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La recherche de mutants inhiks dans leur croissance par un exchs de leurs 
propres mktabolites peut &tre un moyen favorable pour l’ktude des systbmes de 
rkgulation ou des interrelations entre chaines mktaboliques. 

Des mutants ou des souches, dont la croissance est inh ike  par la prksence dam 
le milieu d’un mktabolite donne, ont frequemment ktd dkcrits, aussi bien pour les 
champignons que pour les bact4ries. Pour une m&me espkce, plusieurs mutants 
inhiks  par des mhtabolites diffkrents ont 6 6  dkcrits. (DOUDNEY et WAGNER 
1953; WAGNER et IFLAND 1956; LEAVITT et UMBARGER 1962; KAKAR, ZIMMERMAN 
et WAGNER 1964; KINDLER et BEN GURION 1965; PATTE et COHEN 1965; ROGER- 
SON et FREUNDLICH 1966; DALAL, GOTS et GOTS 1966). 

Le but du present travail est d’introduire dans le domaine de la gknetique 
biochimique une me‘thodologie faisant a p p d  de faCon systkmatique aux mutants 
“inhibks.” Nous dlksignerons par ce terme un mutant capable de croitre sur le 
milieu minimal et incapable de se multiplier sur ce m&me milieu additionne 
d’une substance faisant partie du msktabolisme de la souche sauvage. Cette dkfini- 
tion implique que la souche sauvage rksiste B la concentration du mktabolite qui 
inhibe la croissance du mutant. On peut esgrer  que la recherche et l’emploi de 
tels mutants fourniront des renseignements de nature complGmentaire, aussi 
nombreux que ceux fournis jusqu’8 pksent par les mutants auxotrophes. (Les 
resultats pkliminaires ont 6tk r4sum4s dans une note [MEURIS 19651 .) 

I1 est clair que les mlkcanismes biochimiques qui peuvent conduire A des phkno- 
types “inhibks” sont trks nombreux. Mentionnons, a priori, quelques possibilitks: 
augmentation de la sensibilit4 d’un enzyme au rktrocontrble, ou d’un syst6me 
de rkgulation B la rkpression, modification de la sp6cificitk du ktrocontrble ou de 
la rkpression, perte d’un enzyme isofonctionel faisant ressortir le systAme de 
rkgulation de l’enzyme restant, modification de l’intensitk ou de la sp6cificite du 
systdme de concentration dans la cellule des mktabolites etc. . . . On doit s’attendre, 
d’une mani4re gknkrale, B ce que l’ktude des mutants inhibks mette en dvidence 
des branchements et des interactions entre chaines mktaboliques. Bien que 
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plusieurs auteurs (v.s.) aient dkcrit et utilisk des mutants “inhibks,” une ktude 
systdmatique portant sur la frkquence de leur apparition, leur distribution parmi 
les diffkrentes classes possibles, accompagnke d’une ktude gknktique, n’a jamais 
Ctk effectuke i notre connaissance. 

MATERIEL ET METHODES 

Souches de rhfkrence: La souche de rkfkrence haploide de Saccharomyces cerevisiae PM 100, 
prototrophe, grande, de signe a, est issue d’une spore d‘un diploide, formk par le croisement d‘une 
souche fournie par R. MORTTMER (S. 1786-B) et d’une spore (FL 18-1A) d‘un diploide resultant 
du croisement de deux souches fournies par F. SHERMAN (D 234-4A et 239-3C). L a  souche de 
Idfdrence PM 101, prototrophe, grande, de signe CY, est issue d‘une spore d u n  diploide prototrophe 
(FL go), ce diploide rksulte du croisement de la souche FL 18-1A avec la souche PM 100. 

Milieux: Milieu complet YPG: yeast extract Difco 10 g, Bactopeptone Difco 10 g,  glucose 20 g, 
eau distillke 1000 ml. 

Milieu minimal Go (GALZY et SLONIMSKI 1957) : MgSO, 0,5 g; (NH,),SO, 2,O g; KH,PO, 
1,0 g; NH,H,PO, 6,O g; NaCl 0,l g; CaC1, 0,l g; pantothknate de Ca 0,002 g; thiamine 0,002 g ;  
inositol 0,002 g; pyridoxine 0,002 g; acide nicotinique 0,0005 g, biotine 0,00002 g; chlorure 
ferrique 0,002 g; eau distillke 1000 ml. 

Ce milieux-de base a ktk utilise pour la prkparation des milieux suivants: 
Go 2%: additionnk de 2% de glucose. 
Go TI, 2%: additionnk de 2% de glucose et de 10 ml/l de tampon citrate de potassium 1 M 

h pH 5,2. 
Go T,, 2%: additionnd de 2% de glucose et de 20 ml/l de tampon citrate de potassium 1 M 

h pH 5,2. Ces milieux sont employ& soit liquides soit gklosks h 2%. 
Milieu de sporulation SP 1 (MAC CLARY, NULTY, MILLER 1959): Yeast extract Difco 2,5 g; 

glucose 1 g; acktate de K anhydre 9,8 g ;  eau distillke loo0 ml; ajustk h pH 6,9 avec de la potasse. 
Les dissections Casques sont effectukes par micromanipulation apr6s attaque enzymatique de 

la paroi de l’asque par le suc d’HkZix pomatia, h 30°C pendant 45 h 90 minutes selon la souche 
(MORTIMER et JOHNSTON 1959). 

Les cultures en milieu liquide sont faites h 25°C et les cultures sur milieu gklok h 30°C. 
Les mesures de croissance en milieu liquide ont dtk effectukes h l’aide dun  spectro-colorim6tre 

Klett-Summerson Cquipk du filtre bleu ( G O  m/*). 
Mutagknnbe par I’acide nitreur Les mutants dkcrits ont tous Qtk obtenus aprks mutagdnkse par 

l’acide nitreux, selon la technique mise au point au Laboratoire de Gknktique Physiologique 
(LACHOWICZ, LACROUTE et SLONIMSKI, rksultats non publiks) . 

Des cellules de la souche PM 100, cultivkes sur le milieu gklosk YPG sont mises A incuber 
pendant 28 minutes h la temp6rature de 37°C dans le milieu suivant: Tampon acetate 0,2 M pH 4 
(stkrilis6 par filtration) 5 ml; NaNO, 0,2 M (prkpark extemporankment) 0,15 ml; H,O 4,85 ml. 
La densitd de la suspension cellulaire dans ce milieu est de l’ordre de IO7  cellules par ml. 

La muta&n&se est arrstke par dilution au 1/50 dans du tampon phosphate 0,l M A pH 7,3. La 
suspension diluke est ensuite Qtalke sur des boites de Pktri contenant le milieu minimal Go 2%. 
Le nombre de colonies par boite est d‘environ 300. Le pourcentage de survivants est alors de 1 A 
1,5 %. Aprks cinq jours d’incubation, les colonies sont rkensemenckes, par la mkthode de repliques 
sur velours sur une deuxikme dr ie  de boites de Pdtri contenant le m&me milieu minimal addi- 
tionnk du mktabolite pour lequd on  recherche des mutants “inhibks”. 

RhcoZte des mutants; Ne sont considkrks comme mutants, que les colonies ou secteurs de 
colonies qui ont kt6 visiblement ensemencks sur la boite &plique contenant le metabolite inhibiteur, 
mais qui n’ont pas poussk sur cette boite. Quelques cellules sont alors prdlevkes dans ces colonies 
ou secteurs de colonies h l’aide d’un fil de platine et sont ktalkes sur milieu g d o d  complet YPG. 
Pour plus de skcuritk, ce prklkvement est systdmatiquement fait, h partir de la colonie ou du 
secteur de la boite rdplique, et de la colonie ou du secteur correspondant de la boite matrice. Pour 
chaque mutant prksumk, quatre des clBnes ainsi obtenus, sont alors Qtudids en dkposant des gouttes 
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d- la suspension cellulaire de chaque clhne, sur des boites de Pktri contenant le milieu minimal 
additionnk de quantitks croissantes du mktabdite inhibiteur. Seuls sont gardks les clBnes mutants 
prksentant un phknotype d’inhibition net et une bonne croissance sur milieu minimal. Ces mutants 
sont stables en croissance vkgktative. 

Cette mkthode de recherche permet de distinguer deux classes de mutants: (1) Les mutants 
caractkrisks par une colonie entikre ne poussant pas sur la Wite rkplique: le phknotype de ces 
mutants est toujours confirm6 par les tests ultkrieurs. (2) Les mutants caract4ris6s par un secteur 
de colonie ne poussant pas sur la boite rkplique: le phknotype de ces mutants n’est confirm6 que 
dam un tiers des cas environ. Au total, sur 4 4  mutants prksumks, 18 furent confirmks par les 
tests ultkieurs. I1 se peut que la proportion de mutants non confirmks par les tests ultkrieurs 
dkpende de l’amino-acide pour lequel on recherche des mutants inhibks. 

RESULTATS EXPERIMENTAUX 

Diflkrents types de mutants inhi&%: Des mutants inhibks furent syst6matique- 
ment recherchks pour les 20 acides aminks des prot&nes, l’adknine, l’uracile et 
l’acide a-amino-butyrique. Au total, 18 mutants furent rkcoltks, intkressant 9 
acides amines et un mutant dont la croissance est inhiEe par l’uracile (tableau 1 ) . 
Pour chaque catkgorie de mutant, la recherche a ktk faite sur 5 B 6 000 colonies, 
obtenues apr&s mutagknkse. On peut donc constater que la fdquence d’apparition 
des mutants inhibks est du m6me ordre de grandeur que la fukquence d’apparition 
des mutants auxotrophes, dans les m6mes conditions de mutagkn6se: il a 6th 
v6rifik que la fkquence d’apparition de mutants ayant le phknotype uracile- 
exigeant ou arginine-exigeant B partir de la souche prototrophe PM 100 est 
d’environ Notons que le phknotype UI- peut rksulter de mutations en quatre 
loci &nktiquement non lis& (cf. LACROUTE 1964; MORTIMER et HAWTHORNE 
1966). 

Etude gkdtique prdiminaire des mutants inhibks: Les rksultats de l’dtude de 
la descendance des croisements de ces mutants, par la souche sauvage, &sistante 
A l’action de tous ces m6tabolites inhibiteurs (PM 101), sont groupks dans le 
tableau 2; dans tous les cas, la mutation skgdge de faCon monogknique. De plus, 
les diploydes hkt6rozygotes “mutant inhibk x sauvage” ont tous le ph6notype non 
inhibk, tous ces mutants sont donc rkcessifs. 

TABLEAU 1 

Muzants inhibgs isolks apr2s mutagd&se ri l‘acide niireux 

Corps inhibiteuer Nombre de mutants isol& Symbole adopt6 

alanine 1 al-i 
acide a-amino-butyrique 2 a-a-but-i 
glycine 
histidine 
homoskrine 
isoleucine 
methionine 
tyrosine 
valine 
uracile 

gly-i 
hi-i 
ho-i 
is-i 
met-i 
ty-i 
ua-i 
ur-i 
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TABLEAUX 2 

Etude des descendances issues des croisements des mutants “inhiGs”, par la souche sauvage, 
risistante a tous ces corps inhibiteurs (PM iOl) 

Nombre de SBgrhgation 
thtrades 

N o  dn diploide Corps inhibiteur Qtudikes Rksistants : Inhibhs 
-- 

PM 12 alanine 14 2 : 2  
PM 26 
PM 27 
PM23 
PM 24 
PM 7 
PM 21 
PM 22 
PM 14 
PM 15 
PM 18 
PM 19 
PM 20 
PM 4 

PM 8 
PM 9 
PM 25 
PM 114 

PM 5 

acide a-amino-butyrique 
acide a-amino-butyrique 
glycine 
glycine 
histidine 
homoskrine 
homosbrine 
isoleucine 
isoleucine 
isoleucine 
isoleucine 
isoleucine 
mbthionine 

methionine 
mkthionine 
tyrosine 
valine 

uracile 

10 
14 
6 
5 

16 
8 

15 
17 
8 
8 

12 
12 
15 

16 
17 
12 
10 

10 

2 : 2  
2 : 2  
2 : 2  
2 : 2  
2 : 2  
2 : 2  
2 : 2  
2 : 2  
2 : 2  
2 : 2  
2 : 2  
2 : 2  

12 tbtrades avec 2 : 2 
3 tbtrades avec 1 : 3 

2 : 2  
2 : 2  
2 : 2  

9 tbtrades avec 2 : 2 
1 tktrades avec 1 : 3 

2 : 2  

Spbcificitb d‘ inhibition: I1 a ktk vkrifik que seule la forme L est inhibitrice pour 
l’acide a-amino-butyrique, la mkthionine, la tyrosine, l’isoleucine et la valine. La  
forme D n’a aucun effet sur la croissance, aux concentrations pour lesquelles la 
forme L est inhibitrice. Pour les autres acides aminks, seul le mklange radmique 
a dtk employ&. 

L’ktude du phtknomhe d’inhibition effectuke en milieu liquide, en suivant la 
croissance par turbidimktrie, permet de remarquer que, selon le mutant et le 
mktabolite inhibiteur, l’arret de croissance est plus ou moins complet (figures 3, 
4, 5 )  et s’ktablit aprAs un laps de temps plus ou moins long (figures 1,2, 3) .  

I1 est parfois pkfbrable d‘utiliser la souche diploide a/a)  homoalldique “mutant inhibb,, X 
mutant inhib&” pour l’ktude physiologique, plut6t que d‘utiliser la souche haploide corres- 
pondante. Ceci permet de mettre A l’ktat hkterozygote la plupart des gknes modificateurs qui sont 
d’habitude recessifs et qui peuvent perturber le phhnotype chez la souche haplo‘ide. De plus, les 
souches diploydes forment moins d’agrkgats cellulaires que les souches haploydes : ceci constitue 
un avantage technique apprbciable. 

Chaque mutant prksente un spectre d’inhibition caractkristique (tableau 3 )  : 
les mktabolites sur lesquels les mutants ont Ctk d’kcelks, inhibent en &ndral, forte- 
ment les mutants correspondants. Cependant, le mutant hi-i, (PM7-ID) pousse 
nonnalement en prbsence de 100 pg/ml d’histidine: sa croissance n’est inhike 
que par une quantit.4 sup&ieure (tableau 4) ; par contre, l’isoleucine ou l’acide 
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FIGURE 1 .-Comparaison de la croissance des souches sauvage et met-i,-,. Les souches diploides, 
sauvage: FL 90, et mutante: P M  36 = a, met-i,_, x CY, met-i1-, (PM42B x PM4-2C) ont bt6 
btudiees sur le milieu minimal Go 2% (--Cl-) et sur le mCme milieu additionnd de 100 gg/ml 
de DL-methionine (-e-). Les cultures sont effectukes dans des fioles de 100 ml, contenant 
10 ml de milieu minimal Go 2%, auxquels on ajoute 1 ml deau contenant le ou les metabolites 
nkcessaires. L'ensemencement est fait avec 1 ml de culture prise en phase exponentielle de crois- 
sance, sur le m&me milieu minimal. Les fioles sont constamment agitbes dans une chambre B 
25°C. 
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FIGURE 2.-Comparaison de la croissance des souches sauvage et met-i, Les souches diploides, 
sauvage: FL 90 et mutante: P M  39 = a, met-i, x CY met-i, (PM!3-2B x PM9-2A) ont bte btudibes 
sur le milieu minimal (-o-), milieu minimal $- 100 @ g / d  de DL-mhthionine (-A-), 
milieu minimal + 100 gg/ml de DL-methionine f 10 pg/ml d'adbnine (-A-) milieu minimal + 10 pg/ml dadenine (-e-). Les conditions de culture sont celles dkcrites dans la lbgende 
de la figure 1. 
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a-amino-butyrique se rbvklent &re inhibiteurs A des concentrations plus faibles. 
Les mutants d-i1 (PM12-2D), gly-i, (PM23-3A) et gly-i, (PM24-1B) se com- 
portent de faCon comparable: le mktabolite sur lequel ils ont ktk dkcelks n’est pas 
celui qui inhibe le plus fortement leur croissance. Les donnkes du tableau 3 
montrent kgalement qu’un m&me mutant peut &tre inhi& par plusieurs corps: 
la souche PM4-2B, dkcelke sur la mkthionine est inhibke par la mhme concentra- 
tion d’histidine (tableau 4) : pour &iter cette cause d’ambiguitk, un mutant sera 
dksignk par rbfkrence au mktabolite sur lequel il a ktk initialement dkcelk. Le 
mutant met-i, (PM9-2B) ne parait inhibk par aucun acide amink: sa croissance 
en milieu liquide, pratiquement nulle en pvksence de mkthionine pendant les 30 
premikres heures (figure 2) dkmarre ensuite lentement, ce qui explique les ksul-  
tats consign& dans le tableau 3, obtenus apr4s 72 heures d‘incubation sur milieu 
solide; on a vkrifik que la croissance qui intervient alors, n’est pas due A des 
rkversions. sklectionnkes lors de la phase de latence. 

Levbe d’inhibition: La recherche du ou des mktabolites permettant aux mutants 
d‘avoir une croissance normale en pvksence de l’inhibiteur, a conduit aux rksultats 
suivants: a. Les mutants is-i, (PM14-4A), is-& (PM15-lB), is-i, (PM18-1B), 
is-& (PM19-lC), is-i, (PM20-2B), a-a-but-i, (PM26-1D), a-a-but-& (PM27- 
1 A) ,  ont une croissance normale en prksence du mklange isoleucine + leucine, ou 
acide a-amino-butyrique + leucine. A l’exception de is-&, ils sont tous inhiks, 
quoique ?I un moindre degk, par la leucine. b. Le mutant met-i, (PM9-2B) a 
une croissance normale en prksence du mklange mkthionine + adkine. L’adknine 
seule provoque une lkgkre stimulation de la croissance de ce mutant (figure 2).  
c. Aucun des mktabolites ktudiks (les 20 acides aminks des protkines, les cinq 
bases des acides nuclkiques, l’acide folique) ne permet la croissance des mutants 
met-i,-, (PM4-2B) et met-i,-, (PM8-2C), lorsqu’ils sont cultiv4s en p&sence de 
mkthionine. L‘adknine seule inhibe kgalement la croissance de ces mutants 
(tableau 4). Le milieu complet YPG permet toutefois, une croissance normale en 
prkence de m4thionine. d. L’inhibition par l’histidine, ou par la mkthionine, du 

TABLEAU 4 

Phe‘notype des mutants inhibis pur la me‘thionine et pur I‘histidine 

Corps inhibiteurs 

L-histidine =-leucine L-mkthionine adenine 

met-i,-, (PM4-2B) 3 30 3 3 
met-i,-, (PMtb2C) 3 30 3 3 
met-i, (PM9-2B) 30 >IO00 3 >3m* 
hi-i, (PM7-ID) 300 100 300 > 300 * 
sauvage (PM100) > 300 >loo0 >3m >300* 

Pour chaque mutant, ainsi que pour la souche sauvage de reference (PM loo), on a donni. le seuil d’inhibition (en 
pg/ml). On entend par seuil d’inhibition, la concentration la plus faible ne permettant pas la croissance de la souche 
consideree. 

Les tests ont 6te faits en dkposant des gouttes de suspension cellulaire dans de l’eau distillbe, sur le milieu minimal 
supplkmente par le corps inhibiteur. 

La lecture des rksultats a et4 f a t e  apri.s deux jours d’incubation. aprk  un temps plus long, la croissance du mutant 
met-i,, di.mame (voir texte) mdme si la concentration de mktabolitd inhibiteur est augmentbe, ce qui explique la diffbr- 
entc cl: iiroltats avec le tableau 3, pour ce mutant. 

* I. adhine  non seulenlent n’inhibe pas la croissance. mais elle la stiniule 1bgi.rement (cf. figure 2 ) .  
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mutant hi-i, (PM7-ID) est levke par la prksence d’adfknine dans le milieu. e. Le 
mutant inhibk par la tyrosine n’est inhi& par aucun des autres acides aromati- 
ques. Sa croissance n’est rktablie 4 un taux normal, en pdsence de tyrosine, que 
par l’adjonction simultande de tryptophane, phbnylalanine et acide parahydroxy- 
benzo‘ique (figure 3 ) .  Sur milieu gdosk, ces corps pris skpa&ment ne permettent 
pas la croissance du mutant lorsqu’il se trouve en prksence de tyrosine. f.  Le 
mutant inhibk par la valine est tr4s Ib&rement inhiE par la leucine. I1 ne 
plrksente aucune inhibition notable par l’isoleucine. L’inhibition par la valine est 
levke par la prksence d’isoleucine (tableau 5 ;  figure 4). 

DISCUSSION 

La recherche systkmatique de mutants inhibks, et l’lktude sommaire de quelques 
uns d‘entre eux, permettent de tirer les conclusions suivantes: (1) Ces mutants 
sont relativement frkquents, leur fnkquence &ant comparable 21 celle des mutants 
auxotrophes. 11s sont stables en multiplication vkgktative et skgrkgent de faGon 
monogknique. (2) Sur 22 substances essaykes comme inhibiteurs (20 acides 
aminks, l’uracile et l’adlknine), 17 se sont rkvklkes actives pour des mutants 
diffkrents (acide a-amino-butyrique, alanine, cystkine, acide glutamique, glycine, 
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FIGURE 3.-Comparaison de la croissance des souches sauvage et ty-il. Les souches diploydes, 
sauvage: FL 90, et mutante: PM 38 = a, ty-il x a, ty-il (PM25-5B x PM25-7B) ont 6t6 
Btudibes sur le milieu minimal (--O-), milieu minimal + 100 pg/ml de DL-tyrosine (-A-), 
milieu minimal + 100 p g / d  de m-tyrosine + 100 pg/ml de DL-tryptophane + 100 p g / d  de 
DL-ph6nylalanine (-a-), milieu minimal + 100 Bg/ml de DL-tyrosine f 100 pg/ml de 
m-tryptophane + 100 p g / d  de DL-ph6nylalanine -k 100 p g / d  d’acide parahydroxybenzoique 
(-A-). La croissance en milieu minimal supplbmentb soit en tryptophane, soit en ph6nyla- 
lanine, soit en acide parahydroxybenzoique, est analogue A la croissance en milieu minimal sed, 
tant pour la souche mutante (PM 38) que pour la souche sauvage de r6fbrence (FL 90). Les 
conditions de cultures sont celles dbcrites dans la lbgende de la figure 1. 
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FIGURE 4.-Comparaison de la croissance des souches sauvage et ua-i,. Les souches haploydes, 
sauvage (PM100) et mutante: ua-i, (PM100-30) ont dtd ktudides sur le milieu minimal (--O-), 
milieu minimal + 300 pg/ml de L-valine (-A-), milieu minimal + 300 pg/ml de L-isoleucine 
(-A-), milieu minimal + 300 pg/ml de L-valine + 300 pg/ml de L-isoleucine (- a-) . 
Les conditions de culture sont celles ddcrites dans la ldgende de la figure 1. 
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FIGURE ti.--Comparaison de la croissance des souches sauvage et a-a-but-i,. Les souches hap- 
loides sauvage (PM 100) et mutante: a-a-but-i, (PM26-1D) ont kt6 dtudiees sur le milieu mini- 
mal (--o-), milieu minimal, + 30 pg/ml d'acide m-or-amino-butyrique (- a-), milieu 
minimal, + 100 pg/ml d'acide m-a-amino-butyrique (-A-). Les conditions de culture sont 
cells decrites dans la lkgende de la figure I. 
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TABLEAU 5 

S&ificite‘ d’inhibition du mutant va-i, 

Souches 

Milieux 
ua-il sauvage 

(PM 100-30) (PM 100) 

Milieu Minimal 
M.M. + L-valine 
M.M. L-leucine 
M.M. + L-isoleucine 
M.M. + L-valine 

++ +++ 
- +++ + +++ ++ +++ 
- +++ + L-leucine 

+ L-isoleucine 
M.M. + L-valine +++ +++ 
M.M. + L-leucine + +++ + L-isoleucine 

+ L-isoleucine 
M.M. + L-valine +++ +++ + L-leucine 

La souche ua-i, (PM100-30) est directement derivee de la souche sauvage (PM 100) apres mutaghnhse et subclonage. 
Les croissances du mutant et de la souche sauvage sont BvaluBes sur milieu gelose aprbs 4 jonrs d’incubation. Si la 
croissance maximale (+ + f )  est Bvalube B 100, (4- +) correspond B une masse d< cellules representant environ 80% 
de la masse Qvaluke ( f 4- +), ( f )  correspond B environ 50%, et (-) A <I%. Ces evaluations ayant Bt6 BtalonnPes par 
remise en suspension de la masse cellulaire dans l’eau distillee, et mesnre de la densite optique de la suspension obtenue. 

Les concentrations en acides amines sont de 300 cg/ml de chaque acide. 

histidine, homoskrine, isoleucine, leucine, mkthionine, phdnylalanine, skrine, 
thkonine, tryptophane, valine (tableau 3)  , adlknine et uracile. (3) Le phdnotype 
m6me de ces mutants permet de penser que leur lktude approfondie permettra la 
mise en kvidence de certaines propriktds de rkgulation des chaines mdtaboliques 
concernkes. 

Dans le cas des mutants mt-i, (Figure 2) ty-i, (Figure 3) va-il (Figure 4), 
l’arrht de croissance se fait trhs peu de temps ap&s la mise en pksence du corps 
inhibiteur: un pbknomhne de &pression, nkcessitant la dilution de l’enzyme 
existant, avant de s’exprimer, ne permet pas de rendre compte d’un arr6t de 
croissance aussi brusque; la rktroinhibition d’un enzyme, au contraire, entrainera 
une expression beaucoup plus rapide du phknotype et il est raisonnable de penser 
que c’est le cas pour ces trois mutants. Cet argument prend toute sa valeur 
lorsqu’on compare la forme des courbes de croissance, en pksence de mkthionine, 
des mutants met-i,-, et m t - i ,  (Figures 1,2). 

L’ktude prkliminaire du mutant va-i, montre que la rktroinhibition se ferait sur 
l’enzyme de condensation, cet enzyme est le premier enzyme commun aux 
chaines de synth6se de l’isoleucine et de la valine (cf. KAKAR et WAGNER 1964). 

La nature et le phhotype du mutant ty-i, permettent de faire une hypothhe 
concernant la chaine de synthkse des composks aromatiques chez S. cerevisiae: 
SMITH et al. (1962) puis BROWN et DOY (1963,1966), ont montnk que la premikre 
&ape de la synthhe des compos& aromatiques chez E. coli W dckpend de 
trois 7-phospho-2oxo-3-deoxy-~-arab~no-heptonate-~-erythrose-4-phosphate lyases 
(PODH aldolase), une sensible B la ktroinhibition par la ph&ylalanine, la 
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seconde sensible B la &troinhibition par la tyrosine, la troisikme ktant kpressible 
par le tryptophane. Si on suppose que l’apparition du phknotype “tyrosine inhibk” 
est due h la perte-d‘une PODH aldolase, cela conduit aux dkductions suivantes: 
Puisque la mutation se&ge de faqon monog&nique, une seule activitk a kt4 
perdue; Puisque l’arrGt de croissance est complet en prksence de tyrosine, seule 
une activitk enzymatique sensible h la rktroinhibition par la tyrosine subsiste 
ap&s la mutation. 

Saccharomyces cerevisiae ne possitderait donc que deux PODH aldolases dont 
l’une serait t d s  sensible B la nktroinhibition par la tyrosine. La vkrification de 
cette hypothhe peut se faire par deux voies diffkrentes: in v im,  en recherchant 
des mutants inhibks par la phknylalanine, qui seraient “symktriques” du mutant 
ty-i,, in vitro, en dosant les activitks enzymatiques dans les souches sauvages et 
in hib6es. 

Le mutant met-& est inhib6 par la mkthionine ou (et) l’histidine, mais cette 
inhibition est levke par la pksence d’adknine. Les colonies de ce mutant prksen- 
tent par ailleurs, une coloration rose, &s lkgkre sur le milieu minimal et accentuke 
en p&sence de mkthionine ou (et) d’histidine; cette coloration est comparable B 
celle des mutants ad, (REAUME et TATUM 1949) et ad, (EPHRUSSI, HOTTINGUER 
et TAVLITZKI 1949). 

L‘existence du mutant met-i,, inhibk par la mkthionine, l’adenine et l’histidine, 
B des concentrations t d s  faibles (tableau 4) renforce l’idee d’une interaction entre 
les chaines de synthhse de la mkthionine et de l’adknine-histidine. Le fait que 
l’arr6t de croissance de ce mutant met-i, n’intervienne que plusieurs heures aprits 
la mise en prksence de mkthionine (Figure 1 ) incline B penser qu’un phcknombne 
de rkpression est cette fois responsable de 1’arrGt de croissance. LEVINTHAL, FOGEL 
et HURST (1962) avaient dkjh remarquk des interactions entre l’intensitk de la 
coloration rose des souches ad, et ad, et des mutations affectant les voies de syn- 
thbse de la mkthionine, la thrkonine ou l’histidine. DALAL, GOTS et GOTS (1966) 
ont kgalement ktudik un mutant de Salmonella typhimurium sensible A l’adknine 
et dont l’inhibition etait relevke par la mhthionine. 

Une explication satisfaisante de l’intkgration des voies de biosynthbse de 
l’adknine et de l’histidine chez les bactkries, a ktk proposke par SHEDLOVSKY et 
MAGASANICK (1962). Chez la levure, certains aspects de cet anabolisme en 
particulier, l’existence des mutants ad,, posent des problkmes encore non rksolus 
(cf. LUZZATI 1965). Un schkma cohkrent devra donc kgalement rendre compte 
de l’action de la mkthionine sur la rkgulation de la chaine de synthkse de l’adknine 
et de l’histidine. 

Les inhibitions par l’isoleucine ou l’acide a-amino-butyrique semblent peu spC 
cifiques et recouvrent probablement plusieurs mkcanismes diff krents. La souche 
sauvage elle-m6me est lhgitrement inhibee par ces mktabolites: pour certains 
mutants. il y aurait simplement accentuation de cette inhibition. 

L’examen de quelques mutants inhibks permet dkjh d’affirmer que des processus 
biochimiques t s s  divers peuvent conduire B de tels phknotypes. L’Ctude gkndtique 
et biochimique, qui est en cours pour quelques uns de ces mutants, permettra de 
dkgager ces mkcanismes. On peut cependant affirmer dits maintenant, que la 
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recherche et l’emploi systkmatiques des mutants inhius  peuvent etre fructueux 
pour l’dtude de la rkgulation cellulaire. En effet, les mutants obtenus dans ce 
travail ne reprksentent sarement qu’une fraction des mutants qu’il est possible 
d’obtenir par cette technique: plusieurs classes de mutants ne sont repksentkes 
que par un seul exemplaire, et la sdection a et6 faite avec une seule concentra- 
tion d‘inhibiteur: on peut donc penser que de nombreux autres mutants inhius 
restent 2I mettre en kvidence. 

RESUME 

Pour lktudier la rkgulation du mlktabolisme cellulaire, on A recherchk de facon 
systkmatique, des mutants dont la croissance, normale en milieu minimal, est 
inhib&e par la pksence dans ce milieu d’un mktabolite essentiel de la cellule, ce 
mktabolite n’affectant pas la croissance de la souche sawage.-Les 20 acides 
amines des protkines, l’acide a-amino-butyrique, l’adknine et l’uracile ont 4th 
essayks c o m e  inhibiteurs. Apds mutaghike 2I l’acide nitreux, 18 mutants ont 
Ct& rkcoltks. Chacun d’eux est inhib6 par un ou plusieurs des 17 corps suivants: 
acide a-amino-butyrique, alanine, cyst’kine, acide glutamique, glycine, histidine, 
homoskine, isoleucine, leucine, mkthionine, phlknylalanine, skrine, threonine, 
tryptophane, valine, adknine, uraci1e.-La fkquence d’apparition des mutants 
inhius  est comparable 2I la frequence d’apparition des mutants auxotrophes (de 

21 lo-.). Les mutations sont toutes ukcessives et &gr&gent de facon mono- 
gknique. L’examen du phknotype de certains mutants (metabolites permettant 
la lev& d‘inhibition, forme des courbes de croissance en prksence de l’inhibiteur) , 
permet dans certains cas de pkciser la nature du phknomkne responsable de leur 
inhibition. 

SUMMARY 

In  order to investigate the regulation of cellular metabolism in yeast we have 
studied in a systematic way mutants that grow normally in minimal medium 
but are inhibited when certain essential metabolites are added to this medium.- 
The 20 amino acids of proteins, a-amino-butyric acid, adenine, and uracil have 
been tested as inhibitors. After mutagenesis by nitrous acid, 18 mutants were 
found. Each of these is inhibited by one or several of the following: a-amino- 
butyric acid, alanine, cysteine, glutamic acid, glycine, histidine, homoserine, iso- 
leucine, leucine, methionine, phenylalanine, serine, threonine, tryptophan, 
valine, adenine, uracil.-The frequency of appearance of inhibited mutants is 
comparable to the frequency of appearance of auxotrophic mutants (from 
to 1 O-.). The mutations are all recessive and segregate in a monogenic manner. 
The physiology of certain mutants have h e n  more extensively examined. The 
form of the growth curve in the presence and absence of the specific inhibitor 
and the reversal of inhibition by other metabolites has permitted us to define, in 
some cases, the probable nature of the inhibition, i.e. repression or feedback 
inhibition. 
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