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OUS avons mis en bvidence l’existence de trois g h e s  indkpendants impliquks N dans la manifestation de la ksistance envers l’dthionine chez Saccharomyces 
cereuisicre ( CHEREST et DE ROBICHON-SZULMAJSTER 1966). (1 ) AAP/aap, amino- 
acide permkase, rigle la capacitk d’accumulation des acides aminks et, kgalement 
de leurs analogues structuraux (SURDIN et al. 1965). L’allhle AAP = 100 est 
prksent chez le type sauvage. L’allde mutk = 10, confhre une &sistance vis-&vis 
de diffkrents analogues tels que la DL-kthionine (2 1 0 - z ~ ) ,  la m-parafluoro- 
phknylalanine ( 5  1 0 - 3 ~ )  et la L-canavanine (1 1 0 - 5 ~ ) .  (2) ethlr/ethls. L’allhle 
mutk ethIr confbre une ksistance spkcifique envers la DL-kthionine 2.10-3~.  ( 3 )  
eth,8/eth,r. L‘allkle ethzs, prksent chez le type sauvage, agit en abaissant con- 
sidkrablement le niveau de rksistance envers l’kthionine qu’il soit confbk par 
I’allAle aap ou par l’all4Ye ethlr. Par contre, I’allPle ethas est inactif sur la ksistance 
vis-&vis de la parafluorophknylalanine confkuke par l’allble m p .  La prksence de 
l’all6le mut6 eth,‘ est par conskquent nkcessaire 1 la manifestation complbte des 
phknotypes confkrks par les alldes ethlr et aap. 

L’inhibition de la croissance par l’kthionine et sa rkversion par la methionine, 
ont dkjh ktk mises en kvidence chez les mammifires, ainsi que chez les micro- 
organismes et en particulier chez la levure ( LOVELESS et aZ. 1954). MAW ( 1961 ) 
a Ptudik l’effet de diffkrents acides aminks et de substances structuralement et 
mktaboliquement proches de la cystkine et de la mkthionine cliez S. cereuisiae. 
Alors que la methionine rdverse entikement l’inhibition due h l’dthionine A des 
concentrations kquimolkculaires, la mkthionine sulfoxide, la S-mkthyl-L-cystkine 
et l’acide a-amino-butyrique sont capables de provoquer une &version partielle 
mais pour des concentrations cinq fois supkrieures 1 celles de la mkthionine. 

D’autre part, chez les mammifAres, VILLA-TREVINO et al. (1963) ont montr-6 
que l’inhibition de la synthPse des protkines causke par l’kthionine, peut &re 
&vers&e par I’ATP ou l’adhnine. Par contre, les exp&iences de MAW (1961) 
n’avaient pas permis de mettre en dvidence un effet de l’adenine dam des con- 
ditions analogues chez S. cereuisiae. 

Le prksent article est destink, d’une part, A p&ciser les notions de niveau de 
rksistance et de dominance pour diffkrentes combinaisons des trois caracteres 
impliquks dans la manifestation de la ksistance 1 l’kthionine, et, d’autre part, de 

Ce travail a beneficle de l’aide du Fonds de Developpement a la Recherche Scientifique et Technique (Conventlon 
b-I’R-lJb3 I et du Cornmissanat i 1’Energx Atomique. 
Genetics 54: 993-1006 October 1966 
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vdrifier la spkcificitk de la rbversion par la mkthionine pour chacun des g6notypes 
considkrks. 

MATBRIEL ET TECHNIQUES 

Souches: Toutes les souches haploides, et une partie des souches diplo’ides utilishes, ont d4jh kt6 
ddcrites (CHEREST et DE ROFNCHON-SZULMAJSTER 1966). D’autres diploides ont 6th isol6s sgciale- 
ment pour le p k e n t  travail (les techniques d‘isolement des souches ont et6 dkcrites prkckdem- 
ment). 

Type sauvage: AAP;  eth,s; eth,S = 4094B. 
Mutants diffkrant du type sauvage par un seul des caractkres impliquks dans la manifestation de 

Souches haplozdes. 

la resistance envers l’ethionine: 
AAP;  eth,s; eth,r = CH 82-IOD; CC 30-ID 
AAP; eth,r; eth,s = CH 82-7A 

aap; eth,s; eth,s = CH 82-7B 
Mutants diffkrant du type sauvage par deux ou trois des caractkres pkkdents: 

AAP;  eth,r; erh,V = CH 82-7D; CH 8%9C 
aap; eth,s; ethg7 = CH 82-7C, CC 38-2B, CC 384B, CC 38-4C 
aap; eth,r; eth,r= 4Q%B4 

Souches dipZoi:des. Des croisements appropries ont kt6 effectu6s entre certaines des souches 
haploides ci-dessus. Les genotypes des souches diploides obtenues seront indiquks au cows de ce 
travail. 

Milieux: Au milieu synthktique G 21 prbckdemment dbcrit seront ajoutdes, selon les expkri- 
ences, des quantitks variables de DL-hthionine (Calbiochem) , DL-parafluorophdnylalanine (Cal- 
biochem) ainsi que diffkrents acides amines dont les concentrations seront precides dans la partie 
expkrimentale. Tous ces composks sont stkrilisks indkpendamment et ajoutks extemporanement 
au milieu G 21, B partir de solutions suffisamment concentrbes pour Qviter un facteur de dilution 
trop important. 

Cultures: Les souches conservkes sur tubes stocks (YPGA gklosk) sont inoculkes B l’anse dans 
10ml de milieu YPGA liquid-. Aprhs 24 heures de culture en tubes inclines et agitks B 28”C, 
les cellules sont centrifughes, lavees deux fois puis resuspendues dans 10 ml d’eau distillke sterile. 

Toutes les cultures, en vue des courbes de croissance, sont effectukes dans des fioles d‘Erlen- 
meyer pourvues d‘un diverticule forme d‘un tube optique permettant la lecture directe des densitks 
optiques. Ces fioles reGoivent 10 ml de milieu G 21 et un inoculum correspondant h environ 
3 x 105 cellules par ml de culture. Les cultures sont plackes sur un agitateur h 28°C. La variation 
de densitk optique est suivie B l’aide d’un spectrophotomktre Jouan h 650 mp et sera exprimee en 
cellules/ml B l’aide d’un facteur de correction dktermink au prealable pour la souche-m4re 4U94-B. 

PARTIE EXP~~RIMENTALE 

I. Etude des inhibitions 

Nous avons indiqub pxkkdemment les concentrations d’analogues d’acides 
aminds qui nous ont permis de caractkriser la pvksence des alldes aap et ethIr au 
cours des expbriences &n&tiques ( CHEREST et DE ROBICHON-SZULMAJSTER 1966). 
I1 est apparu que la rhsistance confkrke par ces deux all6les diffkre A la fois 
qualitativement (vhsistance envers plusieurs analogues, due A l’allkle aup et 
rbsistance spkifique envers l’&thionine, due A l’allkle ethlr) et quantitativement 
(vbsistance vis-&vis de l’dthionine 2.1 0 - 2 ~  pour l’a&le aap et rksistance envers 
l’dthionine 2 . 1 0 ~ ~ ~  pour l’allkle ethlr). 

sur la manifestation de la Pbsistance A l’kthionine 
confbrke par l’un ou l’autre des deux allkles prbobdents nous a conduites A btudier 

L’intervention de l’all6le 
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d'une manihre plus approfondie, le comportement de souches portant diffdrentes 
combinaisons de ces trois caracthres, 21 la fois du point de vue du temps moyen de 
gknkration (T.M.G.) et du point de vue du rendement final des cultures. 

Nous avons limit6 cette dtude A l'kthionine et A la parafluorophdnylalanine 
(PFP) . 

A. Souches haploides. Les figures 1 et 2 reprbsentent les courbes de croissance 
des souches haploides de diffdrents gknotypes en pdsence de plusieurs concentra- 
tions d'kthionine ou de PFP. 

Pour permettre m e  comparaison plus complete et plus directe entre ces courbes 
de croissance nous avons port6, en fonction de la concentration en dthionine, 
d'une part, les temps moyens de gkn6ration (Figure 3 )  et, d'autre part, les rende- 
ments obtenus aprhs 36 heures de culture (Figure 4). En effet, certaines concen- 
trations, bien que limitant la vitesse de croissance ne modifient pas le rendement 
final atteint tandis que des concentrations plus fortes modifient les deux para- 
mhtres . 

Souches portant l'alkle ehz'. (a) Etude du couple d'alldes AAP/aap. Nous 
allons comparer la souche CH 82-10D (AAP; ethIs; ethlr) et la souche CH 82-7C 
(aap; ethls; eth,?). On voit qu'il existe (Figures 1, 2) une trks grande diffdrence 

ygDL.dh,mne/ml 
IO00 2M)o 3053 

I 

t 

I 
2 d M  

FIGURE 3.-Effet de la concentration en DL- 

ethionine sur le temps moyen de gbnbration 
de souches haploi'des de differents g6notypes. 
Souches: CH 82-7C ( m p ;  eth18; eth,') ; 4094- 
B4 ( w p ;  eth,r; eth,r); CH 82-7D (AAP; 
eth,"'; ethsr); CH 82-7B (aap; eth,s; eth,8); 
CH 82-IOD (AAP; eth,S; eth,r); CH 82-7A 
(AAP; eih,'; eth,S); 4.094-B (AAP; eth,S; 

. , eth,S). I 

FIGURE 4.-Effet de la concentration en DL- 

Bthionine sur le rendement de la croissance 
de souches haploides de differents gbnotypes. 
Le rendement, exprim6 en cellules/ml de cul- 
ture, est mesud aprhs 36 heures. Souches: 
4094-B4 ( u p ;  eth,"; eth,r) ; CH 82-7C ( w p ;  
ethIs; eth,?); CH 8%7D (AAP; ethIr; eth,'); 
CH 82-7B (uup; eth,s; eth,s); CH 82-10D 
(AAP; eth,S; ethSr); CH 82-7A (AAP; ethIr; 
eth-8): 4094-B (AAP: eth.s: ethas). 
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entre ces deux souches, aussi bien en ce qui concerne la rksistance h l’kthionine 
que la rdsistance A la PFP. En effet, alors que la souche CH 82-10D est ddjh 
sensible A une concentration de 50 pg/ml d‘kthionine et est tout h fait inhibPe par 
une concentration de 300 pg/ml, la souche CH 82-7C est h peine inhibke par cette 
dernibre concentration et croit encore trks bien en prksence de 3000 pg/ml 
d’kthionine ce qui correspond A la concentration 2 .10-2~ utiliske pour les milieux 
solidcs (Figure 1 ) . A cette dernikre concentration, le temps moyen de gdnhration 
est simplement doublk (Figure 3) et le rendement abaissk de 25% (Figure 4). 

Parallklement, en ce qui concerne la PFP (Figure 2), on voit que la concen- 
tration de 350 pg/ml qui inhibe presque totalement la croissance de CH 82-10D 
n’a pratiquement pas d’effet sur la croissance de CH 82-7C, cette dernibre souche 
prksentant encore une rdsistance importante pour une concentration de 1500 

(b) Etude du couple d‘alldes ethlr/ethls. Nous allons comparer h nouveau la 
souche CH 82-10D (AAP; ethls; eth,‘) mais cette fois avec la souche CH 82-7D 
(AAP; eth17; ethzr).  

La rkistance h l’kthionine confkke par I’alMe ethI7 (Figure l ) ,  bien que 
n’atteignant pas le niveau dlevk d~ 21 l’allkle aap, permet ndanmoins une rksist- 
ance trks nette A des concentrations intermkdiaires telles que 300 pg/ml (corre- 
spondant A la concentration 2 ~ o - ~ M  utiliske pour les milieux solides). On voit 
par ailleurs (Figure 2), que la souche CH 82-7D se comporte, vis-h-vis de la PFP, 
de la m&me manikre que la souche CH 82-10D qui porte l’allkle ethls. 

Ces rdsultats confirment l’existence de deux diff-rences fondamentales entre 
les phknotypes confkrks par les allkles aap et ethlr. Seul l’allkle aap confkre une 
ksistance A la PFP. Le niveau de rksistance vis-A-vis de l’hthionine diffkre par un 
facteur 10. En effet, pour la souche CH 82-7D, l’addition d’kthionine 2 ~ O - ? M  
(300 pglml) affecte le temps de gknkration et le rendement d’une manikre 
paralkle celle de la concentration 2.10-’~ (3000 p g / d )  sur les souches portant 
l’all6le aap, ex.: CH 82-76. Par contre, A 2 1 0 - 2 ~ ,  l’allongement du temps de 
ghdration est trPs prononck et on observe une chute trks importante du rende- 
ment ap&s 36 heures (Figures 3, 4 ) .  De plus, la pdsence simultande des alldes 
aap et ethIr (4094-B4) ne confkre pas un niveau de rdsistance plus kleve que celui 
observd chez une souche portant l’allkle aap sed. 

Souches portant I‘allBle ethas. (a) Etude du couple d’alldes ethzs/ethZr. La com- 
paraison va concerner ici, d’une part, le type sauvage 4094-B (AAP; eth,‘; ethls) 
et, d’autre part, la souche CH 82-10D (AAP; ethlg; eths7). I1 s’agit donc de deux 
souches sensibles. On voit cependant (Figure 1 ), que la pdsence de l’allkle mutk 
ethsr introduit une &sistance t&s faible mais non nGgligeable, vis-h-vis de 
l’kthionine. En effet. pour une concentration d’dthionine de 10 pg/ml, la croissance 
de la souche 4094-B est fortement inhibke, alors que celle de la souche CH 82-10D 
ne l’est pratiquement pas. De plus, pour une concentration de 50 pg/ml, l’arr&t 
de croissance de la souche 4094-B est total alors que la souche CH 82-10D 
pdsente encore une ldgkre croissance. Toutefois, l’examen des figures 3 et 4 
montre que la rksistance conf6rke par l’allde eth,‘ est faible par rapport h cdle 
confkrde par l’allde eth, et a fortiori par l’allkle aap. 

pg/ml. 
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Comme l'on pouvait s'y attendre, la souche 4094-B se comporte de la meme 
manihre que la souche CH 82-10D vis-&vis de la PFP (figure 2). 

(b) Effet de l'allde ethzs sur le phknotype des souches portant l'allde aap. La 
comparaison entre les souches CH 82-7C (aap; ethIs; eth,') et CH 82-7B (aap; 
eth18; ethes) montre que la pksence de l'alkle etheS ramkne la ksistance envers 
l'lkthionine A un niveau t&s bas (figure 1 ) , la souclie CH 82-7B redevenant en 
effet, sensible h la concentration de 2 .10-3~ .  Cette chute du niveau de &sistance 
se manifeste A la fois par un allongement du temps moyen de ghkration (figure 
3 )  et par un abaissement considmkrable du rendement (figure 4). Dautre part, 
l'examen de la figure 2 permet de constater que la prksence de l'allhle etheS ne 
modifie pas la rksistance envers la PFP due A l'allble aap. 

(c) Efet de I'allhle ethZs sur le phknotype des souches portant I'allkle ethlr. 
On voit sur la figure 1 (souches CH 82-7D: AAP; eth,'; eth,' et CH 82-7A: 
AAP; ethlr; ethS8) que la pksence de l'a1l.de ethsS chez une souche portant 
l'allde ethIr telle que CH 82-7A, confkre A celle-ci une sensibilitk extreme envers 
1'8kthionine. Cette sensibilid est comparable A celle de la souche sauvage 4094-B, 

.... a . . .  
.... ..... 

.. . . . . . .p 

FIGURE 5.-Effet de la concentration en DL- 
dthionine sur le temps moyen de generation 
de souches haploides et diploides de differents 
genotypes. Souches haploides: CH 8 5 7 C  ( m p ;  
ethls; eth,v); CH 82-10D (AAP; eth,s; eth,'). 
Souches diploides: CC 63 ( a a p / ~ p ;  eth,s/eth,s; 
ethzr/'/ethzr); CC 65 (aap/aap; eth,s/ethI8; 
eth,S/eth,r) ; CC 55 (AAP/aap; eth,S/eth,s; 
eth,'/eth,r) ; CC 61 ( A A P / A A P ;  ethls/eth18; 
eth,r/eth,7). 

FIGURE 6.-Effet de la concentration en DL- 
ethionine sur le temps moyen de gkn6ration 
de souches haploldes et diplo'ides de diffbrents 
ghotypes. Souches haplddes: CH 8%7D (AAP; 
eth,'; eth,'); CH 82-10D ( A A P ;  eth,s; eth,'). 
Souches diplo'ides: CC 62 (AAP/AAP; eth,r/ 
eth,r; eth,r/eth,'); CC 17 ( A A P / A A P ;  eth,'/ 
eth,s; eth,'/eth,'); CC 52 (AAP/AAP; ethIr/ 
eth,r; eth,s/eth,r) ; CC 61 (AAP/AAP; eth,8/ 
eth,S; eth,r/eth,+'). 
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comme le montrent les figures 3 et 4. I1 existe donc une diffkrence importante 
entre l’effet de l’allhle etheS sur les allkles ethlr et m p ,  puisque la rksistance 
confkrke par l’allde eth, se trouve totalement annulke, tandis que celle confkrke 
par l’all&le aap est seulement ramenke A un niveau plus bas. 

B. Souches diplozdes. L’ensemble des rksultats concernant l’ktude de la crois- 
sance des diploides homozygotes et hktkrozygotes est &sum6 dans les figures 5 et 6 
ainsi que dans les tableaux 1 et 2. 

Comparaison auec les souches haploides (Figures 5 ,  6) .  Dans tous les cas, les 
diploides homozygotes, ont des temps de gkn&ation, en prksence de DL-kthionine, 
voisins de ceux observks pour les souches haploides correspondantes: CC 63 et 
CH 82-7D; CC 61 et CH 82-10D; CC 62 et CH 82-7C. 

Dominance-rdcessiuitk. Nous avons indiquk au cours du pkckdent article, 
quels htaient les allhles dominants pour chacun des trois ghnes que nous avons 
mis en dvidence. Cependant, l’ktude qui avait ktk faite, ktait simplement baske sur 
l’apparition de colonies sur milieux solides. I1 nous a donc paru nkessaire 
d’ktudier d’une maniDre plus prkise la dominance des allkles AAP, ethIr et ethzs. 

AAP/aap. On voit, dans la figure 5 ainsi que dans le tableau 1 , que l’allde AAP 
exerce une dominance absolue sur l’all6le aap, aussi bien en ce qui concerne le 
temps de gknkration que le rendement, et ceci m&me aprhs 54 heures (voir 
diploides CC 61: AAP/AAP; CC 55: AAP/aap; et CC 65: aap/aap). 

eth,r/eth,s (figure 6; tableau 1) .  La comparaison des diploides CC 62 (eth,‘/ 
eth,‘), CC 1 7  (ethlr/ethls) et CC 61 (eth,s/eth,’), montre que, contrairement au 
cas prkckdent, la dominance de l’all&le ethlr n’est que partielle. En effet, aussi 
bien le temps moyen de gknkration que le rendement sont beaucoup plus affect& 
par la pkscnce d’kthionine chez l’hktkrozygote ethlr/ethIS que chez l’homozygote 
ethlr/ethlr. Toutefois, si l’on compare l’hktkrozygote avec l’homozygote ethls/ 
ethls, il apparait de manihre indiscutable, que la pdsence de l’allde ethlr confhre 
une rksistance nette vis-A-vis de l’lkthionine. L‘hktkrozygote est finalement capable 
d’ atteindre un rendement comparable A celui de l’homozygote eth,‘/ethlr, tandis 
que la croissance de l’homozygote ethls/ethls se trouve arr&$e A un niveau tr&s 
bas en prksence d’kthionine 2 ~ o - ~ M .  

ethzs/ethz7 (figures 5 ,  6; tableau 2) .  LXtude des souches haploides nous a 
permis de constater que l’allhle ethzr confhre une &&tame t d s  faible vis-A-vis de 
l’ethionine. Nkanmoins, les phknotypes confkds par les allhles ethSs et ether, en 
absence de tout caract4re de ksistance, sont trap voisins pour que 170n puisse les 
diffhrencier aiskment; il ktait donc nkcessaire de tester l’effet de l’allde ethzs, 
en prksence de l’un ou de l’autre des caracthres de dsistance. 

Le fait que l’allli?le AAP soit dominant, implique l’utilisation d’une souche 
homozygote aap/aap pour &vder l’action de l’allde etheS. Quant A l’allhle ethic 
nous venons de voir qu’A l’ktat hktkrozygote, il se comporte comme un all& 
partiellement dominant. I1 nous a donc paru p&fkrable d’utiliser kgalement, dans 
ce cas, une souche homozygote ethIr/ethIr pour &&er l’effet de 1’alIGle eth,’. 

L’examen des figures 5 et 6 permet de constater que les diploides homozygotes 
ethzr/ether se comportent d’une mani6re analogue A celle de l’haploide correspon- 
dant (CC 62 et CH 82-7D; CC 63 et CH 82-7C; CC 61 et CH 82-1OD). 
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TABLEAU 2 

Recherche de la dominance pour le couple d‘alldes eth,s/eth,r chez des diploides posskdant l‘un 
des deux caractdres de rhsistance a l‘htat homozygote 

Genotypes des souches 
aap/anp; eth,a/efh,8 

eth,‘/eth,‘ ( 1 )  eth,G/eth,‘ ( 2 )  

GZI, +, G 2 1 . f  G21. +. G21.+ 
DL-ethionine DL-Qthionine nL-ethionine DL-Qthonine 

Mileux: G2 1 2.10-3M 2 . 1 0 - 2 ~ ~  G21 2 . 1 0 - 3 ~  2.10-2~ 

T.M.G. 3 3 2  4 235 8 12,5 
Rendement (a) 2,3X107 2,1X107 1,9X1O7 2,2x107 Q,OX106 3,OxlO6 
Rendement (b) 2,3X107 2,3XiOi 2 , 3 x 1 0 7  2,2xlO7 1,8x107 5,5X1O6 

AAP/AAP; ethlr/eihlT 
eih,r/eth,’ ( 3 )  eih,a/eih,’ (4) 

G21 f DL-hthionine G21 f m-ethionine 
Mileux: G21 2.10-3M G21 2 . 1 0 - 3 ~  
T.M.G. 3 3  5 3  3,5 13,5 
Rendement (a) 2,3 x 1 Oi 1,8x107 2 , 3 x  lo7 3,0x106 
Rendement (b) 2,3 x 1 O7 2,3X1O7 2 , 3 x  lo7 4,5X1O6 

T.M.G.: temps moyen de ghnhration en heures. 
Rendement: exprime en cellules/ml de culture. a-aprks 36 heures; b-apris 54  heures. 
Souches diploides: (1) =CC 63; (2 )=CC 65; (3)=CC 62; ( 4 ) = C C  52. 

L’effet de I’all&le ethps present h l’etat hktkrozygote chez une souche homozy- 
gote ethlr/ethIr (CC 52) ramkne la 6sistance de cette souche vis-&vis de 
I’kthionine, h la fois en ce qui concerne le temps moyen de genkration et le rende- 
ment (Figure 6; Tableau 1 et 2)  h un niveau infskrieur A celui du diploide hhtero- 
zygote ethlr/ethls, ne possddant pas l’allde ethas (CC 17).  

Si l’on compare maintenant le niveau de rksistance d’une souche homozygote 
aaplaap, et hdterozygote ethes/ethzr (CC 65) h celui d’une souche homozygote 
aap mais ddpourvue de 1’alMe ethzs (CC 63)’ on voit que la prksence de l’allkle 
ethZ8 amhe,  outre un allongement pronond du temps de ghnlkration, une diminu- 
tion du niveau de rdsistance qui passe de 2 . 1 0 - 2 ~  (souche CC 63) h 2 . 1 0 - 3 ~  
(souche CC 65) .  La rksistance h cette derni&-e concentration n’intervient 
d’ailleurs qu’aprk un temps tr&s long (Figure 5 ;  Tableau 2). 

I1 parait donc kvident que l’allde ethps est dominant sur l’allhle ethSr. L’6tude 
des diploides apporte, de plus, des renseignements concernant l’effet d’un seul 
allAle ethzs mis en presence de deux alldes aup ou de deux allkles ethlr. 

11. Etude de €a l e d e  de Pinhibition causde par L‘bthionim 

Pour entreprendre cette etude, nous avons sdlectionnd pQur chaque souche 
consid6rke, une concentration d’ethionine causant une inhibition trks marqude 
mais en kvitant toutefois d’introduire un gros exds d’inhibiteur. Nous avons tout 
d’abord ktudie l’action de diffbrents acides aminds sur l’inhibition causke par 
l’kthionine, ceci chez la souche sauvage 4094-B et chez la souche CH 82-10D 
(AAP; ethls; etha‘), dans le but de vkrifier la spkcificitk de la mhthionine. Pour 
cette ktude, nous avons utilis4 des concentrations d’acides aminds, soit &gales, soit 
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TABLEAU 3 

Etude de l’action de diffhents midm a m i d s  sur l’inhibition de la croissance causbe 
par l‘kthionine chez deux souches haploi‘des sensibles 

Souche 4094-B: AAP;  eth,a; eih,8 

Additions au milieu de Rendement 
base G21 (pg/ml) (%) 

DL-dthionine 50 
“ + DL-mGthionineS 
“ + DL-mbthionine 50 
” + DL-thrdonine50 
” + DL-thrdonine250 
‘I + L-cysthine25 
” + L-cystdine 125 
” + L-lysine 25 
” + L-lysine 125 
” + L-glutamate25 
“ + L-glutamate 125 

100 
3 

23 
90 
2 
2 
6 
6 
2 
3 
3 
2 

Souche CH 82-1OD: AAP; eth18; ethSr 

Additions au milieu de Rendement 
base G21 (pg/ml) (%) 

1 0 0  
DL-dthionine 200 4 

” + DL-mdthionine 20 67 
” + DL-mdthionine200 100 
” + DL-thrkonine 200 13 

” + L-cystdine 100 23 
” + L-cystdine 500 13 
” + L-lysine 100 6 

. . . . . . . 

” + DL-thrdonine 1000 19 

“ + L-lysine 500 a 
“ + L-glutamate 100 7 
” + L-glutamate500 a 

Les rendements ont et6 exprimes par rapport B celui obtenu dans chaque cas sur milieu G21, apris 28 heures de culture. 

dix fois sup6rieures h celles de l’dthionine. Aux concentrations d’kthionine 
utilisdes, la compktition au niveau de l’amino-acide permkase, ne modifie pas son 
accumulation de manikre importante ( SURDIN et al. 1965). 

Les ksultats obtenus, qui sont consign& dans le tableau 3, montrent que, seule 
la mkthionine est capable de lever l’inhibition due 1 l’kthionine chez la souche 
sauvage 4094-B. I1 en est d’ailleurs de m&me chez la souche CH 82-10D (AAP; 
ethI8; eth,“) bien que l’on puisse noter un lkger effet de la thrdonine et de la 
cystkine, effet qui ne semble pas, toutefois, &re influenck par la concentration de 
ces deux acides aminds. 

Ensuite, nous avons recherchd l’effet de la mkthionine sur des souches choisies 
pour repksenter diff krentes combinaisons gkniques en utilisant cette fois des 
concentrations dix fois infkrieures, ikgales et dix fois sup6rieures 21 celles de 
l’kthionine. Nous avons d’autre part, dtudik l’effet de l’ad’knine sur l’inhibition 
causke par l’kthionine. 

L’examen du tableau 4 montre que, quelle que soit la souche, la mkthionine, 1 
une concentration dquimolaire de celle de l’lkthionine, &tablit une croissance 
normale, aussi bien en ce qui concerne le temps de gdn4ration que le rendement. 
Quant 1 l’adhnine, elle n’a aucun effet de rkversion sur l’inhibition due h 
l’lkthionine et son addition 1 de faibles concentrations de mhthionine ne semble 
pas modifier l‘action de cette dernihre. 

R ~ S U M B  ET DISCUSSION 

Les nksultats concernant chaque point important de ce travail ont dtd com- 
ment& au fur et h mesure de leur prdsentation. L’ensemble de ces r6sultats 
confirme et compl’kte les conclusions qui avaient ddjA 6tk ti&es de la partie 
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TABLEAU 4 

Etude de l’action de la mdthione et de I‘a&nine sur I‘inhibition de la croissance causbe par 
I‘dthionine chez des souches haplozdes de  diffbrents gbnotypes 

hdditions Temps 
an milieu moyens de 

de base G21 ghkration Rendement 
!fig/ml) (heures) (%) 

Souche 4094-B: 4 A P ;  eth,’; eth,8 

Additions Temps 
au milieu 

de base G21 ghnkration Rendement 
moyens de 

( d m C  (hares)  (%) 
Souche CH 81-10D: AAP; eth,B; eth,’ 

4,25 100 4,OO 100 
Dt-kthionine 50 M 8 Dt-kthionine 200 11,OO 13 

” f m-mkth. 5 4,OO 50 ” + DL”th.20 4,50 72 
” f m-mGth. 50 4,525 110 “ + m-mkth. 200 4,OO 94 
” f m-mkth. 500 5,50 95 ” + m-mkth. 2000 4,OO 94 
” + adknine 150 00 8 ” + adknine150 >17 13 
” + adknine 150 ” + adhnine 150 + DL-mGth. 2,5 8,50 39 + DL-&th. 10 6,OO 72 

Sourhe CII 82-7L4 AAP. eth,‘. ezh,‘ 

3200 
DL-kthionine 50 cc 

” + DL-mkth. 5 4,OO 
” + DL-mkth. 50 5,25 
” f m-mkth. 500 4,50 

” f adknine 150 
” + adknine 150 cc 

f m-mhth. 2,5 9,50 

Souche CH 82-7D AAP, 
100 

8 m-kthionine 1500 
63 ” + DL-mkth. 150 
68 “ + m-mkth. 1500 

8 ” f adknine 150 
” + adknine 150 

79 ” f DL-mkth. 2500 

50 + DL-mkth. 75 

eth,’; eth,‘ 
5,OO 100 

14,OO 14 
6,50 62 
6,OO 62 
7,50 38 
>I4  14 

6,OO 62 

Souche CII 81-7B a a p ,  ethle, eth,8 Souihe C H  82-7C nap, efh,*,  efhST 
2,50 100 4,50 100 

DL-kthionine 3000 5,50 3 DL-kthionine 3000 5,OO 67 
” f m-mhth. 300 2,OO 113 ” f DL-mkth. 300 4,00 106 
” f DL-mkth. 3000 3,50 100 “ f DL-mkth. 3000 3,OO 118 
” + m-mkth. 30000 3,50 87 “ + m-mkth. 3oooO 3,W 118 

I es rerideiirents ont ctc expnmes par rapport Q celui obtenu dans chaque cas sur milieu G21, aprhs 24 heures de culture 

gdnktique de ce travail ( CHEREST et DE ROBICHON-SZULMAJSTER 1966). Notam- 
ment, les concentrations de routine que nous avions utiliskes pour l’ktude gknkti- 
que afin de diffkrencier les phhnotypes ethlr et aap (2 1 0 - 3 ~  et 2 ~ O - ’ M  respective- 
ment ) se sont revklkes &tre des concentrations permettant de discriminer efficace- 
ment les differents phknotypes de rksistance. De plus, le phknotype de rksistance 
B l’hthionine confh&, indkpendamment, par les alliiles et aap, peut etre 
supprime dans le premier cas et abaissk tr& considkrablement dans le second cas, 
par la prhsence de l’allitle ethzs. Cet allhle ne modifie pas le phknotype de rksist- 
ance B la parafluorophknylalanine (PFP) dii B l’allitle aap.-Par ailleurs, l’ktude 
physiologique que nous venons de pnksenter a permis d’etablir, d’une mani6re 
aussi precise que possible, l’ktendue de la dominance, pour chacun des couples 
d’allkles considkrks. Nous avons montrk que la dominance de l’allitle AAP sur 
l’allde gap est absolue tandis que celle de l’allde ethIr sur l’alliile ethIS est seule- 
ment partielle. Dans le cas du couple d’allitle ethzs/ethzr, il parait certain que 
l’allde ethZs est dominant et qu’il agit bien comme un suppresseur phenotypique 
ou un gkne modificateur spkcifique de 1’Qthionine.-La comparaison de l’action 
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de l’allkle ethz8 sur la Pksistance A l’ethionine prksentike par des diploides homozy- 
gotes et h6terozygotes pour l’un ou l’autre des gknes de ksistance, nous a amenkes 
A conclure qu’un dose d’eths8 est capable d’antagoniser plus d’une dose de l’allkle 
ethlr ou de I’allkle aap.-D’autre part, nous avons vu que seule la m’kthionine, A 
des concentrations Cquimolaires de celles de l’kthionine, est capable de lever 
l’inhibition due A l’kthionine, et ceci chez des souches de diffkrents gknotypes. 
Nous avons confirm4 en ceci les &sultats de MAW (1 961 ) , en particulier en ce 
qui concerne l’absence d’effet de l’adknine. 

Indkpendamment des questions de permkabilitk cellulaire, la &sistance A 
l’kthionine pourrait &re conf6rke par des mutations de plusieurs types. (1) 
Acquisition ou augmentation de la capacitk de destruction de l’kthionine: ddtoxi- 
fication. Une mutation de ce type a ktk mise en kvidence chez. E. c o i  (MARTIN et 
MOO-PENN 1963). (2) Mutation dans la capacitk d’activation en S-adknosyl- 
dthionine, conduisant A une impossibilitk de transfkrer le groupement dthyle de 
1’Qthionine A la place du groupement mkthyle de la mkthionine. Une mutation de 
ce type semble exister chez Coprinus lagopus (LEWIS 1963). (3) Mutation dans 
les mdcanismes d’activation ou de transfert impliquks dans la synth6se des pro- 
t&nes, conduisant A l’incapacitk d’incorporer dans celles-ci l’kthionine A la place 
de la mkthionine. Une mutation de ce type a ktk dkcrite chez E. coli en ce qui 
concerne la PFP (FANGMAN et NEIDHARDT 1964) : modification de la spkcificitc5 
de la phbnylalanyl-S RNA synthktase. On peut s’attendre A ce qu’une mutation 
dans les mdcanismes 2 ou 3 ne conf6re qu’une vksistance partielle (ou nulle) 
envers l’kthionine, puisque l’autre mkcanisme conduisant A la toxicitk de l’kthio- 
nine subsiste. (4) Par contre, une mutation provoquant une surproduction de 
mkthionine (modification des mkcanismes de rcigulation de la biosynthkse de la 
mkthionine) peut conduire B une rksistance envers cet analogue en crdant une 
compktition efficace au niveau des deux systkmes pdcjkdents; de telles mutations 
ont k t 4  dkcrites chez E. coli (ADELBERG 1958; COHEN et JACOB 1959) et chez 
Neurospora (METZENBERG et al. 1964) .-Tktude biochimique des mutants que 
nous venons de d6crire est en cours. Des rksultats prkliminaires pennettent de 
penser que la mutation ethS8 -+ ethar pourrait correspondre soit A une mutation 
de type 2, soit B une mutation de type 4, tandis que la mutation eth18 + ethIr 
serait une mutation de type 4; le fait que cette dernikre mutation soit semi-domi- 
nante montre qu’il pourrait s’agir soit d’une mutation de type opkrateur soit d’une 
mutation de dksensibilisation concernant un enzyme normalement inhibk par 
1’kthionine.-Tincapacitk de l’adbnine A lever l’inhibition causde par l’ethio- 
nine tendrait A prouver que si l’activation en S-adknosylBthionine est, comme 
nous le supposons, une des causes de sensibilitb d’une souche sauvage de S. cere- 
uisiae envers l’kthionine, son mdcanisme est peut-&tre plus complexe que l’ktab- 
lissement d’une carence en ATP due A I’accumulation de S-adknosyl-ethionine 
telle qu’elle a lkte mise en kvidence chez les mammifkres (FARBER et al. 1964). 

SUMMARY 

Growth has been studied in an effort to characterize, as precisely as possible, 
phenotypic expression for each of the alleles AAP/mp, ethlr/eth18, and eth28/ 
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ethzr, and for their different combinations in haploid and diploid strains. We 
have generally considered both mean generation time (TMG) and yield. Strains 
carrying aap (in the presence of ethar) are insensitive to ethionine: at a concen- 
tration of 3000 pg/ml, generation time is simply doubled and yield diminished 
by only 25%. Strains carrying crap but in the presence of ethz8 are returned to a 
resistance level lower than 1 0 - 3 ~ .  Strains carrying eth,' in the presence of ethzr 
are resistant to ethionine 2~ 1 o-~M. This resistance is completely suppressed by 
etheS. In the absence of a gene for  resistance, there is a slight difference between 
strains carrying the alleles ethes and ethzr, the former being sensitive to as little 
as 10 pg/ml ethionine, the latter to only 50 pg/ml. This difference is small com- 
pared to the effect of the other resistant alleles. Parafluorophenylalanine resist- 
ance due to uap is not affected by ethz8, which appears to exert its suppressive 
effect only on ethionine resistance, regardless of the genetic basis of this resistance 
(aap o r  ethlr).  Dominance of AAP over aap is complete whichever phenotype is 
considered, ethionine or parafluorophenylalanine resistance. Dominance of eth, ' 
over ethlS is intermediate. The semidominant behaviour of the allele ethlr is con- 
sistent with either an operator mutation or a mutation by loss of a feed-back 
control. normally exerted by ethionine. Dominance of ethz8 over ethg' seems to 
be complete. In addition, the action of one allele ethzS is estimated to be greater 
than suppression of one ethlr allele or one aup allele, though not sufficient to 
suppress completely two of these alleles. Reversal experiments have been carried 
out with a certain number of amino acids and with adenine. Only methionine 
has been found to be active in reversing ethionine inhibition. For each genotype, 
the reversal antagonism is already effective for equimolar concentrations of 
ethionine and methionine.-Biochemical bases of ethionine toxicity have been 
discussed. 
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