans la resistance d‘une souche ne sont pas connus avec siiretb, 
nous employons les termes “&sistante” ou “sensible”, lesquels seront rempla&s au fur et A mesure 
par des ghnotypes exacts. 

Les types de tbtrades observks ont 6th dbsign&, d’une part, par le  phknotype des spores (R = 
resistante; S = sensible) et, d’autre part, par un chiffre romain: I = ditype parental; I1 = ditype 
recombinb; I11 = Mtratype. 

Milieux naturels. YPGA: yeast extract Difco log; Bacto-peptone Difco log; glucose 20g; adenine 

Milieux synthktiques liquides. 

2. Composition des milieux de culture: 

20mg; eau distillbe lo00 ml. 

Milieu minimum GO: sels minbraux, oligdlkments et vitamines mais pas d‘acides amines 

Milieu G 21: milieu GO auquel on ajoute de l’adenine b 20 mg/l, et de l’uracile, bgalement 1 

Milieux utili& pour la detection des caractPres de rbsistance: G 21 + DL-bthionine 2 .10r3~;  

Milieux solides. Tous les milieux precbdents sont solidifie par adjonction de 30 g de Bacto-agar 

Milieux de pr&sporulation et de sporulation. Ce sont ceux dbcrits par MCCLARY et al. (1959). 
3.  Croisements; isolement des ascospores: Nous avons effectub des croisements en masse en 

mklangeant en milieu YPGA des volumes dgaux de prbcultures (YPGA) des souches parentales. 
Tous les zygotes &dies au cours de ce travail ont btb isolbs par micromanipulation, puis purifibs 
par isolement monocolonial aprPs btalement sur milieu G 21. La sporulation etant induite par les 
procbdes de MCCLARY et al. (1959), l’isolement des ascospores a btb effectuh par microdissection 
selon la technique utilide par MORTIMER ET JOHNSON (1959). 

4. DLtermination du phknotype: Le phenotype est dbtermine par rbplique sur diffkrents 
milieux solides, b l’aide d’un rbplicateur b tige (LINDEGREN 1962). Les donnbes prises en con- 
sideration concernent exclusivement les tbtrades i 4 spores pour lesquelles une &&gation 2:2 a 
et6 observke pour le signe et pour les caractkres d’auxotrophie prksents dans le croisement. Toutes 
les cultures sont effectuees b 28°C et en abrobiose. 

5. Mesure de l‘amino-acide perndase: Ces mesures ont btk effectuees dans les conditions 
standard dbjh dkcrites (SURDIN et al. 1964, 1965). 

(GALZY et SLONIMSRI 1957). 

20 mg/l. 

G 21 + DL-ethionine 2.10-2~;  G 21 + DL-parafluorophenylalanine 5.10-3~. 

Difco par litre. 

PARTIE EXP~RIMENTALE 

Le point de d6part de ce travail a kt6 l’dtude d‘une souche sklectionnke pour sa 
rksistance l’kthionine 2.1 PM: 4094-B,. Par ailleurs, cette souche s’est rkvklke 
&re lkgalement &sistante A la parafluoroph6nylalanine (PF”) et B la canavanine. 

I1 a 6th montrk que chez cette souche, le niveau du sysbbme d’accumulation des 
acides aminks est diminuk d‘environ dix fois par rapport B celui de la souche-mbre: 
4094-B. Ce systdme de transport actif (amino-acide permkase = AAP) est capable 
de concentrer tous les acides aminks et certains de leurs analogues (avec des 
affinitks diffkrentes) . Un mutant, tel que 4094-B,, posskdant un niveau d’amino- 
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TABLEAU 1 

Sdgrkgation des caractkres de rdsistance a l‘dthionim et a Za parafZuoropNnyZalanine 
&ns le croisement CH 82 (12 tdtrades) 

Types de tetrades 

Mi 1 ieux 1R: 3s 2R: 2s 3R: 1s 

G 21 + DL-&thionine %le3 M 0 7 5 
G 21 f m-cithionine M 4 8 0 
G 21 + nL-parafluoroph6nylalanine 5.10-3 M 0 12 0 

acide permkase fortement diminuk (aap) pksente de ce fait une rhsistance envers 
plusieurs analogues d’acides aminlks. Au cows de ce travail, afin de diffkrencier 
rapidement l’allkle aap d’un caractkre de ksistance spkcifique pour l’kthionine, 
nous avons utilisk frkquemment la ksistance envers la PFP confkrke par ce 
premier caractkre. 

Toutefois, nous avons vkrifik, chaque fois qu’il ktait nkcessaire, par une mesure 
directe d’accumulation de L-“C-m&thionine ( SURDIN et a2. 1965) l’identitk entre 
les clones rksistants A la PFP et la pksence de l’allkle aap. 

A. Sbgrkgation du caractkre AAP/aap: Une ktudc pdliminaire de la &@ga- 
tion de la capacitk de dsistance A l’kthionine, effectuke s w  les descendants du 
croisement CH 82: 4094-B4 (aap) (“rksistante A l’kthionine”) xCH 71-1D (AAP) 
(“sensible A l’kthionine”) avait montd une skg&gation 2 AAP : 2 aap pour 
l’ensemble des 12 tktrades analyakes, soit par mesure directe, soit par mesure de 
la resistance B la PF’P et A la canavanine (SURDIN et al. 1964, 1965). 

Toutefois, la skgrkgation de la rksistance A l’kthionine ktait apparue comme 
ktant au moins digknique avec un excks de spores rksistantes A l’kthionine 2.10-3~, 
comme le montre le tableau 1. 

De plus, cette &&gation pdsentait d’autres particularitks: (a) diff krence dans 
le niveau de cksistance A l’kthionine. Certains clones &ant rksistants A la concen- 
tration de 2 .10-7~,  d’autres A la concentration de 2 .10-z~.  (b) deux spores aap 
ktaient sensibles A l’kthionine. (c) absence de bktrades comportant 4R : OS. 

Ces &sultats avaient amen6 A supposer l’existence d’un caractkre de rksistance 
A l’kthionine diffkrent du gkne aap et l’additivitk des niveaux de dsistance causds 
par ces deux mutations. Afin d’6tre en mesure de vkrifier cette hypothkse, nous 
avons dkcidk tout d’abord de nous assurer A nouveau de la skpkgation kgulikre 
du caract6re AAP/aap. Dans ce but, nous avons effectuh le croisement CC 15: 
CH 82-7B (aap) x 4094-B (AAP) . 

Parmi 18 tktrades ayant skgrkgh 2R : 2S, sur milieu G 21 4- parafluorophdnyl- 
alanine, 10 ont ktk soumises A une mesure directe de l’amino-acide permdase; 
toutes les valeurs obtenues sont en accord avec la skgrkgation observke sur PFP. 
La valeur moyenne des 20 spores AAP ktait 89 (valeurs extremes: 43-157). La 
valeur moyenne des 20 spores aap ktait 5 (valeurs extr&mes: 1-11). 

B. Etude des autres caractkres prksents dans le croisement CH 82: Afin de 
mettre en kvidence les caractdres presents dans ce croisement, d’ktudier leur 
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TABLEAU 2 

A. Tableau rkcapitulatif des souches haploides et diploides utiliskej 

4 0 9 4 - B 4  x CH 71-1D & 

B. Gknotypes 
AAP;  eth,s; eth,s: 4094-B; CH 71-ID 
AAP;  eth,s; eth,': CH 82-10D; CC 30-ID 
AAP;  ethIr; ethgT: CH 82-7D; CH 82-W; CC 18-15D; CC 18-13B 

aap; e f h I 8 ;  eth,*: CH82-7B 
aap; eth,8; eth,': CH 82-7C; CC 3 8 4 ;  CC 38-2B 

AAP;  ethIr; ethZs: CH82-7A 
aup; ethlr; eth,r: 4094-B4 

skgrkgation et leurs inter-relations nous avons ktk amenkes B effectuer une skrie 
de croisements. 

Les diploides et les skgrkgants dont il sera question au cours de cet article sont 
prksentks sous forme d'un pkdigrke cians le tableau 2. Les gknotypes des souches 

TABLEAU 3 

Mise en kuidence de deux g2nes interuenant dans la rksistance spkcifique a Pkthionine 

Types de tetrades' observes sur 
RQsistance H la G 21 4- oL-ethionine 2.10-3~ 
DL-Bthionine 

Diploides Souches parentales 2 i O - 3 ~  (1)2R.2S (II)OR:4S (III)lR:3S 

CC 18 CH82-9C (AAP) + 8 10 34 
4.094-B (AAP) - 

4094-B (AAP) - 

CH 82-1OD (AAP) - 

CH 82-1OD (AAP) - 

CC 29 CC 18-13B (AAP) + 1 4 14 

CC 30 CC 18-15D (AAP) + 18 0 0 

CC 17 CH82-7D (AAP) + 20 0 0 

* ( I )  ditype parental; (11) ditype recombin&; (111) thtratype 
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qui y figurent ont &t4 ktablis au fur et B mesure de ce travail mais ont ktd inclus 
dans ce tableau pour en faciliter la lecture. 

a. Mise en kuidence de deux caractzres impliquks dans la rksistance ci l‘kthion- 
ine. Afin d’ktudier les g h e s  impliquks dans la rksistance 1 l’lkthionine, autres que 
le gkne AAP/aap, nous avons utilisk des souches qui portaient toutes 1’alEle. AAP. 

Les skgnkgations fournies par les croisements dont nous allons faire mention 
sont &sum& dans le tableau 3. 

Un premier croisement, CC 18, a ktk effectuk entre une souche rksistante A 
l’kthionine 2 . 1 0 - 3 ~  (CH 82-9C) et la souche-mkre 4094-B. Au lieu de la skgr6- 
gation 2R : 2s  B laquelle on aurait pQ s’attendre, nous avons observk une skgkga- 
tion digknique, avec excks de spores sensibles. la Aistance ktant spkcifique de 
1’Qthionine. 

Deux spores AAP et nksistantes B l’hthionine 2 1 0 - 3 ~ ,  CC 18-13 B et CC 18-15 
D, provenant de deux tktrades tktratypes (1R : 3s)  issues du croisements prdck- 
dent, ont dtk croiskes respectivement avec la souche-mkre 4094-B (croisement 
CC 29) et avec une autre souche sensible: CH 82-10D (croisement CC 30). Le 
diploide CC 29 a fourni, comme l’on pouvait s’y atthdre, une skgrhgation 
digknique comparable B celle du diploi’de CC 18. Par contre. la shgrkgation du 
croisement CC 30 ktait de type monogknique. 

Ces ksultats nous ont conduites B supposer l’existence d’une diffkrence gdnkti- 
que entre les deux souches sensibles utiliskes dans ces croisements. Comme vkrifi- 
cation, nous avons croisk la souche CH 82-10D avec une souche rksistante B 
l’kthionine 2 .10-3~ et issue directement du croisement C H  82 = CH 82-7D. Le 
diploide obtenu, CC 17, nous a fourni, comme dans le cas du croisement CC 30, 
une skgrhgation monogknique. 

I1 ressort de l’ensemble de ces rksultats qu’un g h e  de rksistance spkcifique pour 
l’kthionine 2 .10- ’~  et skgkgeant de faCon monogknique ktait pgsent dans le 
croisement CH 82. Ce gkne sera appelk ddsormais ethl’/ethl5; l’allkle ethIr est 
l’alI4le actif. Par ailleurs, ces rksultats ont mis en kvidence une diffkrence ghnkti- 
que entre deux souches sensibles 4094-B et C H  82-10D; cette diffkrence peut-Ctre 
imputable B un caractkre prksent chez la souche 4094-B, absent chez la souche 
C H  82-10D et qui modifie l’expression du gkne de rksistance sgcifique B 
l’kthionine. Ce caract6re s’apparente 1 un suppresseur puisque sa prksence &tablit 
le phknotype sauvage: la sensibilitk B l’kthionine. Toutefois, afin de ne pas impli- 
quer un mkcanisme p k i s  au mode d’action de ce gkne (mode d’action dont 
l’ktude sera rapportke ultkrieurement) , il sera qualifik, au cours de ce travail, de 
gkne modificateur. 

Par dkfinition, les souches rksistantes B I’ethionine sont dkpourvues de ce 
caractkre. Quant aux souches sensibles, en l’absence de tout caractkre de rksistance, 
elles peuvent soit le posskder, ex.: 4094-B, soit en &re dkpourvues, ex.: CH 82- 
10D. Comme nous venons de le voir, ces deux types de souches sensibles peuvent 
etre diffdrenciks gknktiquement par croisement avec une souche rksistante; par 
ailleurs, une dtude physiologique, dont les ksultats font l’objet de la publication 
suivante, a mon& que la souche C H  82-10D est capable de rksister B une dose 
trks faible d’kthionine (50 pg/ml) , dose B laquelle la souche 4094-B est toutefois 
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sensible. C’est sur cette base que le gitne, supprimant le phdnotype de rksistance 
B l’kthionine et dont l’allde actif est pksent chez la souche-mhre 4094-B a kt6 
n o m k  ethzs (allde actif)/ethZr (allhle inactif). L’ensemble des sbgrdgations qui 
ont dtk observbes au cours de ce travail nous a permis de conclure A l’indkpendance 
des couples d’allhles ethlr/ethls, eth28/eth2r et AAP/mp.  

b. Recherche du gknotype des souches parentales (croisement CH 82). 
L‘ensemble des rksultats que nous venons d’exposer montre que, dans le croise- 
ment CH 82, il y avait au moins deux g h e s  impliquds dans la manirestation de 
la ksistance envers l’kthionine, aap et eth,‘. Toutefois, la skgrkgation du croise- 
ment CH 82 pnksentait des particularitks qui ne pouvaient s’expliquer par la seule 
prksence de ces deux gknes. A la lumikre des nksultats pkddents,  concernant la 
prksence du gkne ethZ8 chez la souche 4094-B et sa capacitd de masquer le gitne 
ethlr, nous pouvions nous demander si ce gitne “modificateur” n’a a pas dtk intro- 
duit dans le croisement CH 82 par la souche parentale CH 71-1D. Nous avons 
donc cherchk A ddterminer le gknotype exact des souches 4094-B4 et CH 71-1D. 

1.  Dktermination du gknotype du parent CH 71-1 D. Afin de ddtecter la pks- 
ence kventuelle du gitne ethas chez la souche CH 71-1D7 il ktait nkcessaire de la 
croiser avec une souche possddant uniquement le g&ne e&“. La souche choisie a 
ktd CC 18-15D dont nous avons montrk pnkckdemment qu’elle fournissait une 
skgrkgation monogknique pour la rksistance A l’kthionine (s&g&gation du diploide 
CC 30). Le croisement CC 37 (voir tableau 4) a fourni une kgrbgation de type 
digknique avec excits de spores sensibles, skgrkgation ddsormais caractkristique de 
la prdsence de l’alliile ethZa. Nous pouvons donc conclure A la pksence de cet allde 
chez la souche CH 71-1D. 

I1 restait A ddterminer si le gitne ethlr impliqud dans le croisement CH 82, avait 
kte apportd par la souche CH 71-1D (chez laquelle il pourrait etre masqud par le 
gitne ethls). Dans ce but nous avons effect& un croisement entre la souche CH 
71-1D et une souche sensible dkpourvue du ghne ethss. La souche CH 82-10D 
n’dtant pas de signe convenable, nous avons prdlevk parmi les skgrkgants du 

TABLEAU 4 

Dkermination du gknotype des souches 4094-B4 et CH 71-ID 

RQsistance i la 
DL-Qthionine 

Types de tetrades observes 

2 . 1 0 - 3 ~  (1)PR:PS (II)OR:4S (111) 1R:X _____ Diploides Souches parentales 

oL.-Qthionine 2.10-3hI cc 37 CC 18-15D (AAP;  eth,r; ethlr) + 2 3 4 
- CH 71-1D ( A A P ;  3 1 

2.10-SM (IjOR:4S (1I)ZR:PS (III)IR:3S 
DL-ethionine 2.10-5M cc 47 CC 30-1D (AAP;  eth,s; eth,+) - U) 0 0 

- CH 71-1D (AAP;  2 ) 
2.10-*M (Ij2R:ZS (II)4R:OS (III)3R:lS 

nL-ethionine 2.10-k 

DL-ethionine 2.10-2M 
DL-parafluoroph6nylalanine 5 .lo-% 

CC 38 CH 82-10D (AAP;  eth,s; eth,r) - 19 53 29 

4094-B4 (aap; ? 1 + 101 0 0 
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croisement CC 30 (chez lequel l’allkle ethgs n’est pas impliquk) une souche 
sensible et de signe (Y: CC 30-1D. Aucune spore nksistante n’ayant kG observbe 
dans la descendance du croisement CC 47 (tableau 4), nous pouvons assigner B 
la souche CH 71-1D, le gknotype AAP; eth,’; ethzs. 

2. Dhtermination du ge‘notype du parent 4094-B4. I1 rksulte de ce qui prkchde 
que le gkne de rksistance ethIT devait &tre prksent chez l’autre souche parentale. 
M94-B4. Afin de le vkrifier, nous avons croisk cette souche avec une souche 
dkpourvue du gkne modificateur, CH 82-10D (diploide CC 38). Dans ce croise- 
ment, deux caracthres vont sbgrkger, ils peuvent 6tre testks skpakment: AAP/ 
aup, par la rksistance 21 la parafluorophknylalanine; eth,‘/eth, ’, par la rksistance 
B l’kthionine. 

La skgrkgation observke pour chacun de ces caractkres est rksumke dans le 
tableau 4. On voit que (1) comme nous l’avions dkjB signalk, la skgrkgation du 
caractkre AAP/aap (par mesure de la rksistance B la PFP) est monogknique. (2) 
La skgrkgation observke sur kthionine 2 1O-jM est digenique. Contrairement h ce 
qui avait etk observk dans les croisements oh le gkne ethgs dtait impliquk, nous 
n’obtenons aucune tktrade 1R : 3s mais nous obtenons, par contre, un certain 
nombre de tktrades 4R : OS. Dans ces tktrades, deux spores sont rksistantes B la 
fois B l’kthionine 2 1 0 - 2 ~  et B la PFP 5 ~ O - ? M ,  et deux spores sont rksistantes 
uniquement A l’kthionine 2.1 O - i ~ .  De plus, les tktrades ditypes parentales 
(2R : 2s) et ditypes recombinkes (4R : OS) sont en nombre kgal. Les deux ghnes 
uap et eth17 semblent donc skgrrkger indhpendamment. ( 3 )  La sk&gation obtenue 
sur kthionine 2 1 O-’M est monogknique et correspond exactement B la skgrkgation 
de AAP/aap. Ceci montre, par conskquent, que la vksistance B l’kthionine 2 .10-2~ 
n’est pas due comme nous le pensions au dkbut, l’additivitk de deux caractkres 
de ksistance, mais est conferke uniquement par l’allde aap; quant au g&ne ethrC 
il confhre seulement une ksistance A l’kthionine 2.10-’~. (4) On n’observe aucune 
exception dans la ksistance B l’kthionine des spores aap. 

Le gPnotype de la souche 4094-B4 est donc aap; ethIr; ethzr. 
La difference observke en ce qui concerne la skgrkgation de la rksistance B 

l’kthionine dans les croisements CC 38 et CH 82 tient B la prksence dans ce der- 
nier, du gkne ethzs, presence qui rend compte la fois de l’absence des tdtrades 
B 4R : OS et de la prksence des tktrades B 1R : 3s. 

Deux faits restaient encore B expliquer: l’existence, dans le croisement CH 82, 
de spores aap, resistantes seulement B l’kthionine 2 .10-3~.  et l’existence de deux 
spores aap, sensibles A l’kthionine 2 1 0 - 3 ~ .  On pouvait donc se demander si le 
g&ne ethgA ktait dgalement susceptible d’avoir une action sur la rksistance A 
l’kthionine confkree par l’allhle aap. 

C. Etude dLtaillLe du &ne ethZs/ethlr. 1. Effet de I’allde ethlS sur le phe‘notype 
confer& par I’ullrXe aap. Dans le dernier croisement, CC 38, ne contenant pas 
I’allAle ethz8, nous avons choisi une spore, provenant d’une tktrade qui montrait 
une skgkgation 4R : OS sur kthionine 2 1 0 - 3 ~  (colonne 2, tableau 4) et dont le 
gknotype est: u p ;  ethIs; ethgC. Cette souche CC 38-2B a kt6 croiske d‘une part 
avec une souche sensible poskdant l’allkle ethz’ (diploide CC 54), et d’autre part 
avec une souche sensible dhpaurvue de cet allkle (diploide CC 5 5 ) .  
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Comme l’on pouvait s’y attendre, le croisement CC 55 a conduit A une &&- 
gation monogknique 2 AAP : 2 aap, aussi bien sur les milieux contenant de la 
PFP que sur les milieux contenant de l’kthionine 2.10-*~.  Au contraire, le croise- 
ment CC 54 a fourni une skgrkgation dighique avec excks de spores sensibles 
sur ethionine 2,10-’M. Cette sdgr4gation est rksumke dans le tableau 5.  On voit 
donc que l’action suppressive de 1’alEle ethns ne s’adresse qu’A la rdsistance vis& 
vis de l’kthionine et non A la ksistance vis-A-vis de la PFP, toutes deux confhrhes 
par l’allkle aap. On voit aussi que la prksence d’un nombre dgal de &trades ditypes 
parentales et recombinkes indique l’absence de liaison entre les deux couples 
d’allhles AAP/aap et ethz8/ethn+. Nous avons Cgalement not6 une diffkrence entre 
les shgrkgations observkes sur kthionine 2 ~ O - * M  et 2 .10-3~.  Dans la plupart des 
cas, la prksence simultande des deux ghnes aap et ethzS ramxhe le niveau de 
rksistance normal de l’allkle Qap vis-A-vis de 1’6thionine de 2.10- ,~ A 2.10-3~. 
Toutefois, chez trois spores de m&me gknotype, le niveau de &sistance se trouve 
mdme inferieur A 2 IO-”. La raison de ces diffkrences phknotypiques entre des 
spores de m&me ghnotype peut dtre due A des effets secondaires d’ordre physiologi- 
que ou gknktique. 

Quoi qu’il en soit, les rksultats obtenus A la suite des derniers croisements per- 
mettent d’expliquer la prksence, dans la sbgrkgation du croisement CH 82, de 
spores aap et cependant sensibles A l’kthionine 2.1 O-*M. 

2. Etude directe de la sLgrbgation du couple d‘alldes ethzs/ethzr. Afin d’dtudier 
cette kgrkgation nous avons construit un diploide homozygote aap et hetdrozy- 
gote pour le gkne ethZ8/eth,+. Tous le &@gants de ce croisement devront 6tre 
ksistants A la PFP. Seuls les sk&gants ayant reCu l’allhle ethsr seront dsistants 
A l’kthionine 2.10-’~. Le croisement effectuk dans ce but (CC 65) a donne les 
rksultats &sum4s dans le tableau 5. On voit que, le couple d’alldes eth,s/eth,r 
sCgrhge d’une manidre monogdnique. 

TABLEAU 5 

Action de CalltYe eth,s sur le phinotype confkrk par l’allde aap, et sigrkgation du 
gine eth,s/eth,r 

Types de tetrades observes 

Diploide Souches parentales (I)2R:2S (1I)OR:AS (III)lR:3S 

DL-ethionine 2.10-2, 

DL-PF. phenylalanine 5 .  I O - 3 ~  

cc 5 4  CC 38-2B (aap; eth,s; eth,‘) 20 14 42 

4094-B (AAP;  eth,s; eth,8) 76 0 0 

cc 55 CC38-2B (aap; ethls; ethzr) 18 0 0 

(1)ZR:ZS (II)OR:4S (111) 1 R : X  
DL-ethionine 2.10‘2~ 

O L - ~ F .  phenylalanine 5 . 1 O - G  

CC 30-1D (AAP; eth,‘) 

CC 65 CC38-4C (aap; ethls; eth,?) 
2R:ZS 4R:OS 

DL-ethionine 2.10-*~ 
22 0 

D L - ~ F .  phenylalanine 5 .  10-3m 
CH82-7B (aap; eth,s; eth,8) 0 22 
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D’aprbs l’ensemble des rksultats obtenus, il parait certain que trois couples 
d’allbles ktaient en jeu dans le croisement CH 82, les trois couples d’alldes 
skgrkgeant indkpendamment. Ce sont AAP/aap; ethlr/eth18; ethzs/ethpr. 

C. DLtermination du gLnotype de la te‘trade CH 82-7: Puisque nos mkthodes 
expkrimentales nous permettent de connaitre les gknotypes provenant de l’un ou 
I’autre des trois gines mis en kvidence au cows de ce travail, ou bien de leurs 
combinaisons, nous avons cherchk A dkterminer les ghotypes dans le cas d’une 
tktrade provenant du croisement CH 82. La tktrade choisie, CH 82-7, prksente 
les caractkristiques rksumkes dans le tableau 6. 

Chaque souche de cette tktrade a kt4 croiske avec une souche sensible de signe 
convenable: CH 82-10 D ou CC 30-1 D et de gknotype AAP; ethls; ethSr. 

Les skgrkgations observkes qui sont consignkes dans le tableau 6 nous ont permis 
d’ktablir la rkpartition des trois couples d’allhles A I’intkrieur de la tktrade 7. Cette 
&partition est la suivante: 

CH82-7A: AAP, eth,‘; ethz8 
CH82-7 B: aap;  eth,s, eth,s 
CH82-7 C: a a p ;  eth,S; eth,r 
CH82-7D: AAP; ethlr; eth,“ 

D. Dominance/rLcessivitd des caractzres ktudiLs: Les relations de dominance 
et de rkcessivitk entre les allkles de deux des trois g h e s  ktudiks (AAP/aap et 
ethlr/ethlS) au cours de ce travail ne pouvaient &tre dkterminkes de manihre 
certaine que sur des hktkrozygotes n’impliquant pas le g h e  modificateur. Quant 
A ce dernier, son action ne pouvait &tre dkcelke qu’en prksence de l’un des carac- 
tbres qu’il supprime. 

Plusieurs diploides de chaque type ont ktk ktudiks par ktalement sur diffkrents 

TABLEAU 6 

Etude du ge‘nofype de la tktrade CH 82-7 

Resistance B la 
DL-ethionine Types de tbtrades observes 

Diploides Souches parentales 2.10-3M 2.10-% (I)OR:4S (1I)ZR:S (III)IR:3S 

CC 14 CH82-7A ( A A P =  170, ? ) 
CH 8MOD (AAP; eth,s; ethz‘) 

CC42 CH82-7B ( a a p = 9 ,  ? ) 

CC 30-1D (AAP;  ethls; efh,r) 

CC44 CH82-7C ( Q Q P = ~ ,  ? ) 
CC 30-1D (AAP; eth18; eth,T) 

CC17 CH8>7D(AAP=100, ? ) 
CH 82-1OD (AAP; eth,8; eth,“) 

traces 

- 

+ - 
+ 
- 

DL-ethionine 2 . 1 0 - 3 ~  
- 4 3 12 
- 

(1)2R:2S (1I)OR:G (111) 1R:3S 
DL-ethionine 2.10-% 

DL-pF. phhylalanine 5 .  IO-% 
- 6 3 9 

- 18 0 0 

2R:2S 
DL-ethionine 2 . 1 0 4 ~  

DL-PF. phenylalanine 5.10-3~ + 18 . .  . .  

2R:2S 
DL-&hionine 2.10-3M 

U) . .  . .  - 
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milieux; cette ktude nous a permis de dkterminer que pour chacun des trois gbnes 
dtudiks l’allble dominant est AAP, eth17, et ethzs. L’ktendue de cette dominance 
chez les diploides de diffkrents gknotypes sera pvkciske dans la publication sui- 
vante, par l’ktude des taux de croissance en milieux liquides. 

Parmi les diploi‘des hkt6rozygotes AAP/aap, un certain nombre (de l’ordre de 
l.10-4 A 1.10--2) apparaissent rksistants A la fois A l’kthionine et A la PFP. Nous 
avons vkrifik, en faisant sporuler l’un d’entre eux, qu’il ktait devenu homozygote 
pour l’allble crap. 

Parallklement et avec une fakquence analogue, des diploides hhtkrozygotes 
ethIr/ethIs; ethzs/ethsr ont donnk des clones ksistants A l’kthionine 2.10-3~.  I1 
pourrait s’agir dans ce cas d’homozygotes ethzr/ethpr. La frkquence d’apparition 
de ces clones Aistants les rend trbs probablement attribuables A des recombinai- 
sons mitotiques. 

RBSUMB 

L’ensemble des ksultats qui ont ktk rapportks A permis de mettre en kvidence 
l’existence de trois caractires impliquks dans la manifestation de la rksistance B 
l’kthionine chez S. cerevisiae. Ces caractkres se dhfinissent de la manibre suivante: 
(1 ) Un gbne responsable de l’activitk de l’amino-acide permkase, AAPlaap, rbgle 
la capacitk d’accumulation des acides amin’ks et kgalement de leurs analogues 
structuraux. L’allble AAP est celui prksent chez le type sauvage: amino-acide 
permkase = 100. L’allble mud,  m p ,  r a m h e  l’activitk de l’amino-acide permdase 
A environ 10% de celle du type sauvage, et ceci pour l’ensemble des acides aminks 
et des analogues qui ont Qd ktudiks. La pksence de cet allkle n’apporte aucune 
perturbation apparente au mktabolisme des souches qui le possbdent, mais leur 
confbre une rksistance spdcifique vis-&vis de diffkrents analogues tels que la DL- 

kthionine ( A  la concentration de 2.1 0 - 2 ~ ) ,  la DL-parafluorophknylalanine (A la 
concentration de 5.10-3~)  et la L-canavanine ( A  la concentration de l . 1 0 - 5 ~ )  
(SURDIN et al. 1964, 1965). (2) Un $ne ethIr/ethls est impliquk dans le mkca- 
nisme de rksistance spkcifique envers l’kthionine. L’allkle mutk ethIr confkre aux 
souches qui le possAdent une rksistance vis-&vis de l’kthionine 2 1 0 - 3 ~ .  ( 3 )  Un 
troisikme gkne ethzr/ethz8 intervient dam la macifestation de la ksistance A 
l’kthionine. L’allde prksent chez le type sauvage est l’allkle ethzs (souche-mbre 
4094-B) . Cet all6le agit comme un suppresseur phknotypique ou c o m e  un $ne 
modificateur en abaissant consid6rablement le niveau de rksistance & l’kthionine 
qu’il soit confkrlk par l’un ou l’autre des allbles ethIr ou aap; par contre, il est 
inactif sur la rksistance envers d’autres analogues d‘acides aminks conferhe par le 
g+ne aap.-Nous avons montrk, d’une part, que la &@gation de chacun de ces 
trois caract&res est monogknique et, d’autre part, que ces trois caractkres ne sont 
pas 1ihs.-L’ktude physiologique mettant en Cvidence les diffkrents niveaux de 
rksistance obtenus chez les haploides et chez les diploides contenant un seul ou 
plusieurs de ces caractkres dans diffkrentes combinaisons, fera l’objet du prochain 
article.-Le mode d’action du @ne AAP ayant k d  dtudik pkchdemment, il reste 
A prdciser celui des g6nes eth,“ et ethz8. Les hypothkses concernant les mkcanismes 
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biochimiques de la rksistance envers I'kthionine seront discutkes 21 la fin du second 
article (DE ROBICHON-SZULMAJSTER et CHEREST 1966). 

SUMMARY 

Three genes are involved in resistance or sensitivity to ethionine in S. cereuisiae. 
( 1 )  AAP/aap governs the capacity to accumulate amino acids and their struc- 
tural analogs. The system responsible for this accumulation effect (the amino 
acid permease, AAP) has been shown previously to be polyvalent, i.e., able to 
concentrate all the amino acids (with different affinities for each). The allele 
AAP, present in the wild type, has an activity defined as 100 for each amino 
acid considered. In the mutant strain (allele aap) the activity is reduced by a 
factor of ten for all the amino acids and analogs studied. As a consequence, strains 
carrying this allele are resistant to a number of amino acid analogs: DL-ethionine 
2 X  ~O-'M, DL-parafluorophenylalanine 5 X 1 0 - 3 ~ ,  L-canavanine 1 X 1 0 - 5 ~  (SURDIN 
et al. 1964, 1965). (2) ethlr/ethlS governs specific resistance to the analog 
ethionine. The wild-type allele, ethls, is inactive. Mutant allele eth,' confers 
resistance to m-ethionine 2x WM. ( 3 )  eth18/ethlr, is also involved in the mani- 
€estation of resistance to ethionine. The wild-type allele ethzs, acts as a suppressor 
or  modifier gene of ethionine resistance. It suppresses completely the resistance 
of ethl', and decreases the resistance level of aap to ethionine at least tenfold; 
ethzs has no action on the resistance to other amino acids analogs conferred by 
aap.-Although the mutant allele ethZr seems to be inactive, its presence is indis- 
pensable for development of complete phenotypic expression of the two alleles 
which confer specific or nonspecific resistance to ethionine (ethlr and aap 
respectively) .-Segregation of each of these three genes is monogenic and they 
are apparently not linked. AAP, ethIr, and ethlS appear to be dominant. 
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