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Certaines espéces de Penicillium ont été tres utilisées en généti-
que fondamentale:  Penicillium chrysogenum  Thom, Penicillium nota-
tum Westling, Penicillium expansum Link et Penicillium italicum Weh-
mer [4]. Ces espéces ne donnent pas un cycle sexuel complet mais de
nombreux auteurs [3-20-23-24-33pbnt montré qu'elles possédent un cycle
parasexuel semblable a celui découvert en 1952 chez Aspergillus nidu-
Lans (Eidam) Winter par Pontecorvo et Roper [22]. Une des applica-
tions importantes du cycle parasexuel est I'amélioration génétique
des caractéristiques industrielles (production de pénicilline, etc.) de
Penicillium chysogenum et de Penicillium notatum [11-12-13-14].

En fromagerie, on utilise fréquemment des Penicillium: Penicil-
lium roquejorti  Thom, Penicillium casei Staub, Penicillium camen-
berti Thom et Penicillium caseicola Bainer [31]. La présence du cycle
parasexuel n'a pas encore été mise en évidence dans les souches
industrielles appartenant a ces espéces. Il est cependant probable que
ce cycle existe car la parenté est grande entre les Penicillium roque-
[orti et les Penicillium notatum (ce sont tous deux des assymétrica
de la sous-vection vélutina). On peut supposer que la parasexualité
fonctionne dans les deux cas.

L'utilisation du cycle parasexuel pour la sélection industrielle
pourrait revétir dans l'avenir une grande importance. Nous en avons
résumé dans le schéma n- 1 les différents stades dont les principaux
sont d'aprées Pontecorvo [19] :

Formation d'un hétérocaryon.

- Formation d'un diploide.
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Schéma 1

Les différentes étapes du cycle parasexuel chez les Penicillium.
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Crossing over mitotique.
- Haploidisation.
Le but de ce travail est la description des différentes étapes du
cycle, dont nous rappellerons les principales techniques d'étude.

1.- ETAPE PRELIMINAIRE
MARQUAGE GENETIQUE DES SOUCHES

Pour suivre et étudier les diverses étapes du cycle parasexuel,
il est indispensable d'avoir des souches dont les chromosomes sont
marqués grace a des génes responsables d'un phénotype facilement
repérable. Des mutants peuvent étre obtenus en traitant les conidies
du Penicillium par un agent mutagéne physique ou chimique [1-17-25].
Les mutations mises en évidence peuvent é&tre morphologiques
couleur des conidies, nanisme des colonies, etc. [24]. Elles peuvent
porter également sur la résistance a des inhibiteurs de croissance
et il suffit pour les cribler, d'étaler un grand nombre de conidies a la
surface d'un milieu de croissance contenant une dose toxique de
l'inhibiteur (103 conidies par boite). Les mutants auxotrophes sont
plus difficiles a mettre en évidence. Ils sont sélectionnés en cultivant
a la surface d'un milieu minimum les conidies traitées. Les prototro-
phes sont seuls capables de germer. On ajoute ensuite a la surface de
la bofte une couche de milieu complet contenant une dose toxique de
nystatine. Cet antibiotique tue les mycéliums en croissance active
mais n'a pas d'action sur les conidies auxotrophes incapables de
pousser. Aprés 3 semaines d'incubation a 25°C, la nystatine perd
son activité. Les auxotrophes peuvent alors germer et donner des
colonies faciles a prélever [8-17].

II. - fORMATION ET CRIBLAGE DES HETEROCARYONS

Deux mycéliums haploides peuvent s'anastomoser ; il se produit
un échange de noyaux. Si les deux mycéliums ont des génotypes diffé-
rents, il se forme un mycélium hétérocaryotique.

Le criblage des hétérocaryons s'effectue de facon classique par
sélection de prototrophes [24]. Deux souches auxotrophes différant
par leurs besoins nutritifs sont cultivées en mélange dans un milieu
liquide complet. Les mycéliums obtenus sont repiqués par isolement
de simples hyphes a la surface d'un milieu gélosé minimum. Chaque
fragment de mycélium hétérocaryotique  donnera naissance & une
colonie. En effet, par le jeu de la dominance, les noyaux en présence
contiennent toute Il'information génétique nécessaire pour rendre ce
mycélium prototrophe.

Une autre technique est parfois utilisée lorsque les deux souches
a croiser présentent une croissance faible sur milieu riche (souches
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naines). Elles sont alors ensemencées sur une méme boite de Pétri
contenant un milieu complet. Au point de jonction des deux mycé-
liums, il se forme des hétérocaryons, facilement repérables par la
vigueur de leur développement.

Le mycélium hétérocaryotique est repiqué et conservé sur milieu
minimum. Il convient de surveiller que ses caractéristiques morpholo-
giques restent constantes. |l est important de le repiquer uniquement
a partir de simples hyphes ; les conidies émises par ce mycélium sont
uninuclées et si on les étale sur milieu riche on obtient un retour aux
deux types parentaux. Ces résultats permettent de contrdler le carac-
tere hétérocaryotique  d'un mycélium.

lll. - FORMATION ET CRIBLAGE DES DIPLOIDES

Des fusions de noyaux peuvent se produire au sein du mycélium
hétérocaryotique  en donnant des noyaux diploides hétérozygotes. Cet
événement est rare (fréquence 10-°a 10., Parfois, les noyaux haploi-
des et diploides continuent a se multiplier dans le méme mycélium.

Parfois aussi, il se produit une ségrégation : il apparait des secteurs
coloniaux ou le mycélium est diploide hétérozygote et des secteurs
ou le mycélium est haploide hétérocaryotique. 1l est donc possible a

partir d'un mycélium hétérocaryotique  d'obtenir des conidies haploi-
des (cas général) ou diploides (apres caryogamie).

Si les deux souches parentales sont auxotrophes, les conidies
haploides sont également auxotrophes, alors que les diploides sont
prototrophes comme le mycélium hétérocaryotique.

Pour cribler les diploides, une suspension de conidies issues de
ce mycélium est étalée a la surface d'un milieu minimum : seule les
conidies diploides donneront des colonies.

Dans le cas de deux souches parentales présentant une différence
de pigmentogénése on peut obtenir des conidies de la couleur du type
sauvage (vertes) qui sont diploides, alors que les conidies haploides
sont du type muté (par exemple jaunes et blanches). Une colonie
verte est prélevée et purifiée par micro-manipulation.

Les techniques utilisées sont dues a Roper [27].

D'autre part, il a été vérifié que les conidies diploides sont en
général plus grosses que les conidies haploides [15]. Ce critere, bien
que n'étant pas absolu, est utilisé aussi pour le criblage des diploides:
on préleve par micro-manipulation quelques grosses conidies que
I'on conserve par repiquage sur milieu complet.

IV. - DESCENDANCE DU DIPLOIDE ET CRIBLAGE
DES RECOMBINANTS

Dans la descendance de I'hétérozygote diploide, il apparait des
colonies dans lesquelles les caracteres récessifs s'expriment. Ces
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Schéma 2

Criblage des ségrégants issus de I'hétérozygote diploide.
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ségrégants peuvent étre soit des haploides de type parental, soit des
recombinants, dont l'isolement est essentiel du point de vue industriel.

Les recombinants peuvent étre de divers types [18]

- soit des haploides, issus d'une recombinaison interchromo-
somique;

- soit des diploides ayant subi un crossing over mitotique, c'est-
a-dire une recombinaison intrachromosomique ;

- soit des haploides provenant de ces diploides recombinés.

Il convient de citer également la possibilité de trouver parmi les
ségrégants des diploides devenus homozygotes pour une paire de chro-
mosomes homologues, les autres paires restant hétérozygotes. lls
apparaissent par l'entremise d'un mécanisme appelé « mitotic non
disjonction » [21-29].

Le criblage des ségrégants peut s'effectuer en étalant sur un
milieu complet des conidies diploides (schéma nv 2). Il apparait,
parmi les colonies normales, des colonies exprimant un caractere
morphologique récessif, et d'autres présentant seulement des secteurs
de ce type. La méthode de « replica plating » permet de rechercher les
ségrégants auxotrophes comme l'indique aussi le schéma n- 2 [24].

Une autre méthode pour cribler les ségrégants consiste a étaler
sur un milieu complet, les conidies du diploide et de tester systéma-
tiguement chacune des colonies obtenues au point de vue morpholo-
gique, exigences nutritionnelles, etc. a l'aide des techniques précitées.
Dans cette éventualité le travail est naturellement beaucoup plus long
mais a l'avantage de permettre de distinguer les recombinants des
haploides parentaux.

Les ségrégants ayant été obtenus, il convient de mettre en evi-
dence les recombinants, ainsi que de déterminer dans le cas de ces
derniers si on se trouve en présence d'une haploidisation spontanée
(recombinants haploides) ou d'un crossing over mitotique (recombi-
nants diploides et leur descendance haploide). Le criblage s'effectue
a l'aide des tests mentionnés plus haut et utilise les modalités d'ex-
pression des marqueurs récessifs.

Dans le cas dun crossing over mitotique, la plupart des mar-
queurs récessifs présents a l'état hétérozygote chez le diploide, reste-
ront masqués; seuls les marqueurs portés par le chromosome touché
par le crossing over apparaitront pourvu qu'ils soient sur la portion
de chromosome recombiné : en effet le crossing over mitotique
consiste en une recombinaison intrachromosomique qui ne touche
qu'un seul chromosome [21]. Le crossing over mitotique se produit
comme le crossing over méiotique au stade 4 brins [32]. Deux seule-
ment des 4 chromatides homologues en présence sont touchées. La
recombinaison mitotique est réciproque [30]. Le schéma n- 3 en
montre les étapes et les conséquences. Les crossing over se produisent
au cours des mitoses avec une fréquence de 10-2a 10-%par division
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Crossing over mitotique

Sur les 4 types possibles de diploides, 3 sont de phénotype sauvage (AB CD) et
1 est un ségrégant de phénotype récessif (ABcd). Il s'agit bien d'un diploide
recombinant ayant subi un crossing over mitotique car un haploide spontané
aurait pour phénotype (ab cd).
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de noyau. En général il n'y a qu'un seul crossing over au cours d'une
mitose.

Certaines substances chimiques sont capables d'induire des cros-
sing over mitotiques: les agents alkylants sont particulierement actifs
a cet égard [16]. D'autres agents mutagénes (rayons X, ultra-violets,
radiations ionisantes) produisent également un accroissement de la
fréquence des crossing over, mais leur action est moins nette [10].
Cette action est indépendante de leur action mutagéne.

L'haploidisation permet au contraire a un grand nombre de mar-
queurs récessifs d'apparaitre : en effet, elle correspond a une recom-
binaison interchromosomique. La souche haploide hérite de chromo-
somes provenant des 2 génomes parentaux [9]. Les caractéres contré-
lés par des génes portés par un méme chromosome ségregent simul-
tanément. L'haploidisation est un événement rare mais spontané
(fréquence de li-a par division nucléaire). Il n'y a pas de méiose. Il
se produit une perte spontanée de chromosomes qui provoque la
transformation du noyau diploide en noyau haploide balancé avec
éventuellement  formation transitoire  d'un aneuploide [6-26]. La
dissémination des noyaux haploides est réalisée soit par la formation
d'un secteur a mycélium haploide dans une colonie, soit par I'émission
de conidies a noyau haploide. Certaines substances comme la p. fluoro-
phénylalanine favorisent I'haploidisation [2-7].

L'haploidisation peut se produire chez des diploides qui n'ont pas
subi de crossing over mitotique: elle provoque alors uniquement une
recombinaison génétique interchromosomique ; il apparait des haploi-
des parentaux, et de nombreux recombinants. Si I'haploidisation se
produit aprés un crossing over mitotique, le cycle parasexuel est
complet ; outre la recombinaison interchromosomique il se produit
une recombinaison intrachromosomique et il apparait plusieurs types
d'haploides (schéma n> 4).

Malheureusement, les crossing over mitotiques étant peu nom-
breux, la recombinaison intrachromosomique se produit en général
pour un seul chromosome a la fois. L'amélioration génétique est donc
plus longue et plus difficile & travers le cycle parasexuel qu'a travers
la reproduction sexuée [28].

CONCLUSION

La sélection d'un micro-organisme industriel a pour but [I'obten-
tion d'une souche présentant les caractéristiques permettant la renta-
bilitt maximum. Les critéeres de sélection sont difficiles a définir et
sont toujours trés variés: vitesse de croissance, rendement, influence
sur la qualité des produits, etc.

Cette sélection implique une variation génétique. Il est possible
le plus souvent de faire appel a la variation naturelle. Il existe dans
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la nature une grande variété de souches ; il est relativement facile
de les isoler et de les étudier. Dans le cas d'une industrie ancienne
d'origine artisanale il est fréquent que la variété génétique naturelle
soit considérable (cas de l'industrie du Roquefort). L'exploitation des
types biologiques naturels est toujours une premiere étape indispen-
sable. Il est cependant possible d'en créer de nouveaux au laboratoire
grace a la mutagénése. Cette méthodologie permet d'obtenir une varia-
tion importante a partir d'une souche unique, ainsi que des caractéris-
tiques rarement rencontrées dans la nature. Des résultats ont été
obtenus par cette voie dans le cas de l'industrie des antibiotiques
(Pénicilline) [1].

La sélection ainsi définie a cependant des possibilités limitées
on ne peut que choisir entre des types biologiques naturels ou obtenus
par mutation. La véritable création n'est possible que par I'entremise
de la recombinaison génétique: elle seule permet le regroupement
sur une seule souche de caractéristiques intéressantes du point de
vue industriel.

Actuellement les utilisations de la génétique pour I'amélioration
des souches industrielles sont peu nombreuses. Les seules tentatives
se situent dans lindustrie des antibiotiques ou les résultats sont

prometteurs [5]. Il serait souhaitable d'étudier le cycle parasexuel
des Penicillium de l'industrie fromagére, tout en obtenant des souches
marquées. |l est en effet permis d'espérer qu'il sera fait appel dans

I'avenir a la recombinaison génétique pour leur amélioration.

Résumé

La recombinaison génétique est possible chez les Penicillium
gréce au cycle parasexuel.

Ce cycle a été mis en évidence par Pontecorvo et Roper ; il devrait
permettre d'utiliser les techniques génétiques pour l'amélioration des
souches industrielles. Cet article bibliographique résume les diverses
techniques utilisées pour I'étude du cycle parasexuel.

Summary

Genetic recombination in Penicillium is made possible by its
parasexual cycle.

This cycle, which has been demonstrated by Pontecorvo and
Roper will allow the use of genetic techniques to improve industrial
strains. The various techniques used for studying the parasexual cycle
are presented in this paper.
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