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Résumé 

L’   de de l      nse  e b  n i e s i e    s  ess     n liq e chez Saccharomyces cerevisiae 

vise à comprendre les mécanismes impliqués dans la survie des eucaryotes aux concentrations 

en     n l  lev es. L   e b  ne cell l i e      s    si i n en  e l’envi  nne en  in    e  

extracellulaire, est la première cible des perturbations éthanoliques. Les expérimentations  

e  ec   es d ns ce  e    de visen    c   c   ise  le   in ien de l’in    i     nc i nnelle en 

relation avec la composition en stérols membranaires chez la levure S. cerevisiae soumise à 

différents types de perturbations éthanoliques (augmentation de la concentrations en éthanol 

d ns le  ilie  de c  iss nce  c  cs     n liq es d’   li  de c  iss n e e  s ivi    c   s d  

temps ; choc à 20% pendant 15 minutes puis suivi au cours du temps après retour dans un  

milieu sans éthanol (« pulse » 20% d’    n l)). Les   s l   s  b en s d   n  en  l’i      nce 

de l’e   s    l d ns le   in ien de l’in    i    e b  n i e e  s      en     le en  

l’      èse d   ôle « vecteur » de l’    n l vis   vis d’ ne    d  i n  d n  l’efficacité serait 

dépendante de la nature des stérols présents au niveau membranaire. Les premiers résultats 

analysant la cinétique de transcription de gènes impliqués dans la réponse au stress oxydatif 

suggèrent une formation plus importante de formes réac ives de l’    ène (ROS)  ind i e     

le choc éthanol chez un mutant Δerg6     ec   d ns l  v ie de bi s n  èse de l’e   s    l.  

 

Mots-clés : stress éthanol, ergostérol, perméabilité et fluidité membranaire, stress oxydatif, 

Saccharomyces cerevisiae. 

 

Abstract 

The study of membrane response induced by ethanol stress in Saccharomyces cerevisiae aims 

to understand mechanisms involved in the survival of eukaryotic cells submitted to high 

ethanol concentrations. The cell membrane by its position between the intra- and extracellular 

environment is the first target of ethanolic perturbations. Experiments performed in this study 

aimed to characterize the maintain of the functional integrity of the membrane in relation to 

the sterol composition in the yeast S. cerevisiae submitted to different types of ethanolic 

disturbances: increasing concentrations of ethanol in the growth medium; ethanolic shocks of 

increasing magnitude; shock 20% ethanol for 15 minutes and then return in a medium without 

ethanol ("pulse" 20% ethanol)). Our results demonstrate the importance of ergosterol in 

maintaining membrane integrity and also support the hypothesis of the vector role of ethanol 

in cell oxidation, whose effectiveness is dependent on the nature of sterols at the membrane 

level. In addition, our results analyzing the kinetics of transcription of genes involved in 

oxidative stress response suggest an increased formation of reactive oxygen species (ROS) 

induced by ethanol in the Δerg6 mutant, affected in the biosynthetic pathway of ergosterol. 

 

Key words: ethanol stress, ergosterol, membrane permeability and fluidity, oxidative stress, 

Saccharomyces cerevisiae. 
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INTRODUCTION 

Avec Escherichia coli et Drosophila melanogaster, Saccharomyces cerevisiae est l'un des 

organismes modèles centraux pour les études en génétique, biochimie, biologie cellulaire, et 

plus récemment, en biologie moléculaire et en biologie des systèmes. En fait, nous en savons 

probablement plus sur la biologie de la cellule de levure que sur tout autre eucaryote. Cela fait 

de S. cerevisiae un organisme modèle idéal pour les études des réponses cellulaires aux stress 

environnementaux et la tolérance au stress. P    ille  s  l’ tude de S. cerevisiae présente 

également un fort intérêt économique en raison des nombreuses applications industrielles 

impliquant des levures, comme la brasserie, la vinification, la boulangerie, etc. Plus 

récemment, la production de biocarburants (dont le bioéthanol) et de molécules à but 

pharmaceutique ou industriel a été réalisée avec succès par des souches de Saccharomyces 

cerevisiae génétiquement modifiées (Gasch et al., 2000 ; Bisson et al., 2002 ; Stanley et al., 

2010c).  

Parmi les nombreuses contraintes environnementales rencontrées par la levure dans les 

applications industrielles, l'exposition à l'accumulation de concentrations en éthanol a 

probablement le plus d'impact négatif. Lorsque l'éthanol atteint des concentrations toxiques, il 

a de multiples effets néfastes sur la cellule, entraînant une diminution du taux de croissance, 

de la vitalité et de la viabilité. Ces impacts conduisent à une baisse de productivité, à des taux 

sous-optimaux de fermentation, à une production d'éthanol inférieure et finalement, à une 

baisse de profits pour les industries concernées (Ingram, 1986 ; D'Amore et Stewart, 1987 ; 

Attfield , 1997 ; Bauer et al., 2000 ; Stanley et al., 2010a ). La compréhension des 

  c nis es de    ici   de l’    n l es  d nc  n enje    je   pour les industries mettant en 

œuvre des levures fermentaires. Ce phénomène a par conséquent fai  l’ bje  de n  b e ses 

études e  il es    j   d’  i   n   le en   d is q e l     ici   de l’    n l es  l  c ns q ence 

de ses actions sur la membrane plasmique de l  lev  e. En     ic lie   l’e   si i n   des 

c ncen    i ns  lev es d’    n l se  i    l’  i ine de   di ic  i ns de  l idi   e  de 

perméabilité membranaires, responsables de désordres métaboliques cellulaires importants 

(Stanley et al., 2010a). 

L’ bjec i    n   l de ce    v il es  d’       ndi  l  c      ensi n de l      nse de l  

membrane plasmique aux stress éthanoliques chez Saccharomyces cerevisiae. Ce travail a été 

réalisé au sein des  laboratoires VAlMiS (Vin Aliment Microbiologie et Stress) et PMB 

(Procédés Microbiologiques et Biotechnologiques) de l’UMR P  c d s Ali en  i es e  
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Microbiologiques, dans l’optique de comprendre les mécanismes impliqués dans la mort ou la 

résistance cellulaire aux concentrations en éthanol élevées. 

La première partie de ce mémoire synthétise la bibliographie consacrée au stress éthanol dans 

les cell les bi l  iq es. Di    en s  s ec s s n   b  d s  els q e les e  e s de l’    n l s   l  

 e b  ne  l s iq e  insi q e l      nse    s  ess de l’    n l c ez Saccharomyces 

cerevisiae. Cette première partie se conclut par la présentation des principaux axes du travail 

de thèse. La seconde partie présente le matériel et les méthodes utilisés au cours de cette 

étude. La troisième partie est consacrée aux résultats obtenus ainsi q ’  le   disc ssi n. Les 

résultats de cette étude sont présentés dans deux chapitres principaux, le premier concerne 

l’   de de l’e  e  de l’    n l s   l    l   nce e  l  c  iss nce de Saccharomyces cerevisiae. 

Nous avons comparé une souche Wild type et ses mutants affectés dans la voie de synthèse de 

l’e   s    l (Δerg). Le de  iè e c   i  e    sen e les   s l   s s   l’e  e  d’ n s  ess     n l 

   liq   s  s     e de «   lse » (20% v v d’    n l - 15 minutes) chez la souche Wild type 

et un mutant Δerg6. En in  l  c ncl si n   n   le  e  end de   niè e s n    iq e l’ense ble 

des résultats obtenus afin de souligner les avancées scientifiques réalisées au cours de cette 

étude. Elle décrit également les perspectives ouvertes par ce travail. 

  



 

 

 Etude bibliographique  
  

     14  
  

PARTIE 1 : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 

L’ bje  de l  s n  èse bibli      iq e es  de    sen e   n      des c nn iss nces s   les effets 

d’ n stress éthanol sur des cellules biologiques et plus principalement sur la levure 

Saccharomyces cerevisiae. Cette synthèse se divise en quatre chapitres: le premier chapitre est 

dédié à la description des changements des compositions et des structures cellulaires lors de 

 e    b  i ns     n liq es. Le sec nd c   i  e es  c ns c     l’in l ence de l’éthanol sur la 

bio-physique cellulaire. Puis les réponses au stress éthanol chez Saccharomyces cerevisiae 

sont décrites. Enfin, les techniques de mesure de l'état des membranes et de leur fluidité sont 

présentées et discutées dans un dernier chapitre.  

 

CHAPITRE 1 : LA MEMBRANE PLASMIQUE LEVURIENNE 

Les levures sont des micro-organismes eucaryotes, ainsi possèdent-elles les caractéristiques 

structurelles propres à ce type cellulaire et d'autres plus spécifiques aux levures elles-mêmes : 

l      i cell l i e en    e l   e b  ne  l s iq e e      è e l  lev  e des    essi ns    sic -

chimiques du milieu extérieur. Elle est constituée d'une couche externe de mannoprotéines, 

associés à des glucanes et une couche interne de glucanes associés à une petite quantité de 

chitine (Fig. 1). 

 

Figure 1 : Représentation schématique de la paroi et la membrane plasmique de Saccharomyces 

cerevisiae. Un arrangement des composants principaux de la paroi cellulaire (mannoprotéines, β-1,3-

glucane, β-1,6-glucane et chitine) et de la membrane est représenté (Molina et al., 2000). 
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La  membrane cytoplasmique est composée principalement de phospholipides organisés en 

double couche (partie hydrophile à l'extérieur et partie lipophile à l'intérieur). Elle contient 

aussi de nombreux complexes protéiques intrinsèques et extrinsèques dont les rôles sont 

variés, par exemple des enzymes appelées  perméases permettent  les transports de substances 

du milieu extérieur vers le milieu intracellulaire et/ou inversement avec ou non transformation 

du substrat durant le passage. 

Le  noyau contient  l'information génétique du génome chromosomique de la levure.  

Les mitochondries jouent un rôle important dans la respiration aérobie de la levure et la 

production d'ATP (Fig. 2). 

 

Figure 2 : Représentation schématique de la mitochondrie chez la levure. A) Organisation 

structurale  B) Vue en microscopie électronique  d’   ès L dis  et al. (2005). 

 

Les membranes biologiques sont des structures complexes, délimitant les cellules et les 

organites intracellulaires. Leur rôle principal est de permettre des compartimentations. Ainsi, 

la membrane cytoplasmique sépare les milieux intra et extracellulaires et permet le maintien 

de compositions différentes entre le cytosol et le milieu externe. Elle assure également les 

échanges entre les milieux intra et extracellulaires et est le support des enzymes impliquées 

dans la transduction de signal ou la production d’ ne  ie     e e  le.  

Les membranes plasmiques des micro-organismes sont une des principales entités qui 

subissent des dommages pendant les perturbations éthanoliques. La concentration en éthanol, 

le  e  s d’   lic  i n de l   e    b  i n    l  cin  iq e d’   lic  i n des s  ess  n   ne 
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influence primordiale sur la survie des cellules. Cela pourrai  ê  e dû      i  q ’ils 

c ndi i nnen  les   di ic  i ns des  e b  nes. Il s’  i  l  d’ ne des       èses de n   e 

   v il. En in  les     nis es   sis  n s   l’    n l  e  en  en  l ce des s      ies de 

protection de cet organite.  

 

1.1. Structure et fonction de la membrane cellulaire et de la paroi 

La membrane cellulaire (ou membrane plasmique) est une barrière sélectivement perméable 

en  e l  cell le e  s n envi  nne en  e    ie    d’ ne    isse   de 7 5   12 5 n  (Fig. 3). Les 

membranes sont des structures complexes constituées de lipides, de protéines et de sucres 

(Van der Rest et al., 1995). Parmi les lipides membranaires, les phospholipides ont une 

i      nce     ic liè e   isq ’ils     en   ne d  ble c  c e li idiq e   l’  i ine de l  

compartimentati n.  e  e b   iè e bl q e     iq e en      e di   si n d’i ns in    niq es e  

  eine c nsid   ble en  l  di   si n de s l   s     niq es   l i es (s c es   cides   in s…). 

Seuls, quelques solutés très hydrophobes ou de petite taille comme le CO2    l’    nol 

diffusent librement à travers la bicouche. Pour les autres molécules, les échanges de part et 

d’    e de l   e b  ne s n   ss   s     les      ines in     es d ns l  d  ble c  c e 

phospholipidique. Une différence de potentiel électrochimique de part et d’    e de l  

 e b  ne  e  e  le    ns      c i  d’i ns e  de s l   s. L  s   c   e  l b le des  e b  nes 

découlant des propriétés et des interactions de ses constituants est ensuite décrite. 

 

Figure 3 : Représentation schématique d’une membrane biologique d’   ès 

http://www.yellowtang.org/images/key_component_of_bi_c_la_784.jpg 
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La membrane est organisée sous forme de bicouche, majoritairement phospholipidique 

(notamment la phosphatidylcholine). Parmi les autres composants de la membrane, on trouve 

également des glycolipides (lipides portant un groupement glycosylé), des molécules de 

stérols, des protéines, des glycoprotéines (protéines glycosylées). 

La membrane a des propriétés de fluidité et est qualifiée de « mosaïque fluide », ses 

constituants étant en perpétuel mouvement les uns par rapport aux autres (Singer et Nicolson, 

1972 ; Nicolson, 2014). Ce modèle a évolué vers une vision de structure compartimentée avec 

des microdomaines enrichis en certaines protéines, lipides ou stérols. Les liaisons hydrogènes 

entre les groupements polaires et les interactions de type Van der Waals entre les chaînes 

carbonées structurent la bicouche phospholipidique. La fluidité membranaire peut être 

  di i e      n c  n e en  d’envi  nne en        ne   di ic  i n de l  c   osition 

  l c l i e de l   e b  ne (n    e des    s   li ides  s    ls)        l’ j    de   l c les 

interagissant avec la membrane. La fluidité change donc en réponse à des stress 

environnementaux (facteurs physiques ou chimiques) pour maintenir une fluidité optimale 

(Woolf et Roux, 1996 ; Nicolson, 2014). 

 

1.1.1. Lipides membranaires 

Les phospholipides, les sphingolipides et les stérols composent principalement la membrane. 

Leur concentration approche les 5.10
6
 molécules de lipides par µm

2
 de bicouche lipidique. 

Les lipides constituent 25 à 50% du poids des membranes. Chez Saccharomyces cerevisiae, 

environ 60% des acides gras totaux sont les acides gras mono-insaturés palmitoléique (C16:1) 

(32,3%) et oléique (C18:1) (28%). La membrane contient également des proportions 

i      n es d’ cides    s s     s   l i iq e ( 16:0) (12 8%) e  s    iq e ( 18:0) (8%) (V n 

der Rest et al., 1995). Le contenu de stérols dans les membranes plasmiques est une question 

controversée (Van der Rest et al., 1995). Bottema et al. (1983) ont signalé une proportion 

molaire entre stérols et phospholipides de 0,365, tandis que Patton et Lester (1991) et Van der 

Rest et al. (1995) ont un rapport de 0,94. La valeur de 0,81 a été obtenue par Rodriguez et al. 

(1985). Ces résultats discordants sont probablement dus aux conditions de croissance de la 

levure. 
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1.1.1.1. Les phospholipides  

Les phospholipides sont constitués de deux acides gras rattachés à un glycérol, d'un 

groupement phosphate et d'une tête polaire, variant d'un phospholipide à l'autre. Le 

groupement phosphate étant chargé négativement, le groupement de tête est souvent positif, 

rendant la molécule globalement neutre. Néanmoins, ce n'est pas le cas de tous, comme pour 

la phosphatidylsérine. 

Les acides gras hydrophobes et le groupement de tête polaire hydrophile donnent à la 

molécule un caractère amphiphile, c'est-à-dire à la fois hydrophobe et hydrophile. Les 

phospholipides s'organisent sous forme de bicouche, les têtes hydrophiles se tournant vers le 

milieu extracellulaire ou du côté du cytosol, tandis que les queues hydrophobes sont 

regroupées à l'intérieur. 

Les têtes hydrophiles se rapprochent par liaisons hydrogène tandis que les acides gras 

hydrophobes s'attirent par interactions de Van der Waals, formant une structure sphérique qui 

donnera la forme définitive à la cellule. Les acides gras sont notamment responsables de la 

solidité de la membrane,  tout en assurant un certain degré de souplesse. 

En  ilie   q e    les    s   li ides s’    nisen  de  elle s   e q e les c  înes d’acide gras 

 ini isen  le   c n  c   vec l’e   e     i isen  en  e les c  înes les in e  c i ns 

hydrophobes. Les têtes polaires des phopholipides sont en interaction électrostatique avec 

l’e  . Les c  înes d’ cides    s s’  ien en  d nc ve s l’in   ie    en vis-à-vis, alors que les 

têtes polaires tapissent les deux faces extérieures. La bicouche est ainsi formée, son épaisseur 

est bi-  l c l i e (4   6 n n  è  es) e  elle s’    nise   n   le en  s  n  n  en       

former une vésicule close. Cette tendance à l’    nis  i n des    s   li ides es    l’  i ine 

de la fabrication des liposomes (Fig. 4) (Huang et al., 1964). 
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Figure 4 : Représentation schématique d’une coupe transversale de liposome   

(diamètre du liposome  ≈ 20 nm) 

 

Les lipides sont des triesters de glycérol (sn-glycérol-3-phosphate) dont la fonction alcool du 

c  b ne 1 es  es   i i e     l’ cide    s    iq e (c ns i   n  l   ê e   l i e   d    ile)   ndis 

que les fonctions alcool des deux autres carbones sont estérifiées par des acides gras 

(constituant la partie hydrophobe) (Fig. 5).  

 

Figure 5 : Structure et composition d’un phospholipide. 

(A) schématisation des différentes parties composant le phospholipide avec sa formule chimique, 

(B)modèle compact et (C) représentation symbolique, (D) radical d’un phospholipide. 
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La composition globale en phospholipides de la membrane plasmique apparaît dans le tableau 

1. Les phospholipides membranaires sont répartis de manière asymétrique dans les deux 

monocouches de la membrane plasmique. La monocouche interne est enrichie en 

phosphatidyléthanolamine, phosphatidylsérine et phosphatidylinositol alors que la 

monocouche externe est riche en phosphatidylcholine et sphingolipides (Van der Rest et al., 

1995). Les c  înes d’ cides    s   n -insaturés des phospholipides 

membranaires   e   sen en    elles se les envi  n 60% de l’ense ble des c  înes (V n de  

Rest et al., 1995). 

Tableau 1 : Composition en phospholipides de la levure Saccharomyces cerevisiae 

d’   ès Zinse  et al., 1991. 

Lipides Phospholipides (%) 

Phosphatidylcholine 16,8 

Phosphatidyléthanolamine 17,7 

Phosphatidylinositol 17,7 

Phosphatidylsérine 33,6 

Cardiolipide 0,2 

Acide phosphatidique 3,9 

Autres 6,9 

 

Les principaux phospholipides présents dans les membranes de S. cerevisiae comprennent la 

phosphatidylcholine (PC), la phosphatidyléthanolamine (PE), le phosphatidylinositol (PI) et la 

phosphatidylsérine (PS). Les membranes mitochondriales contiennent également le 

phosphatidylglycérol (PG) et la cardiolipide (CL). PC est le produit final de la synthèse des 

phospholipides et est majoritaire dans  la membrane de S. cerevisiae (Zinser et al., 1991 ; 

Carman et Henry, 1999 ; Carman et Han, 2011). 

 

1.1.1.2. Les sphingolipides  

Les sphingolipides sont des éléments structurant de la membrane et sont des molécules de 

signalisation importantes. La biosynthèse de sphingolipides montre un cloisonnement 
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conservé dans les cellules eucaryotes. Leur synthèse commence dans le réticulum 

endoplasmique et est terminée dans l'appareil de Golgi (Riezman, 2006). Ce sont les lipides 

d n  l’ cide    s es  li     ne b se  z   e   l n  e c  îne (18-20 carbones) par une liaison 

  ide. Ils  e ven   e   sen e  j sq ’  30% des    s   li ides        e  7% de l    sse de la 

membrane plasmique. Ils sont présents en plus faible quantité dans les mitochondries (Patton 

et Lester, 1991).  

 

Figure 6 : Représentation schématique des sphingolipides (Mouritsen, 2005) 

 

Les sphingolipides (Fig. 6) ont une base lipidique commune, appelée céramide, constituée 

d’ ne l n  e c  îne   in -alcool (2-amino-1,3-dihydroxy-octadec-4-ène ou sphingosine) 

connectée à un acide gras par une liaison amide. Associés à des stérols, les sphingolipides 

joueraient un rôle de médiateurs dans la transduction du signal et le bon adressage à la 

membrane plasmique de certaines protéines (par exemple : Gas1p, Pma1p, Nce2p) (Dickson 

et al., 2006). Comme pour les phospholipides, les sphingolipides constituent une famille très 

nombreuse en raison de la diversité des groupements polaires. 
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Les sphingolipides sont des constituants ubiquitaires des membranes plasmiques eucaryotes. 

Chez la levure S. cerevisiae, le ratio sphingolipides/phospholipides est de 0,42 (Schneiter et 

al., 1999) et 90% des sphingolipides sont localisés au niveau de la membrane plasmique 

(P    n  nd Les e   1991). L’  ilis  i n d’ ne s  c e     n e de lev  es d  icien e      l  

synthèse de sphingolipides a montré que ces lipides sont essentiels à la croissance et à la 

viabilité de la levure S. cerevisiae (Wells et Lester, 1983). 

 

1.1.1.3. Les stérols 

Les stérols, aussi appelés les alcools stéroïdes, sont un sous-groupe des stéroïdes. Ce sont des 

constituants essentiels des membranes biologiques. Ils représentent en général entre 0,1 et 1% 

du poids sec cellulaire (Rattray et al., 1975). Ils sont naturellement présents dans les cellules 

végétales, animales et fongiques et constituent une classe importante de lipides, assurant 

plusieurs fonctions essentielles allant de la transduction de signaux à la lipidation des 

protéines. Les stérols libres ont probablement un rôle structural au sein des membranes, et en 

modifient ainsi considérablement les propriétés. Ils influenceraient ainsi la fluidité et la 

perméabilité de la membrane, et par la même occasion l’ c ivi   des enz  es  e b  n i es. 

Les stérols vont condenser les phospholipides et donc diminuer la fluidité de la membrane 

(Bottema et al., 1985 ; Zinser et al., 1993). 

Les stérols diffèrent des autres classes de lipides membranaires par leur structure 

hydrocarbonée. Ils possèdent un noyau de stérane dont le carbone 3 est porteur d’ n 

groupement hydroxyle (Fig. 7A). 

 

 

Figure 7 : (A) Formule chimique des différents stérols. (B) Insertion des stérols dans une 

bicouche lipidique. D’   ès (http://www.uic.edu/classes/bios/bios100/lectf03am/cholesterol.jpg). 

A       B 
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Ces molécules sont beaucoup plus compactes et apolaires que les deux classes de lipides 

décrites précédemment. Les cycles constituant leur squelette leur confèrent une structure 

plane et rigide et la seule partie polaire de ces molécules est le groupement hydroxyle. Les 

s    ls s’insè en  d ns l  bic  c e li idiq e en    sen  n  ce      e en  ve s l’interface 

lipide-eau (Fig. 7B). 

Les stérols sont synthétisés et maturés dans le réticulum endoplasmisque par une cascade de 

réactions enzymatiques couplées. (Fig. 8) 

 

Figure 8 : Voie de synthèse des stérols dans les plantes, les animaux et les champignons (d’   ès 

Dupont et al., 2012). 

 

La structure précise et la concentration des stérols dans les membranes eucaryotes affectent 

les fonctions membranaires associées, y compris la formation de vésicules et le triage des 

     ines  l    si n  e b  n i e        iq e  l’ c ivi   des enz  es  e b  n i es 

in     es  l’       i n l     le en  e      ines e  li ides e  la perméabilité aux ions de la 

barrière membranaire (Jacquier et Schneiter, 2012). Pour les trois règnes, une voie précoce et 

commune permet la synthèse du squalène epoxyde. Le cycloarténol est produit dans les 

plantes tandis que le squalène époxyde donne le lanostérol chez les cellules animales et 

fongiques. Les produits finaux des voies métaboliques sont le sitostérol, le cholestérol et 
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l’e   s    l      les  l n es  les cell les  ni  les e  les cell les   n iq es   es ec ive en  

(Dupont et al., 2012). Les organismes eucaryotes peuvent synthétiser  des stérols, alors que 

les b c   ies e  les  l  es n’en s n    isen    s e  n’en  n    s bes in      le   c  iss nce. 

L’e   s    l es    n   le en  c nsid    c   e le   inci  l s    l c ez les c    i n ns. 

L’e  ostérol présent à plus de 90% est le principal stérol libre chez la levure (Rattray et al., 

1975). Les levures et autres champignons utilisés dans les fermentations industrielles 

 e  e  en  de    d i e  is  en  de l’e   s    l    ilis  c   e    -vitamine D ou précurseur 

de la synthèse de stéroïdes cliniquement importants (Hendrix, 1970). 

 

Rôle des stérols dans le polymorphisme lipidique 

La conformation des lipides et la fluidité de la bicouche sont influencées par la présence de 

stérols dans la membrane (Parasassi et al., 1994a; Parasassi et al., 1994b). Par exemple, le 

cholestérol est un constituant majeur des membranes des cellules animales. En raison de sa 

n    e c i iq e  il se l c lise d ns l  bic  c e li idiq e    nive   des c  înes d’ cides    s. 

Grâce à sa position, il agit comme un tampon et minimise les variations de fluidité 

membranaire induites par des modifications des paramètres environnementaux dans les 

membranes modèles. Il augmente la fluidité des phases gel et diminue celle des phases 

liquides cristallines (Fig. 9) (Arora et al., 2004). 

 

 

Figure 9 : Structures des bicouches lipidiques rencontrées dans les membranes biologiques. Dans 

certaines conditions (basses températures, faible hydratation) les phospholipides peuvent adopter une 

phase gel. La présence de cholestérol (formes hachurées) ordonne la phase liquide ou fluidifie la phase 

gel pour donner une phase liquide ordonnée (d’   ès M n   (2003)). 

  

      Phase gel Lβ Phase liquide désordonnées Lα   Phase liquide ordonnée Lo 
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Donc, le ratio phospholipides/cholestérol est un des facteurs majeurs qui contrôle la fluidité 

membranaire des membranes biologiques. Dans les membranes modèles de composition 

  l i le  l  sq ’il es     sen     ne c ncen    i n s   is n e (24-30 mol%), il a la capacité 

d’ind i e l        i n de d   ines d ns lesq els l  c n      i n des li ides est qualifiée de 

liquide ordonnée Lo (Fig.  9) (Feigenson et Buboltz, 2001 ; Dietrich et al., 2001 ; Loura et al., 

2001). L        i n de li is ns   ibles en  e li ides       i  ê  e   l’  i ine de l  c ns i   i n 

de ces domaines. En effet, les stérols sont des molécules majoritairement apolaires qui 

n cessi en  d’ê  e  ec  ve  es     les  ê es   l i es des    s   li ides       ini ise  le  s 

c n  c s  vec l’e  . A  ne c ncen    i n    c e de l  c ncen    i n li i e de s l bili   d ns 

la bicouche phospholipidique, les molécules de stérols se regroupent à intervalles réguliers 

dans la bicouche (Parker et al., 2004).   ez de n  b e ses cell les e c     es  l’e is ence de 

zones enrichies en stérols dans la membrane plasmique est très probable (Baumann et al., 

2005 ; Klima et Foissner, 2008). Ces zones, dont les dimensions varient de quelques dizaines 

à quelques centaines de nanomètres auraient la particularité de dériver latéralement dans le 

continuum membranaire, constituant ainsi la base structurale de « radeaux » lipidiques (Klima 

et Foissner, 2008). Les fonctions de ces domaines membranaires riches en stérols ne sont pas 

encore élucidées. 

 

Les stérols levuriens 

Les  ene  s en s    ls de l  lev  e v n  d  end e de l  dis  nibili   de l’    ène  des 

conditions de culture dont la température, du milieu de culture et bien sûr de la souche utilisée 

(P  ks  1995). Le   inci  l   c e   in l enç n  l  c    si i n en s    ls es  l’     i n. 

L’e   s    l n’es    s s n    is  en  n    bi se  l     sence d’e   s    l d ns le milieu est 

d nc essen ielle       ss  e   ne c  iss nce. En e  e   l’    ène in e vien     nive   de : 

- la régulation de la transcription des enzymes intervenant dans la conversion du 3-hydroxy-

3methyl-glutaryl CoA en acide mévalonique ; 

- la cyclisation du squalène en lanostérol ; 

- la déméthylation et désaturation du lanostérol en ergostérol (Aries et Kirsop, 1977 ; Aries et 

Kirsop, 1978). 
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S. cerevisiae    d i  s n   inci  l s    l  l’e   s    l  d’ ne   niè e d  end n e de 

l’    ène    inci  le en  dans le reticulum endoplasmique (ER). En conditions aérobies, la 

lev  e ne  e     s i     e  de s    ls e  e nes      ins q ’elle s i      e se de      i ns 

d ns l  s n  èse de l’ è e    d ns le c n  ôle    nsc i  i nnel de l  s n  èse de l’e   s    l 

(So z  e  Pic le   2007). L  sq e l’    ène es  li i  n       l  s n  èse de l’e   s    l  l  

levure utilise des stérols exogènes. Chez la levure, comme chez les eucaryotes supérieurs, les 

stérols libres sont enrichis le long de la voie de sécretion et sont les plus abondants dans la 

membrane plasmique. Les stérols synthétisés en excès peuvent être acylés et stockés sous 

    e d’es e s de s    ïde en     ic les li idiq es  d’   ils  e ven  ê  e   bilis s  si 

nécessaire, pour la formation de la membrane (Souza et Pichler, 2007). 

 

Voie de biosynthèse des stérols chez la levure S. cerevisiae 

L  v ie de bi s n  èse de l’e   s    l  e   ê  e divis e en de      ndes     ies: l    e iè e 

es  l  s n  èse d  sq  lène       i  de l’ c   l-CoA et la seconde est la conversion du 

squalène en ergostérol (Fig. 10). L    e iè e     ie de l  bi s n  èse de l’e   s    l 

c   ence       i  de l  c ndens  i n de   l c les d’ c   l-CoA pour donner du mévalonate 

(voie du mévalonate). Le squalène est formé par le couplage de deux Farnésyl Pyro-

P  s    e (FPP)       i  d q el s’en   e l’    e de       i n de l’e   s    l (S  z  e  

Pichler, 2007). L  s de l’   d  i n d  sq  lène  des s    ls    n  des c   c   is iq es 

s   c   elles s n       s s i e    n ce   in n  b e d’ v ne en s de c clisation. Dans la 

 l      des s  c es    di es  l’ense ble des    c i ns i  liq  es d ns l  v ie de bi s n  èse 

des stérols est essentiel. Toutes mutations ou déletions des gènes impliqués dans cette voie 

sont létales pour la levure (Souza et Pichler, 2007). 
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Figure 10 : Voie de biosynthèse des stérols chez la levure S. cerevisiae (Souza et Pichler, 2007) 

(A) Formation du squalène à partir de l'acétyl-CoA. Les gènes codant pour les enzymes sont 

indiqués en italique. 

(B) Synthèse de l'ergostérol à partir du squalène. Les gènes codant pour les enzymes respectives 

sont indiqués en italique. Les gènes essentiels sont en caractères gras. *ERG24 est essentiel 

dans certaines conditions de croissance. 

1.1.2. Les protéines membranaires 

En plus des lipides, la membrane plasmique est constituée de protéines. Les protéines 

membranaires peuvent être très abondantes au niveau de certaines membranes. Les protéines 

membranaires jouent des rôles essentiels et assurent des fonctions spécifiques au niveau des 

membranes biologiques. Un de leurs rôles principaux est le passage de molécules au travers 

des membranes. En plus de leur rôle fonctionnel, les protéines membranaires ont également 

un rôle structural. Elles ont une influence importante sur la fluidité des membranes 

(D'Antuono et al., 2000). 

 

A 

B 
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Les protéines membranaires se classent en deux grandes catégories : les protéines intrinsèques 

(intégrales ou transmembranaires) et les protéines extrinsèques (ou périphériques) (Fig. 11). 

Les protéines intrinsèques sont associées à la membrane de manière plus étroite par un 

ense ble d’in e  c i ns   d     bes  vec les     ies    l i es des li ides. Les      ines 

intrinsèques traversent la membrane de part et d'autre. Leurs séquences hydrophobes leur 

permettent d'être dissoutes au cœur de la bicouche. La partie de la protéine qui traverse la 

 e b  ne   le  l s s  ven   ne c n      i n α-hélicoïdale. Dans certains cas, les masses 

     iq es    le  en  en de   s de l   e b  ne s i  d’ n cô    s i  des de x (protéines 

transmembranaires); d ns d’    es c s  l  q  si-totalité de la protéine est localisée dans la 

bicouche lipidique (Cascio, 2005). Ce sont des protéines transmembranaires dont la chaîne est 

accessible des deux côtés de la membrane. Leur disposition dans la membrane leur permet de 

participer à des transformations et des réactions qui s'effectuent de part et d'autre de la 

membrane. Ce sont ces protéines qui permettent le transport de matière, le couplage 

énergétique et le transfert d'informations. Elles peuvent également servir de liens structuraux 

entre le cytosquelette de la cellule et la matrice extracellulaire ou de récepteurs recevant et 

c nve  iss n  des si n    c i iq es q i    viennen  de l’envi  nne en  de l  cell le (Albe  s 

et al., 2012). 

 

  Figure 11 : Types de protéines membranaires 

(http://ressources.unisciel.fr/biocell/chap1/res/img139-2_1.jpg) 

Les protéines extrinsèques ne sont associées à la membrane que de manière relativement 

faible par des interactions électrostatiques avec les parties polaires des lipides ou les parties 

polaires des protéines intrinsèques qui émergent hors de la membrane. Les protéines 

http://ressources.unisciel.fr/biocell/chap1/res/img139-2_1.jpg
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périphériques, ou extrinsèques, sont quant à elles associées à la membrane par des interactions 

électrostatiques faibles (hydrogène ou Van der Waals). Elles sont donc en contact avec le 

milieu aqueux et possèdent des caractéristiques structurales semblables à celle des protéines 

globulaires solubles. Elles peuvent être également associées aux têtes polaires des 

phospholipides ou aux protéines intrinsèques sur l'une ou l'autre face de la membrane. Leur 

localisation leur permet de participer à des réactions qui s'effectuent à l'interface entre la 

membrane et le compartiment aqueux. Des protéines peuvent être également localisées à 

l'extérieur de la bicouche mais ancrées dans la membrane par liaison covalente à une molécule 

de glycophosphatidylinositol (GPI) (Alberts et al., 2012). 

Les protéines extrinsèques et intrinsèques, par leurs interactions avec les parties apolaires ou 

polaires des lipides membranaires, peuvent influencer le polymorphisme lipidique. Selon leur 

nature chimique et leur structure, les protéines membranaires ont une influence majeure sur la 

fluidité membranaire (D'Antuono et al., 2000) et en fonction de leur nature, elles peuvent 

faire augmenter, diminuer la température de transition de phase ou encore faire disparaître ce 

phénomène (Tomczak et al., 2003).  

De  ê e  l’envi  nne en  li idiq e in l ence l’ c ivi   des protéines membranaires. Par 

exemple, la fluidité membranaire a une influence directe sur la conformation du site actif de 

ce   ines enz  es  e b  n i es  ce q i   s l e en  ne   di ic  i n de l’ ne  ie d’ c iv  i n 

de ces enzymes lorsque la membrane est plus fluide (McMurchie et Raison, 1979 ; Pomeroy 

et Raison, 1981). 

 

Les protéines membranaires de Saccharomyces cerevisiae 

Les li ides  e b  n i es de l  lev  e j  en   n  ôle i      n  d ns l’ c ivi   des      ines 

membranaires. Par exemple, la délipidati n de l’A P se  e b  n i e en   îne s n 

inactivation (Dufour et Goffeau, 1980) et cette enzyme a besoin de lipides dont la partie 

polaire est chargée négativement et dont les chaînes hydrophobes sont insaturées pour 

fonctionner de manière optimale (Serrano, 1991). Le nombre de protéines différentes au 

niveau de la membrane plasmique de S. cerevisiae est estimé à environ 150. La majeure partie 

de ces protéines correspond à des protéines de transport. (Rank et Robertson, 1983). En effet, 

la membrane plasmique d’ ne cell le c n ien  10
5
 à 10

6
 protéines de transport. Les protéines 
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membranaires sont impliquées dans la synthèse de la paroi, la transduction de signal ou font 

partie du cytosquelette de la levure (Fig. 12) (Van der Rest et al., 1995). 

 

Figure 12 : Les classes de protéines membranaires présentes dans la membrane plasmique de S. 

cerevisiae 

 

1.1.3.  La paroi de la levure 

Une des     ic l  i  s de l’envel   e de l  lev  e S. cerevisiae est que la membrane 

 l s iq e es  en     e d’ ne     i  l s iq e  vec laquelle elle possède de nombreux points 

d’ nc   e. L      i   in ien  l  s   c   e e  l   i idi   de l  cell le. 

La paroi est constituée de deux couches distinctes visibles en microscopie électronique. La 

c  c e in e ne    ne    isse   d’envi  n 200 n  e  es  essen ielle en  c ns i   e de β-

glucanes et de chitine. Elle confère ses propriétés mécaniques à la paroi. La couche externe 

est constituée de mannoprotéines hautement glycosylées qui émanent à la surface de la cellule 

et sont impliquées entre autres dans la fonction de reconnaissance entre cellules. Elle limite 

   le en  l’ ccessibili   de l  c  c e in e ne   des enz  es    sen es d ns le  ilie  

extracellulaire (Klis et al., 2002). La structure de la paroi est présentée Figure 13. 
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Figure 13 : (A) Structure et relations entre les différents constituants de la paroi de la levure 

Saccharomyces cerevisiae. Les mannoprotéines (bleu foncé) sont associées à des oligosaccharides 

(j  ne) e  s n   eli es     l’in e   di i e de β-1,6 glucanes (rouge)      se   de β-1,3 glucanes (vert) 

et de chitine (bleu clair). (B) Association des constituants de la paroi pour former un réseau 

tridimensionnel et positionnement par rapport à la membrane plasmique (Lipke et Ovalle, 1998). 

 

Au pH physiologique, la surface externe de la paroi est chargée négativement et est très 

hydrophile. La paroi étant élastique, elle  permet à des cellules transférées dans un milieu 

hyperosmotique de se contracter rapidement. Son élasticité lui est conférée par le réseau 

  idi ensi nnel de β-1,3-glucanes (Lipke et Ovalle, 1998). Donc la membrane plasmique et la 

    i  es en  s lid i es l  s d’ ne  elle c n   c i n (Sl nin v  et al., 2000). La construction de 

l      i es   n    cess s   ès     l .  ’es  d nc  ne s   c   e d n  iq e q i s’ d   e 

c n in elle en    s n envi  nne en . L  c    si i n e  l’    nis  i n s   c    le de l      i 

peuvent varier de manière importante en réponse   des   di ic  i ns de l’envi  nne en  

(v  i  i ns d      de l   e        e  de l  c ncen    i n en n   i en s…).  e end n   les 

modes de régulation sont encore très peu connus (Klis et al., 2002). 

 

1.2. Effet de la structure des lipides sur les propriétés membranaires 

1.2.1. Asymétrie de la bicouche lipidique 

En 1972,  la membrane plasmique a été décrite selon le modèle de la "mosaïque fluide" par 

Singer et Nicholson (Singer et Nicolson, 1972). Il convient cependant de noter que ce modèle, 

basé sur une structure homogène des phases lipidiques apparaît aujourd'hui comme trop 
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si  li i . Un    nd n  b e d’   des    lis es de  is  n    n    q e les  e b  nes 

biologiques présentent une structure beaucoup plus complexe et hétérogène (Nicolson, 2014). 

Les membranes cellulaires sont en général asymétriques : leur face interne, à l'intérieur de la 

cellule ou de l'organite, est très différente de leur face externe. Les deux moitiés de la 

bicouche contiennent souvent des sélections très différentes de phospholipides et de 

glycolipides. De plus, les protéines sont incluses dans la bicouche avec une orientation 

particulière, essentielle pour leur fonction. Les protéines intrinsèques ne sont pas symétriques 

et les protéines extrinsèques sont différentes des deux côtés de la membrane. De même, les 

lipides polaires ne sont pas répartis de manière équivalente sur les deux couches de la 

membrane et on parle de l'asymétrie de distribution des lipides. Cette asymétrie des lipides 

s’   bli  dès le   s n  èse. Le   c nis e de  lip-flop (diffusion transversale des lipides) est 

un processus trop lent pour pouvoir expliquer cette distribution asymétrique et d'autres 

mécanismes interviennent. Le mieux caractérisé est le transport spécifique des 

aminophospholipides (phosphatidyléthanolamine et phosphatidylsérine) de la monocouche 

externe vers la monocouche interne par une protéine, l'aminophospholipide-translocase 

(Seigneuret et al., 1984). 

 

1.2.2. Fluidité membranaire 

L   l idi   d’ ne  e b  ne se d  ini  c   e l    cili    vec l q elle les constituants se 

déplacent au sein de celle-ci. La fluidité membranaire est directement impactée par la nature 

de ces c ns i   n s   insi q e     ce   ins   c e  s e   insèq es. S  s l’e  e  de l’    n l  l  

bicouche lipidique subit une transition de    se   is n        î  e des z nes d’in e di i   i n 

des deux feuillets, réduisant significativement son épaisseur. Ce phénomène induit une 

augmentation de la fluidité membranaire de la levure (Alexandre et al. 1994; Le Marois, 

2013). 
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1.2.2.1. Propriétés de fluidité membranaire  

A l   e        e    si l  iq e  l  s   c   e de l   e b  ne bi l  iq e n’es  ni liq ide ni 

solide. Cet état particulier de la matière est appelé cristal liquide (Beney et Gervais, 2001) : 

«c is  l» c   l’ di ice es      e en  organisé et «liquide» car il confère à la membrane sa 

fluidité. La bicouche lipidique constitue à la fois une structure suffisamment solide pour 

  in eni  l’in    i   cell l i e   is   ssi  ssez  l ide       e  e   e les    ve en s des 

protéines transmembr n i es e   e b  n i es e  d’    es   l c les. Les di    en s  l  en s 

de la membrane bougent les uns par rapport aux autres. La cohésion de la bicouche est assurée 

    de      es d’in e  c i ns : 

- les liaisons hydrogènes : entre les parties polaires, soit directement entre les phospholipides, 

s i      l’in e   di i e de   l c les d’e   ; 

- les interactions de type Van der Walls entre les chaînes carbonées. 

L’envi  nne en   q e     l’in   ie   e    l’e    ie   de l  cell le e  êc e les li ides de l  

membrane de s’ c    e  de l  bic  c e    is  ien n’e  êc e ces   l c les de se d  l ce  e  

d’ c  n e  le    l ce en  e elles  d ns le  l n de l  bic  c e. L   e b  ne se c      e d nc 

c   e  n  l ide bidi ensi nnel  d’ ne i      nce   i   di le      l    nc i n 

membranaire. Cette propriété est différente de la flexibilité qui est la capacité de la membrane 

à se courber (Maillet, 2006). 

La fluidité des bicouches lipidiques peut être étudiée en utilisant des bicouches lipidiques 

synthétiques qui sont facilement produites par l’ sse bl  e s  n  n  en bic  c e des 

molécules de lipides amphiphiles d ns l’e  .  es bic  c es    i icielles si  les  e  e  en  

les mesures délicates des mouvements des molécules de lipides, montrant que certains de ces 

mouvements sont rares al  s q e d’    es s n     q en s e     ides (Alberts et al., 2012).  

Elle permet aux protéines membranaires de diffuser rapidement dans le plan de la bicouche et 

d’in e   i  les  nes  vec les     es  ce q i es  c  i  l d ns l  si n lis  i n cell l i e      

exemple. Elle permet aux lipides membranaires et aux protéines de diffuser des sites où ils 

s n  ins   s    ès le   s n  èse ve s d’    es. Elle  e  e     le en  d’ ss  e  q e les 

molécules membranaires sont réparties de manière égale entre les cellules filles lors de la 

division cellulaire (Maillet, 2006).  
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Les interactions qui stabilisent le cœur de la membrane concernent les parties apolaires des 

c ns i   n s  e b  n i es  il s’  i  de li is ns  lec   s   iq es de    e V n der Walls, qui 

sont beaucoup moins fortes que les liaisons qui unissent les têtes polaires. Elles varient 

    e en   vec l  dis  nce en  e les   l c les (l     ce de l’in e  c i n es  inve se en  

proportionnelle à la distance puissance douze). 

Les principaux facteurs agissant sur ces interactions sont : 

- la présence de chaînes insaturées car la présence de doubles liaisons principalement de 

c n i     i n cis        e  e  d’ c   e  les c  înes   d  c  b n es e  d nc de di in e  les 

interactions de Van der Walls. 

- la présence de stérols qui s’in e c len  d ns l   embrane et ont tendance à en diminuer la 

fluidité. La configuration plane et volumineuse du noyau stéroïde et sa rigidité tend à 

compresser les chaînes aliphatiques des lipides environnants ce qui augmente la force des 

liaisons entre ces chaînes (Bottema et al.  1985).  e  e  e  se    e c  e j sq ’   c  b ne  8 

des phospholipides. Au-delà de ce carbone, la courte chaîne aliphatique des stérols va avoir 

tendance à augmenter la fluidité entre les chaînes des phospholipides adjacentes. Cet effet est 

 l s i      n  l  sq e l  c  îne d  s    l es  ins     e (c   e c’es  le c s c ez l’e   s    l 

qui est le principal composant stéroïde de la membrane de S. cerevisiae ou le stigmastérol) en 

comparaison avec une  chaîne  linéaire (comme chez le cholestérol ou le campestérol). La 

   sence d’e   s    l   d nc  endance à rigidifier la membrane. 

- les lipides à longue chaîne diminuent la fluidité de la membrane. En effet, plus la chaîne 

aliphatique des phospholipides est longue, plus les interactions de Van der Walls sont 

importantes et rigidifient la membrane. 

 

1.2.2.2. Mouvement des phospholipides 

Les lipides de membranes sont animés de mouvements divers, plus ou moins importants et 

rapides en relation avec la fluidité des couches huileuses d'acides gras. On peut ainsi observer 

des mouvements de balancier des chaînes hydrocarbonées et de rotation ou de translation des 

têtes (Fig. 14). Ces mouvements sont importants, surtout dans la mesure où ils facilitent les 

insertions et donc, le renouvellement ainsi que les mouvements de diffusion latérale des 

protéines dans les membranes (Vernier, 2006).  
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La viscosité, propriété inverse de la fluidité, représente la résistance au déplacement. La 

visc si      enne d’ ne  e b  ne es  100   is  l s élevée que celle de l’e      e. 

 e end n   les  e b  nes s n  des  ilie    nis     es e  l    sis  nce        ve en s n’es  

pas identique dans toutes les directions et à tous points de la membrane. Les différents 

mouvements locaux qui procurent aux bicouches lipidiques leur fluidité sont illustrés sur la 

Figure 14 (Lodish et al., 2005 ; Vernier, 2006). 

 

Figure 14 : Mouvement possibles d’un phospholipide de membrane 

(A) (Vernier, 2006) : 1- rotation de la molécule sur elle-même, 2- translation, 3- mouvements des 

chaînes acyles et 4- flip-flop ; (B) http://www.espacesciences.com/BioMb/topo/ndev/cours.htm 

 

Les lipides se déplacent perpétuellement dans le plan de la membrane et tournent sur leur axe. 

Les c  înes   d  c  b n es s n    ssi  ni  es d’ n    ve en  de b l ncie .    s les 

mouvements de translation et de rotation sont très rapides (temps de corrélation ~10
-10

-10
-11

s). 

La diffusion transversale des lipides (ou flip-flop) est beaucoup plus lente que la diffusion 

l     le. Les li ides  e ven    sse  d’ ne bic  c e   l’    e. Le   ss  e      ve s l  

membrane est fortement dépendant de la taille et de la charge de la tête polaire qui doit 

   ve se  le cœ     d     be de l  bic  c e (B i e  P   n , 1997). 

 

1.2.3. Perméabilité 

Les membranes cellulaires permettent le maintien du contenu cellulaire dans un espace 

structuré et confiné, tout en permettant les échanges moléculaires avec le milieu, nécessaires à 

l’ c ivi       b liq e.  e   ines   l c les franchissent la membrane par le simple fait du 

différentiel de concentration : il s’  i  de l  di   si n   ssive. L  sq e les   l c les    nsi en  

sel n ce   c nis e     des s   c   es      iq es  il s’  i  de di   si n   cili  e. En in  les 

  A        B 

http://www.espacesciences.com/BioMb/topo/ndev/cours.htm
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cellules retiennent certains solutés et maintiennent des différentiels de concentration 

transmembranaires par le transport actif ou la perméabilité active.  

Les membranes ont donc une perméabilité sélective vis-à-vis des différentes molécules, ce qui 

fait que la cellule peut ajuster et maintenir sa composition interne. Seules quelques petites 

espèces moléculaires peuvent diffuser librement à travers les bicouches phospholipidiques. 

Certaines molécules non polaires, comme O2 et CO2, sont solubles dans la bicouche lipidique 

e    ssen     ide en  d’ ne   ce   l’    e de l   e b  ne.  e   ines   l c les   l i es n n 

chargées, si elles sont de petites tailles, comme H2O, diffusent également à travers la 

membrane. Les molécules chargées, notamment les ions, ne traversent jamais une membrane, 

quelle que soit leur taille, puisque même les ions H
+
 ne franchissent pas la bicouche lipidique 

par diffusion. La membrane est donc une barrière très efficace. Mais elle peut facilement être 

franchie par des molécules plus hydrophobes telles que les alcools. Les propriétés de 

perméabilité d'une double couche lipidique artificielle sans protéines sont indiquées ci-

dessous (Fig. 15). 

 

Figure 15 : Perméabilité d'une double couche lipidique synthétique 

(http://www.ulysse.u-bordeaux.fr/atelier/ikramer/biocell_diffusion/gbb.cel.fa.101.b3/index.htm) 

 

Si les ions et la plupart des molécules polaires ne diffusent pas à travers une bicouche 

li idiq e  b n n  b e d’en  e e   s n  c   bles de    ve se  les  e b  nes    ce   des 

transporteurs, protéines intrinsèques particulières. Ceux-ci fixent la sélectivité de chaque type  

de  e b  ne e  j  en   n  ôle cl  d ns le   nc i nne en  d’ ne  e b  ne. Ces transporteurs 

se composent de plusieurs régions transmembranaires, formant un tunnel au sein de la 

bicouche lipidique, permettant aux molécules polaires ou chargées de franchir la membrane 

http://www.ulysse.u-bordeaux.fr/atelier/ikramer/biocell_diffusion/gbb.cel.fa.101.b3/index.htm
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s ns en  e     c n  c  des c  înes d’ cides    s   d     bes des phospholipides 

membranaires. 

Il existe deux grandes classes de transporteurs membranaires. La première est celle des 

conducteurs protéiques ou conductines. Les conductines à ions, par exemple, sont perméables 

aux ions minéraux comme Na
+
, K

+
 ; Ca

2+
 et Cl

-
. Une fois ouverts, ces conducteurs protéiques 

forment de petits pores que les ions de taille appropriée traversent par diffusion. Ces pores 

s’  v en  e  se  e  en  s lec ive en   en     nse   des si n    e    cell l i es  de s   e q e 

la cellule peut ajuster le déplacement des ions à travers sa membrane (Cooper, 1999). 

La deuxième classe de transporteurs comprend les perméases protéiques, qui fixent 

sélectivement et transportent des molécules. Au lieu de former des pores ouverts, ces 

protéines agissent à l    ç n d’enz  es        cili e  le   ss  e des   l c les      ve s l  

membrane. En fait, elles capturent un type de molécules particulier, puis changent de 

c n      i n        n  e   n    e     leq el l    l c le es  d c     e s   l’    e   ce de l  

membrane (Cooper, 1999).  
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CHAPITRE 2 : EFFET DE L’ETHANOL SUR LA MEMBRANE 

PLASMIQUE DE SACCHAROMYCES CEREVISIAE 

 

L'éthanol, à des concentrations élevées, agit comme un stress chimique puissant qui peut 

inhiber la  fermentation,  la croissance et entraîner la mortalité  cellulaire. L'éthanol provoque 

une perturbation des structures membranaires et des systèmes de transport. Il induit des 

altérations de la composition lipidique conduisant à une augmentation de fluidité et de 

perméabilité de la membrane (Sajbidor, 1997). Il y a une perte associée de potentiel de 

membrane (Juroszek et al., 1987), une fuite des acides aminés et des composés cellulaires 

(Salgueiro, 1988). 

 

2.1. Effet de l'éthanol sur la fonction de la membrane 

2.1.1. Effet de l'éthanol sur la composition de la membrane 

L'éthanol affecte les lipides, les protéines hydrophobes de la membrane mitochondriale, la 

 e b  ne n cl  i e  l   e b  ne v c  l i e e  le    ic l   end  l s iq e. L’    n l 

exerce ses effets toxiques principalement sur les membranes cellulaires de la levure, dont les 

c  n e en s en    sence d’    n l  n      l   e en     di s. Il es  bien    bli q e l  

composition des phospholipides et des stérols des membranes cellulaires influence la 

tolérance à l'éthanol. L'exposition à l'éthanol conduit à l'augmentation de la longueur de 

l'acide gras et à une proportion accrue d'acides gras insaturés et de stérols dans la membrane 

cell l i e (D’A   e et al., 1990 ; Mishra, 1993 ; Rose, 1993 ; Sajbidor, 1997). 

En aérobie et en anaérobie, l'exposition de cell les de lev  e   l'    n l  n’en   ine   s le 

 ê e      d’ cides    s d’ins      s     . En   i   c ez S. cerevisiae NCYC 431 cultivée en 

anaérobie et en présence de 3,5 à 9,0 % (v/v) d'éthanol, Beaven et al., (1982) ont démontré 

que les proportions d’ cides    s   n -insaturés sont accrues, en particulier pour les résidus 

de C18:1 (acide oléique), tandis que la proportion d'acides gras saturés est réduite, par rapport 

aux cultures sans éthanol. De même, Sajbidor et Grego (1992) ont observé une augmentation 

de la proportion de résidus de C18:1 par rapport au C16:1 dans des cultures anaérobies chez S. 

cerevisiae CCY s   l  en  es j sq ’  15% (v v) d'éthanol. Il semble que ce soit en grande 

partie dû à une diminution du niveau de C16:1 dans toutes les phospholipides analysés 

(phosphatidylcholine, phosphotidylethanolamine et phosphotidylinositol). 
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Dans des conditions aérobies, en présence de 10% (v/v) d'éthanol, les lipides membranaires 

de la souche S. cerevisiae 3079 ont également tendance à augmenter po   l’ cide  l iq e 

( 18:1) e    di in e       l’ cide   l i iq e ( 16:0) e  ne   s c  n e       l’ cide 

palmitoléique (C16 :1). En plus de l'augmentation de l'insaturation des acides gras, les stérols 

sont également modifiés vers une plus grande insaturation en faveur de l'ergostérol 

(Alexandre et al., 1993). Les enzymes impliquées dans la synthèse des stérols, en particulier 

lors de la conversion du squalène en ergostérol, nécessitent de l'oxygène (Paltauf et al., 1992).  

L'absorption d'éléments nutritifs, en présence d'éthanol, est également influencée par la 

composition lipidique de la membrane. Les travaux de Thomas et Rose (1979) et de Rose et 

Harrison (1993) rapportent que le taux d'accumulation dans les cellules de solutés tels que le 

glucose, la gluc s  ine  l  l sine e  l’   inine  es    d i     ès  ddi i n d’    n l. L  c   ci   

d'absorption de solutés dans les cellules dont les membranes sont riches en acides gras poly-

insaturés augmente par rapport aux cellules dont les membranes contiennent des acides gras 

mono-insaturés, ceci en relation avec une augmentation de la fluidité membranaire. 

 

2.1.2. Effets de l'éthanol sur les transporteurs membranaires 

L'éthanol peut avoir un effet inhibiteur sur les transporteurs membranaires du glucose (Leao 

et Van Uden, 1982), du maltose (Loureiro-Di s e  Pein d   1982) e  de l’    ni   (Le   e  

Van Uden, 1983) chez S. cerevisiae. Ces effets inhibiteurs sont attribués à l'interaction entre 

l'éthanol et les systèmes de transport à l'intérieur des régions hydrophobes de la membrane 

plasmique (Leao et Van Uden, 1982 ; Loureiro-Di s e  Pein d   1982). D’    e       l’    n l 

est un inhibiteur non-compétitif des transporteurs de la glycine, de l'alanine, de la 

phénylalanine, de la tyrosine et du tryptophane. Cependant, le transport des acides aminés est 

affecté pour des niveaux d'éthanol élevés (Leao et Van Uden, 1984).  

 

 

2.2. Effet de l'éthanol sur la fluidité de la membrane 

D’   ès J nes e  G een ield (1987)  l   l idi   de l   e b  ne  l s iq e     en e 

exponentiellement (mesurée par la perméabilité passive à l'acide acétique) avec la  

concentration en éthanol, corrélée à la perméabilité de la membrane. Cependant, les 
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 e b  nes des cell les en c n  c   vec 6 5% (v v) d'    n l l  s d’ ne  c l   e en c n in  

puis exposées à des concentrations plus élevées d'éthanol, sont mois fluides, donc moins 

perméables  s      n  l’ind c i n d’ ne     nse  d     ive des cell les    c   s de l  c l   e. 

L'effet direct de l'éthanol à 7-10% (v/v) sur la fluidité de la membrane a également été étudié 

en utilisant la spectroscopie de résonance de spin électronique (ESR). La fluidité membranaire 

augmente d ns des    c i ns  ic  s   les inc b es   9% (v v) d’    n l (Ll  d et al., 1993). 

Swan et Watson (1997) ont constaté que la fluidité de la membrane augmente légèrement  

dans toutes les souches levuriennes testées après un traitement pendant 60 minutes à 17% 

d'éthanol. L'augmentation observée est accompagnée d'une légère augmentation de la survie 

des cellules. D’   ès Alexandre et al. (1994)  l’augmentation de la fluidité de la membrane 

chez S. cerevisiae adaptée à l'éthanol est corrélée à une diminution des taux de 

stérols/phospholipides et de stérols/protéines, et à une augmentation de l'indice d'insaturation. 

Cependant, les travaux de Gille et al. (1993) indiquent que la fluidification des membranes 

plasmiques de S. cerevisiae et de Schizosaccharomyces pombe a lieu au cours de la simple 

aération de la culture cellulaire en l'absence de substrats. Dans ces conditions,  elle 

n’    en e que l  è e en  en    sence d’    n l   200 mM. 

 

 

2.3. Relations entre le stress éthanol et le stress oxydatif 

Les     nis es     bies d iven    in eni   n  q ilib e  ed   cell l i e l  sq ’ils   n    ce   

des conditions oxydantes. Le stress oxydatif est induit chez les organismes aérobies par la 

production d'espèces réactives de l'oxygène (ROS) qui provoquent des lésions de l'ADN, la 

peroxydation des lipides et des dommages aux protéines, aux glucides et à d'autres 

composants cellulaires. L'anion superoxyde (O2
-
), le peroxyde d'hydrogène (H2O2), et le 

radical hydroxyle (OH) sont les ROS les plus importantes  produites par les cellules. Ces ROS 

sont fréquemment formées à partir des métabolites cellulaires issus de la respiration et de la β-

oxydation des acides gras. Elles sont également produites par les cellules de levure exposées à 

l'éthanol (Costa et al., 1993 ; Jamieson, 1998 ; Georgiou et Masip, 2003 ; Halliwell, 2007). 

Les cellules de levure  développent des réponses adaptées pour neutraliser les ROS et se 

protéger des dommages oxydatifs (Jamieson, 1998). 
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Un certain nombre d'enzymes peuvent effectivement inactiver les ROS. Il s’  i  

principalement de la superoxyde dismutase cytoplasmique (CuZnSOD, codée par le  gène 

SOD1), la superoxyde dismutase mitochondriale (MnSOD, codée par le gène SOD2)  l’ lk l 

hydroperoxyde reductase (codée par le gène AHP1), la cytochrome c peroxydase (CCP), et la 

catalase cytoplasmique  T (codée par le gène CTT1) (Schüller et al., 1994, Costa et al., 1996 ; 

Jeong et al., 1999 ; Alexandre et al., 2001 ; Stanley et al., 2010b ; Morano et al., 2012). 

Pereira et al. (2003), en utilisant des souches de S. cerevisiae contenant des délétions 

s  ci iq es ∆sod, ont vérifié que les isoformes Sod1p jouent des rôles différents dans le 

processus d'acquisition de la tolérance à des stress oxydatifs. En fait, MnSOD est impliquée 

dans l'acquisition de la tolérance au stress éthanol et au stress thermique, tandis que le déficit 

en CuZnSOD est  jugé bénéfique pour la protection contre le stress éthanol et le stress 

thermique. Les auteurs suggèrent que MnSOD pourrait empêcher la réaction de niveaux 

élevés de O2
-
, qui se produit au cours du stress éthanol, avec des biomolécules à l'intérieur des 

mitochondries. Cela permettrait également de prévenir la diffusion de O2
- 
dans le cytosol en 

protégeant les lipides et les protéines contre les dommages oxydatifs (Costa et al., 1993 ; 

Moradas-Ferreira et al., 1996 ; Pereira et al., 2003). 

 

Gille et al. (1993) ont constaté que l'activité des catalases intracellulaires de S. cerevisiae 

    en e l  sq e les cell les s n  en    sence d’O2 sans substrat. Le même phénomène est 

 bse v  en    sence d’    n l.  e end n   l  c   l se es  in ib e s  s      i n  en    sence 

de  l c se. L’ c ivi   de la catalase liée à la membrane augmente chez les cellules aérées. De 

plus, chez la levure Schizosaccharomyces pombe  l’ c ivi   de ce  e enz  e es  s i  l e     

l’    n l.  

D’autres études ont également montré l’    en   i n de l'activité du cytochrome P450 

lorsq e les lev  es s n  e   s es   l'    n l. Le c   c    e P450  c d      ERG11, est 

impliqué dans l'oxydation de substrats endogènes et exogènes. Il est impliqué dans la synthèse 

de l'ergostérol du réticulum endoplasmique et est capable de détoxifier les produits formés par 

l’   d  i n d e   des    d i s c i iq es  els q e l'    n l (Mishra, 1993 ; Piper, 1995). 

L'éthanol peut interférer dans le mécanisme de protection des cellules levuriennes par les 

antioxydants. La catalase, par exemple, est incapable de contrer les effets toxiques de 
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l'éthanol. L'éthanol provoque la peroxydation lipidique, ce qui conduit à la diminution de 

l’  d e  e b  n i e. Il in e  è e s   l  c   ci   de d  ense de l  c   l se  c nd is n     ne 

dégradation de l'intégrité de la membrane et à la perte de sa perméabilité. 
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CHAPITRE 3 : REPONSE AU STRESS ETHANOL CHEZ 

SACCHAROMYCES CEREVISIAE 

 

Les effets de l'éthanol sur la cellule sont multiples et la réponse de S. cerevisiae est aussi 

complexe. Elle peut être affectée à la présence de  l'ergostérol dans les membranes cellulaires, 

à la morphologie vacuolaire et l'expression de gènes. Ce qui suit décrit les principales 

modifications cellulaires qui se produisent en réponse à  la toxicité de l'éthanol.  

 

3.1. Teneur en ergostérol dans la membrane plasmique et tolérance à l’éthanol chez S. 

cerevisiae 

L’    en   i n de la teneur en ergostérol dans la membrane plasmique a été corrélée 

  si ive en    l’    en   i n de l  tolérance à l'éthanol (Thomas et al., 1978 ;  Del Castillo 

Agudo,  1992 ; Alexandre et al., 1994 ; Alexandre et al., 1996 ; Swan & Watson, 1998 ; 

Aguilera et al., 2006). L'addition de l'ergostérol dans le milieu de fermentation semble 

améliorer la viabilité des cellules et le taux de croissance dans des conditions de stress éthanol 

(Swan & Watson, 1998 ; Tran et al., 2010). L’e   s    l est lié à  la stabilité de la membrane 

en conditions de  pression hypertonique, ce qui peut expliquer la survie accrue observée  

quand l’ergostérol est ajouté dans le milieu (Hossack & Rose, 1976). L'ergostérol 

interviendrait  également contre l'instabilité de la membrane causée par la production 

d’    n l en c   s de  e  en   i n. 

 

3.1.1. L’ergostérol atténue l'inter-digitation des groupes d'acides gras membranaires  en 

conditions de stress éthanol 

Comme présenté précédemment, l'éthanol influence la structure de la membrane cellulaire et  

l'inter-digitation de la bicouche phospholipidique. Tierney et al. (2005) ont montré que, en 

   sence d’    n l  les bic  c es c    s es de 1,2-dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC) 

 n   end nce   s’interdigiter, déstabilisant ainsi la structure membranaire en deux feuillets. En 

présence d’e   s    l d ns des v sic les de DPP   l’in e di i   i n est retardée. Des 

concentrations en éthanol d’environ 7% sont nécessaires pour induire une inter-digitation dans 
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des v sic les de DPP  c n en n  20   25% d’e   s    l par rapport à des vésicules de DPPC 

purs. P    des c ncen    i ns  l s   ibles en e   s    l (10   15%   l)  l’in e di i   i n es  

aussi retardée,  mais pour des concentrations en éthanol inférieures à 5%. Ce résultat montre 

que l'ergostérol améliore la capacité de résistance de la structure membranaire exposée à de 

fortes concentrations en éthanol. Cependant, le mécanisme par lequel l'ergostérol retarde 

l’in erdigitation de modèles membranaires reste inconn  e  l’i  lic  i n bi l  iq e de ce 

   cess s n’    s        di e. 

 

3.1.2. L’ergostérol diminue la perméabilité de la membrane en conditions de stress éthanol 

Dickey et al. (2009) ont montré que l'augmentation de la teneur en ergostérol de vésicules de 

DPPC dans des conditions de stress éthanol est  corrélée à une diminution de la perméabilité 

membranaire. Les mêmes auteurs ont observé que la perméabilité des vésicules de DPPC est 

plus faible pour de faibles concentrations en ergostérol membranaire. Cependant, à des 

concentrations plus élevées en     n l (      i  de 15% v v)  le rôle positif  de l’e   s    l sur 

l'    en   i n de l   e    bili   de l   e b  ne d c  î . S   ce  l n   ssi l’i  lic  i n d  

phénomène dans des membranes biologiques reste à étudier. 

 

3.1.3. Impact de l'expression des gènes de biosynthèse de l'ergostérol sur les niveaux de 

tolérance à l'éthanol 

La présence de l'ergostérol a un impact positif sur la croissance cellulaire en conditions de 

stress éthanol. Les données de Shobayashi et al. (2007) ont montré que les souches de S. 

cerevisiae testées, présentant une tolérance plus élevée   l’éthanol, avaient également 

augmenté l'expression de gènes associés à la biosynthèse d'ergostérol. 

Comme vu précédemment, plusieurs gènes sont impliqués dans la biosynthèse de l'ergostérol. 

ERG6 est le gène codant pour l  del   (24) -s  rol C-méthyltransférase. Inoue et al. (2000) ont 

construit des mutants sensibles à l'éthanol à partir d'une souche de S. cerevisiae du saké en 

utilisant le methane-sulfonate d'éthyle (EMS). Certaines souches sensibles   l’éthanol ont été 

isolées. La souche es5 a été choisie pour la poursuite des  travaux. Les auteurs ont exprimé le 

gène ERG6 dans cette souche mutante e   n  c ns     q ’elle récupère des niveaux de 

tolérance à l'éthanol similaires à ceux de la souche parentale.  
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Shobyashi et al. (2005) ont comparé la teneur en ergostérol et la tolérance à l'éthanol d'une 

souche de S. cerevisiae isolée du saké (K9) avec une souche de laboratoire (X2180), non-

tolérante  à l'éthanol,  au cours d’ ne  fermentation. Pendant l'exposition à l'éthanol, K9 s'est 

révélée avoir une teneur en ergostérol plus élevée. Les auteurs ont également constaté que 

l'expression de gènes associés à la biosynthèse d'ergostérol de K9 était plus élevée que chez la 

souche X2180. L'augmentation des niveaux d'expression des gènes impliqués dans la synthèse 

d'ergostérol permettent à la souche K9 de produire des concentrations en ergostérol plus 

élevées, corrélés à des  niveaux de tolérance à l'éthanol  plus élevées. Similairement, Stanley 

(2010b) a effectué des études de transcriptomique par micro-array comparant la tolérance à 

l'    n l d’ n     n   vec s  s  c e    en  le en c ndi i ns de s  ess     n l. De nombreux 

gènes impliqués dans la  biosynthèse de l'ergostérol sont surexprimés chez la souche 

parentale.   

 

En résumé, l'ergostérol s’    se   certains des effets déstructurants et toxiques de l'éthanol en 

augmentant la stabilité de la membrane et peut-être en prévenant l'interdigitation. Pour les 

souches présentant des tolérances élevées à l’éthanol, l'expression de gènes impliqués dans la 

v ie de bi s n  èse de l’ergostérol est augmentée, permettant la production de membranes 

avec une teneur en ergostérol plus forte. Ces observations peuvent expliquer pourquoi la 

supplémentation en ergostérol dans un milieu de croissance augmente la capacité des cellules 

à tolérer des concentrations en éthanol plus élevées (Tran et al., 2010). 

 

3.2. Rôle de la vacuole dans la réponse au stress éthanol  

Le stress éthanol induit des changements dans la morphologie vacuolaire, notamment par un 

élargissement de son diamètre (Fig. 16). Le   i  q ’ n  l   isse en  de l  vacuole soit associé 

à la tolérance à l’    n l es      e  is ince   in (Maeden et al., 1999 ; Izawa et al., 2005 ; 

Matsuura & Takagi, 2005 ; Pratt et al., 2007 ; Abe et al., 2009 ). 
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Figure 16 : Changements typiques associés au  diamètre vacuolaire de Saccharomyces cerevisiae 

soumise au stress éthanol; (A) : vacuolaire mixte ; (B) : grande vacuole ; (C) : vacuole agrandie 

(Pratt et al., 2007) 

Les gènes codant pour des composants de la vacuole  els q e l’H
+
-ATPase, VMA2, VMA6, 

VMA8, VMA10, et VMA21 sont essentiels en conditions de stress éthanol (Kubota et al., 2004; 

Fujita et al., 2006 ; Auesukaree et al., 2009 ; Ma & Liu, 2010a ; Ma & Liu, 2010b). Le stress 

éthanol altère l’H
+
-ATPase localisée au niveau de la membrane plasmique. Il est possible que 

la cellule essaie de contrôler le pH intracellulaire à l'aide de l’H
+
-ATPase vacuolaire, pour 

c n  ec   e  l’ cidi ic  i n in   cell l i e    v q  e     le stress éthanol (Carmelo & 

Bogaerts, 1996). 

 

3.3. Expression globale des gènes en réponse au stress éthanol 

La disponibilité de la séquence du génome de S. cerevisiae a conduit au développement de 

micro-arrays. Dans une étude d’Alexandre et al. (2001), les cellules de S. cerevisiae S288C 

ont été cultivées dans un milieu riche à 30°C en présence et en absence de 7% (v/v) d'éthanol. 

Le niveau d'expression globale de gènes a été déterminé au bout de 30 minutes. Le stress 
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éthanol a modifié les nive    d’e   essi n de 395 ORFs (O en Re din  F   es). P   i e    

194  n      s  e   i  s e  201  n      s  s-e   i  s.    ndle  et al. (2004) et Stanley et al. 

(2010b) ont incrémenté les   s l   s d’Alexandre et al. (2001), en utilisant S. cerevisiae 

PMY1.1. Ces auteurs ont montré que S. cerevisiae a probablement des réponses générales aux 

stress telles que celles régies par STREs (Stress response elements), qui sont trouvés dans les 

promoteurs de nombreux gènes (Ruis & Schüller, 1995 ; Gasch et al., 2000). La réponse 

générale au stress est induite par de nombreux facteurs et n'est pas spécifique à l'éthanol. En 

  i   l  c      is n de l’e   essi n   n  iq e de s  c es s  v  es sensibles   l’    n l à 

celle de s  c es     n es   l   n es   l’    n l (tels que kt1, sr43, ets1-5, VSPs, SLTs …) a 

montré le rôle dans la tolérance au stress éthanol de plusieurs gènes habituellement exprimés 

lors des stress thermiques, osmotiques ou oxydatifs (Ogawa et al., 2000 ; Takahashi et al., 

2001 ; Van Voorst et al., 2006). 

Certains gènes sont régulièrement identifiés et voient leur expression augmenter lors de 

l’e   si i n des cell les de lev  es    s  ess     n l. Les  ènes c d n       les      ines de 

choc thermique (HSP), comme Hsp12, Hsp26 et Hsp104, font partie des gènes les plus 

s  e   i  s en    sence d’éthanol (Sanchez et al.,1992 ; Piper, 1995, Piper et al., 1994;  

1997 ; Ogawa et al., 2000 ; Sales et al., 2000 ; Jiménez et al., 2009). Par exemple, Sales et al. 

(2000) ont démontré que la surexpression de Hsp12 réduit la fluidité membranaire causée par 

l’    n l. Ji  nez et al. (2009) ont montré que l'augmentation de l'expression de Hsp26 dans 

des souches de levures isolées de vins est également associée   l’e   si i n  cc  e des 

s  c es   l’    n l   insi q ’  l'amélioration des capacités de fermentation des levures. 

Sanchez et al. (1992)  n  d   n    q ’ ne interruption du gène Hsp104 chez une souche de S. 

cerevisae de laboratoire diminue les nive    de   l   nce   l’    n l de cette souche. Il est 

intéressant de souligner q ’aucun des gènes HSP n’      iden i i  d ns le c ible des  ènes 

fonctionnels comme requis pour la croissance en conditions de stress éthanol. 

Une mutation dans le gène ERG6 rend les mutants plus sensibles (Inoue et al., 2000) et la sur-

expression de OLE1, qui code pour une D-9-d s     se d’ cides gras, diminue la sensibilité 

de la souche (Kajiwara et al.  2000). L     sence de s    ls e  d’ cides    s ins     s d ns les 

 e b  nes es  d j  c nn e       v i   ne i      nce d ns l    l   nce   l’    n l. 

Les gènes de réponse   l’hyper-osmolarité, Hor2, Hor7 (codant pour la hyperosmolarity-

responsive protéine), sont    le en  s  e   i  s au cours du stress éthanol dans les travaux 
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d’Alexandre et al. (2001). De plus, un gène codant pour une enzyme impliquée lors des stress 

oxydatif (CTT1) est également surexprimé (Ogawa et al., 2000 ). 

Nous avons synthétisé les  ènes i  liq  s d ns l    sis  nce   l’    n l dans le Tableau 2. 

Tableau 2 : Synthèse présentant l'expression globale des gènes identifiés dans la résistance à 

l’éthanol. 

GENE 

Takahashi 

et al.  

(2001) 

Alexandre 

et al. 

(2001) 

Fujita  

et al. 

(2006) 

Chandler 

et al. 

(2004) 

Ogawa 

et al. 

(2000) 

Van 

Voorst 

et al. 

(2006) 

Stanley 

et al. 

(2010b) 

Auesukaree 

et al.  

(2009) 

Jiménez 

et al. 

(2009) 

Lam    

et al. 

(2014) 

Total 

ACT1      1      1 

AHP1   1     1    2 

ALD4   1  1   1    3 

ATP1       1  1   2 

BUB1    1     1   2 

BUD27    1     1   2 

CIT1   1 1        2 

CIT2   1  1       2 

CTT1   1 1 1   1    4 

DAK1   1 1 1       3 

DDR2   1  1       2 

ETSs 1          1 

GLC3   1 1        2 

GLK1   1 1 1       3 

GMP2   1 1        2 

GPD1   1   1      2 

GPH1   1 1        2 

GRX1   1  1       2 

GSY2    1 1       2 

HOR7   1 1 1 1  1    5 

HSP104   1 1 1 1  1    5 

HSP12   1 1 1 1  1    5 

HSP26   1 1 1   1  1  5 

HSP30   1 1 1       3 

HSP42   1  1       2 

HSP78   1 1 1       3 

MCR1   1  1       2 

OPI3     1   1    2 

PGKs    1 1   1    3 

PMA1          1 1 

PYC1   1  1       2 

SODs  1     1    2 

SSA3   1         1 

SSA4   1 1        2 

SSE2   1 1 1       3 

TDH1   1 1 1   1    4 

TPS1     1 1      2 

TPS2     1 1      2 

TRK1          1 1 

TRX3    1  1      2 

TSL1   1  1       2 

VPS34 1     1     2 
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CHAPITRE 4 : METHODES DE MESURE DE L’ETAT PHYSIQUE DES 

LIPIDES MEMBRANAIRES EN CONDITION DE STRESS ETHANOL 

 

Dans ce chapitre, nous nous intéressons aux techniques qui peuvent être employées pour 

 v l e  l’     des li ides  e b  n i es    c   s de   di ic  i ns engendrées par la présence 

d’    n l. D ns  n   e ie   e  s  les   inci  les  ec niq es d’   de de l’     des lipides 

membranaires sont répertoriées. Ces techniques permettent de mesurer les transitions de 

phases membranaires directement par la détection de la conformation des chaînes 

hydrocarbonées des lipides ou indirectement par la mesure de la fluidité membranaire. En 

  nc i n de l   ec niq e  il es    ssible d’   die  des   dèles  e b  n i es  des  e b  nes 

isolées, des extraits lipidiques de cellules ou des cellules entières. Puis nous nous intéressons 

particulièrement à la technique de spectroscopie de fluorescence. 

 

4.1. Techniques d’étude de la structure des membranes 

Le c      e en  des  e b  nes bi l  iq es  e   ê  e    di  indi ec e en      l’e  l i de 

modèles lipidiques simples constitués de plusieurs lipides différents ou de modèles lipidiques 

complexes c ns i   s d’e    i s li idiq es iss s de cell les.  e   ines  ec niq es s n  

disponibles pour étudier des membranes biologiques isolées sur des cellules vivantes. Les 

li ides     ici en  de   niè e i      n e   l  s   c     i n des  e b  nes. D nc l’   de de 

s s è es   dèles li idiq es  e  e  d’   li  e  les c nn iss nces s   l  s   c   e des 

membranes. Les modèles lipidiques sont des bicouches lipidiques planes, le plus souvent 

multi-lamellaires, ou des liposomes. Les liposomes sont les modèles lipidiques les plus 

utilisés. Ce s n  des v sic les d n  l  s    ce es  c ns i   e d’ ne bic  c e li idiq e e  q i 

renferment un volume de solvant aqueux dans lequel ils ont été préparés. Les liposomes 

géants uni-lamellaires constituent un modèle membranaire très utilisé (Akashi et al., 1996 ; 

Bagatolli & Gratton, 1999). Les modèles membranaires sont utilisés pour étudier les 

modifications de phases en fonction des paramètres environnementaux et les interactions 

lipides/protéines (Gennis, 1989 ; Shechter, 2004).  

Les   inci  les  ec niq es d’   de de l’     des  e b  nes s nt répertoriées dans le Tableau 

3. Les types de préparations étudiées sont précisés pour chaque technique. 
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Tableau 3 : Différentes méthodes de mesure des propriétés physiques de la membrane 

Méthode Principe Echantillons étudiés Références 

Diffraction au rayonnement X 

Mesurer des réflexions distinctes et la distribution de 

densité des électrons dans un échantillon pour fournir des 

évaluations quantitatives de la fraction des chaînes 

hydrocarbonées dans les conformations ordonnées ou 

désordonnées et pour analyser des structure ordonnées. 

Extraits lipidiques de 

membranes 

Membranes 

Gennis, 1989 ; Shechter, 

2004 ; Morein et al., 1996 

Calorimétrie différentielle à 

balayage (DSC- Differential 

scanning calorimetry) 

Obtenir les informations sur la thermodynamique des 

membranes modèles ou des biomembranes. 

Mes  e  e  c   c   ise  les c  n e en s de l’        siq e 

des lipides polymorphiques mais aussi caractériser les 

perturbations des lipides purs par des interactions avec 

d’    es      iels  els q e d’    es li ides  des      ines  

des i ns    des  e i es   l c les   d     bes…. 

Double couche lipidique 

Extraits lipidiques de cellules 

Gennis, 1989 ; Huang & Li, 

1999 ; Goni & Alonso, 2000 

Spectroscopie 

RMN(résonance magnétique 

nucléaire) 

Mesurer la résonance magnétique des noyaux atomiques 

d n  le s in n’es    s n l  els q e l’    e d’  d   ène. L  

    e d  s ec  e  ensei ne s   l’  d e de l     se 

lipidique. 

Double couche lipidique de 

composition binaire  

Extraits lipidiques de 

membranes 

Hsueh et al., 2005 ; Goni & 

Alonso, 2000 ; Morein et al., 

1996 

Spectroscopie Infra Rouge 

(FTIR) 

Mes  e  l’ ne  ie  bs  b e     les     es      vib e  

l  sq ’ils s n  e ci  s     des   di  i ns in       es. L  

fréquence de vib   i n es  s  ci iq e d’ ne   nc i n 

chimique et de sa mobilité. 

Double couche lipidique 

Membranes isolées 

Cellules entières 

Aguedo et al., 2002 ; Gattoni,  

2003  

Résonance paramagnétique 

Electronique (ESR-Electron 

Spin Résonance) 

Mesurer  la résonance paramagnétique électronique de 

sondes paramagnétiques insérées dans la membrane. La 

forme du spectre dépend de la  mobilité de la sonde. 

Liposomes 

Cellules entières 

Glover et al., 1999 ; Goni & 

Alonso, 2000 



 

 

 Etude bibliographique  
  

     51  
  

Les    es d’ c  n ill ns    di s     les di    entes techniques sont principalement des 

dispersions aqueuses de lipides sous forme de couches multi-lamellaires de composition 

si  le. En e  e   l’   de de   dèles  e b  n i es c   le es composés de plusieurs lipides 

ou d’e    i s li idiq es biologiques est difficile à cause du recouvrement des spectres des 

différents constituants (Bottema et al., 1983).  e  inc nv nien   e   ê  e          l’  ilis  i n 

d’ ne s nde  e b  n i e  c   e     e e  le l’inse  i n d’ n li ide de      en 

spectroscopie infrarouge (Veiga et al., 1999)    d’ ne s nde        n  iq e en   s n nce 

para-magnétique électronique. Ceci augmente considérablement le coût des expériences et 

l’inse  i n de l  s nde es  s  ven  c   le e. De  l s    ès  e  de  ec niq es  e  e  en  de 

travailler su  des cell les en iè es e  d nc d’   die  l’ v l  i n de l   l idi    e b  n i e. Le 

c      e en  d’is l  s    d’e    i s  e b  n i es ne  e lè e en e  e    s    c  en  l     li   

d’ ne  e b  ne bi l  iq e d ns  ne cell le viv n e (L   c e et al., 2005).  

Une     e  ec niq e  e  e  d’   die  les  e b  nes bi l  iq es c   le es     l’  ilis  i n 

de s ndes  e b  n i es s  ci iq es  c’es  l  s ec   sc  ie de  l   escence.  ’es   ne 

 ec niq e   ès sensible q i       e  l s d’in      i ns q e l  c l  i    ie di férentielle à 

balayage (Bottema et al., 1983) et est plus facile à utiliser que la résonance para-magnétique 

électronique (Borenstain et Barenholz, 1993). 

 

4.2. Sondes de fluorescence 

L’   de de l   l   escence de s ndes  e b  n i es s  ci iq es     e de larges possibilités 

     l’   de s   c    le des  e b  nes bi l  iq es. L’  ilis  i n de s ndes s  ci iq es 

 e  e  d’ v l e  l’     des  e b  nes    de les vis  lise . 

Dans le cadre de ce travail, les techniques de fluorescence sont donc adaptées pour suivre 

l’ v l  i n de l’     des li ides  e b  n i es s   des cell les en iè es e     c   s de 

variations des paramètres environnementaux (stress éthanol). 

La polarisation de fluorescence est une technique très sensible. Les sondes fluorescentes 

utilisées dans la polarisation de fluorescence peuvent se partitionner dans la bicouche 

lipidique et sont sensibles aux changements de fluidité membranaire résultant des 

changements structuraux. Lorsque la sonde est insérée dans la bicouche, des interactions avec 

les lipides membranaires peuvent empêcher les mouvements rotationnels de la sonde et 
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affecter la dépolarisation de la lumière excitée. Cette dépolarisation est utilisée pour calculer 

les valeurs de polarisation de fluorescence (Trevors, 2003). 

 

Figure 17 : Représentation schématique du phénomène physique de fluorescence. Un 

fluorochrome initialement dans un état fondamental S0 absorbe un photon fourni par une source 

externe (1) et entre dans un état électroniquement excité ou état singulet S1’. L  d   e de vie   l’     

excité est limitée et le fluorochrome entre rapidement dans un état singulet relaxé S1 (2). Dans cet état, 

le  l    c    e  e    es i  e  l’ ne  ie e     sin e e   e    ve  s n        nd  en  l S0 par 

  issi n d’ n      n (3). 

 

4.2.1. Le principe de mesure repose sur la fluorescence qui est la ré-radiation de la lumière à 

 ne  ne  ie  l s   ible (l n  e  s d’ nde  l s l n  es q e l  l  iè e  bs  b e) (Fig. 17). 

Une     ie d’ ne  ie es   e d e c   e c  le   d   n  l   l   escence. L’in ensi   de l  

lu iè e   ise es   ne   nc i n lin  i e d   l    c    e    ne l n  e   d’ nde c ns  n e. L  

l  iè e   l  is e n’e ci e   q e les   l c les  l   escen es d n  le    en  d’ bs    i n es  

favorablement orienté. La polarisation de la lumière polarisée dépend du degré des 

   ve en s   l c l i es d   n  l’e ci   i n. Une   l  is  i n  lev e indiq e  n   d e 

structural élevé ou une faible fluidité membranaire (Trevors, 2003). 

 

4.2.2. Les avantages de l’  ilis  i n des s ndes  l   escen es s n  n  b e  .  es s ndes 

peuvent être incorporées dans les cellules intactes sans endommager la membrane 

c    l s iq e. Elles n’in e  è en    s l’ v ne en   es   . Les s ndes  l   escen es 

 e  e  en       e b  nes c    l s iq es d’ê  e    di es d ns dive ses c ndi i ns 

environnementales de croissance et en présence ou absence de composés toxiques à des 
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 e        es v  i es. Le  s s ec  es d’ bs    i n e  d’  issi n s  ci iq es s n    cile en  

détectables. De plus, des faibles signaux peuvent être généralement détectés. Un faible 

nombre de cellules de micro-organismes est adéquat      l’analyse. Aucun pré-traitement 

n’es  n cess i e      inc     e  les s ndes d ns les cell les. Le de nie   v n   e i      n  

est que les sondes sont stables, sensibles et facilement produites. De plus, elles ne présentent 

q ’ n   ible d n e       le   ni  l  e   (  ev  s  2003). 

 

4.2.3. L’inconvénient de la polarisation de fluorescence est que la dépolarisation des sondes 

fluorescentes fournit des données sur le comportement moyen des lipides membranaires. 

Généralement, les effets localisés sur les lipides membranaires ne sont pas efficacement 

étudiés par cette technique. Par exemple, quand un composé chimique est préférentiellement 

c ncen    d ns ce   ines z nes de l   e b  ne  les c  n e en s de l’envi  nnement 

li idiq e en     n  ce c    s  ne  e ven    s ê  e d  ec  s si l  s nde ne s’insè e   s d ns 

ces mêmes zones. La sonde pourrait aussi causer des déviations dans la membrane. Ces 

 e    b  i ns       ien  d  end e de l     se li idiq e    n’   ec eraient que certains plans 

d ns l  bic  c e. Les in e    ences  vec les  es  es d es   l’in   d c i n de l  s nde ne 

peuvent être complètement éliminées mais elles peuvent être réduites ou prises en 

considération (Cronan & Gelmann, 1975 ; Denich et al., 2003). 

Q elq es  es  ic i ns d ns l’in e       i n q  n i   ive des d nn es  eli es        ve en s 

des sondes au sein des biomembranes sont mentionnées ci-dessous (Gennis, 1989). 

 L  bic  c e li idiq e n’es    s  n si  le liq ide      ène en    is di ensi ns  

mais un fluide mince qui est différent structuralement et dynamiquement dans son 

centre, comparé aux régions polaires. 

 Les sondes utilisées ne tournent pas simplement isotropiquement comme des 

sphères avec aucun axe préféré de rotation. Les sondes ont souvent des orientations 

       es d ns l  bic  c e. L’in e       i n des d nn es e    i en  les  e   

dépendre du modèle utilisé pour représenter les mouvements moléculaires. 

 Les sondes peuvent résider dans différentes localisations au sein des 

biomembranes. Par exemple, la sonde pourrait être adjacente à une protéine ou 

entrappée par des agrégats protéiques, ou dans des domaines lipidiques qui pourraient 

être dans différents états physiques. 
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4.2.4. Principales  sondes membranaires utilisées en  spectroscopie de fluorescence 

Les s ndes  l   escen es   ilis es      l’   de des  e b  nes s n  des s ndes q i se 

localisent spécifiquement dans  les doubles couches lipidiques membranaires et sont sensibles 

aux altérations de la fluidité membranaire dues aux modifications structurales des lipides. De 

nombreuses sondes fluorescentes peuvent être utilisées suivant leur localisation lors de 

l'incorporation dans la membrane. La sonde hydrophobe l,6-diphényl-l,3,5-hexatriène (DPH) 

et ses analogues : l'acide 3-(4-(6-phényl)-l,2,5-hexatriényl phénylpropionique (DPH-PA) et le l-

[4-(triméthyl-amino)-phényl]-6-phénylhexa-l,3,5-triène (TMA-DPH) sont fréquemment utilisés 

(Trevors, 2003). Le DPH s'aligne avec les chaînes acylées des phospholipides et est distribué au 

centre de la bicouche phospholipidique, alors que le DPH-PA s'insère dans les régions 

externes de la bicouche au niveau des têtes polaires des phospholipides. Ses intégrations dans les 

membranes influencent légèrement la fluidité membranaire (Repakova et al., 2005)  c’es  

pourquoi la concentration en fluorochrome utilisée doit être minimisée. De plus, un des 

inconvénients de cette s nde es  q ’elle  diffuse dans les autres membranes au cours du temps. 

Le TMA-DPH permet également d’ v l e  le taux de flip-flop des lipides de la couche 

interne à la couche externe de la membrane. L'anisotropie de fluorescence des sondes fournit des 

données sur le comportement moyen des lipides membranaires suivant les mouvements de 

rotation de la sonde dans la bicouche membranaire.  

D'autres sondes fluorescentes peuvent être utilisées comme le 2-diméthylamino-6-

lauroylnaphtalène (Laurdan) et le 2-diméthylamino-6-propionylnaphtaIène (Prodan). Le 

Laurdan, qui a une structure proche d'un phospholipide, s'intercale le long des chaînes 

d'acides gras des phospholipides, alors que le Prodan, molécule plus courte, interagit au 

niveau du « squelette » glycérol près de l'interface aqueuse. Les longueurs d'onde d'émission 

maximales de ces deux sondes dépendent de l'état de phase des phospholipides dans la 

bicouche (Parasassi et al., 1998). Ces sondes permettent de rendre compte du degré 

d'hydratation et de la mobilité de l'eau dans la membrane. L'émission bleue (environ 440 nm) 

correspond à un phospholipide à l'état gel et la verte (environ 490 nm) à un phospholipide à 

l'état liquide cristallin. Les variations du contenu en eau des membranes provoquent des 

transitions dans le spectre d'émission du Laurdan qui sont quantifiées par le calcul de la 

polarisation généralisée (GP). 
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Figure 18 : Formules chimiques du DPH (a) et du TMA-DPH (b) 

 

Le DPH est une des sondes membranaires les plus utilisées pour étudier les membranes 

biologiques et pour estimer de façon macroscopique la rigidité de la membrane (Fig. 18). 

Cependant, selon l’   de d’Abe & Hiraki (2009), le DPH peut former des granules localisés  

principalement dans le cytoplasme chez une souche sauvage de levure et les mutants Δerg de 

S. cerevisiae   l  s q ’ ne l c lis  i n  e b  n i e de l  s nde es     end e. En  ev nc e  le 

TMA-DPH (Fig. 18) se localise clairement dans la membrane plasmique de la cellule et 

présente une distribution uniforme à travers la membrane plasmique. Par conséquent, le 

TMA-DP  es    j   d’  i    c nis       les  es  es d’ nis     ie de fluorescence. Nous 

avons utilisé cette sonde pour ce travail. 
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CONCLUSION DE L’ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE ET 

PRESENTATION DES OBJECTIFS  DE LA THESE 

 

Le stress éthanol induit une réponse adaptative chez la levure. Cette réponse est une 

reprogrammation des activités cellulaires pour assurer la survie, protéger les composants 

cellulaires essentiels et permettre une reprise de l'activité cellulaire pendant la période de 

récupération. Les concentrations en éthanol élevées agissent comme un stress chimique fort, 

inhibant la fermentation, l'activité métabolique, la croissance et induisant une mortalité  

cell l i e. L’e  e     d  in n  de l'e   si i n de l'    n l s   les cell les de levure est la 

perturbation de la structure et de la fonction membranaires. L'éthanol provoque des 

changements dans la composition lipidique de la membrane plasmique, ce qui peut induire 

une diminution de l’in    i     nc i nnelle de l   e b  ne. L'éthanol affecte également les 

protéines hydrophobes des membranes mitochondriale, nucléaire, vacuolaire et du  réticulum 

endoplasmique. Cependant, le mécanisme des effets de l'éthanol sur la levure est complexe et 

n'a pas encore été totalement élucidé. 

Les stérols représentent une fraction importante des lipides membranaires et sont décrits 

comme des composants importants pour la stabilité de la membrane plasmique. En effet, 

    e le  s  ôles d ns des    n  ènes    si l  iq es  el q e l’end c   se  ils s n  c   bles 

de tamponner les transitions structurales des bicouches lipidiques. Ils sont notamment 

impliqués dans la résistance des cellules à des perturbations physiques, comme la 

température, ou des perturbations chimiques (H2O2, cycloheximide). Ces molécules 

pourraient donc jouer un rôle important dans la résistance des cellules aux fluctuations 

éthanoliques puisque ces perturbations sont connues pour déstabiliser la membrane 

plasmique. De plus, ces molécules ont également été décrites comme pouvant diminuer 

l’   d  i n des li ides.  e  e     ec i n c n  e l’   d  i n d  end de l  s   c   e c i iq e 

des stérols. Ainsi, certains stérols pourraient également influencer la survie cellulaire lors de 

   lis  i ns de s  ess     n l    l’    ène de l’ i  en  e en c n  c  direct avec les cellules. 

Dans ce travail de thèse, nous avons cherché à comprendre les mécanismes impliqués dans la 

survie ou la mort de la levure Saccharomyces cerevisiae lors d’ n stress éthanol. La 

compréhension des modifications touchant la membrane plasmique est ainsi particulièrement 

importante pour optimiser la survie cellulaire. Un intérêt particulier a également été porté sur 
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l’e  e  de s    ls  e b  n i es d ns l    sis  nce des lev  es   des concentrations en éthanol 

élevées.  

Les objectifs de ce travail de thèse visent donc la compréhension des mécanismes 

membranaires de déstabilisation ou de résistance (phénomènes biologiques et biophysiques) 

chez les micro-organismes soumis à un stress éthanolique. Nous nous sommes intéressés plus 

particulière en      ôle de l’e   s    l c ez l  lev  e S. cerevisiae dans sa résistance au 

s  ess     n liq e. L’e   s    l es  en e  e   ne   l c le cl  de l    sis  nce de S. cerevisiae 

à de nombreuses perturbations physiques et chimiques et son rôle dans la résistance à 

l’    n l es      e en  s s ec  .  e  e   l c le  e   sen  n  1 li ide s   2 d ns l   e b  ne 

 l s iq e es  c nn e      in l ence  l    sis  nce   l’   d  i n  l   l idi   e  l   e    bili   

des membranes plasmiques des levures. Nous avons souhaité  e   e en œ v e  ne      c e 

dynamique de la réponse biophysique de la membrane plasmique (variation de la 

perméabilité, de la fluidité et de la fonctionnalité membranaires) couplée à la réponse 

physiologique de la cellule en termes de viabilité et de variation de transcription de certains 

gènes-cibles.
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PARTIE II : MATERIELS ET METHODES 

CHAPITRE 1 : SOUCHES DE LEVURES ET CONDITIONS DE 

CULTURES 

 

1.1. Souches de levures 

L’ense ble des s  c es de lev  es   ilis es    c   s de ce  e    de  insi q e le     n   pe 

sont présentés dans le tableau 4 suivant :  

Tableau 4 : Génotypes des différentes souches de levures de Saccharomyces cerevisiae utilisées 

 

 

La souche sauvage (WT) de levure utilisée est Saccharomyces cerevisiae BY4742 (Euroscarf, 

Allemagne). Cette souc e es    ès bien c   c   is e e    i  l’ bje  d’ ne bibli      ie 

abondante dans de nombreux domaines. De plus, de nombreux mutants de cette souche sont 

disponibles. 

L’ense ble des     n s   ilis s s n  iss s d’ ne   di ic  i n   n  iq e de la souche sauvage 

BY4742. Les      i ns     en  s   l  v ie de bi s n  èse de l’e   s    l e  c nce nen  les 

cinq dernières étapes de cette voie : ∆erg6, ∆erg2, ∆erg3, ∆erg5 et ∆erg4. Ces mutants 

accumulent différentes natures de stérols (Fig. 19) e     sen en  l’ v n   e d’ê  e c l iv bles 

dans un milieu classique de culture sans supplémentation particulière (Dupont et al., 2011). 
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Figure 19 : Voie de biosynthèse de l’ergostérol 

(A) V ie de bi s n  èse de l’e   s    l       i  d     n s l        s    e (Eisenk lb et al., 2002) 

(B) Les cinq dernières étapes de la voie de biosynthèse de l'ergostérol chez la levure 

Saccharomyces cerevisiae. Structures des principaux stérols accumulés par les mutants Δerg et la 

souche sauvage (Dupont et al., 2011) 

 

1.2. Milieu Malt Wickerham modifié gélosé 

Les différentes souches de levures sont conservées à -80°C sous     e d’ liq   es c n en n  

1  L d’ ne c l   e en    se s   i nn i e de c  iss nce. A     i  de ces  liquotes, des 

isolements sont réalisés par ensemencement sur boîtes de Pétri contenant du milieu Malt 

Wickerham modifié (MWm) gélosé pour les conserver à 4°C. La composition du milieu 

MWm est la suivante (QSP 1 L avec addition de  glycérol : 51 g de glycérol pour 1000 g 

d’e   (Dupont et al., 2011) : 

Glucose       10 g/L 

Extrait de levures       3 g/L 

Peptone pancréatique       3 g/L 

(A) 

 

(B) 
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Dihydrogénophosphate de sodium NaH2PO4   1,5 g/L 

Agar-agar        15 g/L 

Le  ê e  ilie  d     v  d’     es    ilis       l    activation des souches de levures et 

pour la réalisation des pré-cultures. Avant inoculation des levures, ces milieux sont stérilisés à 

l’    cl ve   120°   end n  20  in  es. 

 

1.3. Milieu Malt Wickerham modifié (MWm) enrichi en éthanol 

Ce milieu est utilis        es e  l’e  e  de c ncen    i ns croissantes en éthanol sur la 

croissance des souches. En fonction de la quantité d'alcool ajoutée, la composition est la 

suivante : 

Le milieu a la même composition que le  milieu MW  d     v  d’    . M is      1L  inal 

de milieu MWm enrichi, on ajuste le volume à 960 mL et 920 mL, correspondant à 4% et 8% 

d’    n l (v v)   es ec ive en . A  ès     cl v  e   120°   end n  20  in  es   is 

refroidissement total des milieux, 4%    8% d’    n l (v v) s n   j    s s   ile ent au 

 ilie . Un d s  e enz    iq e de l’    n l des  ilie      ès         i n es     lis    in de 

s’ ss  e  de l  c ncen    i n ini i le en     n l d   ilie .  

 

1.4. Moût synthétique  

Ce milieu est utilisé pour réaliser les fermentations alcooliques. Sa composition est la 

suivante:   

Glucose              

Fructose             

Extrait de levure           

(NH4)2SO4                       

Acide citrique         

Acide L-malique              

Acide L-tartrique       

100 g/L  

100 g/L 

   1 g/L 

2 g/L 

0,3 g/L 

5 g/L 

5 g/L 
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Le    de ce  ilie  es   j s     3 5   l’ ide d’ ne  s l  i n N O  10 M. Le milieu est ensuite 

autoclavé à 120°C pendant 20 minutes. 

 

1.5. Conditions de culture 

1.5.1. Conduite des fermentations alcooliques (adaptation en conditions fermentaires) 

Les levures sont cultivées 48 h sur le milieu liquide MWm, puis repiquées sur le même 

milieu. Après 24 heures de croissance à 25°C, les levures sont transférées dans le moût 

synthétique de façon à obtenir une population initiale de 10
6
 cellules/mL. Les fermentations 

sont menées à 25°C. La croissance des levures est estimée en réalisant un prélèvement par 

j   . L  c ns     i n de s c es e  l     d c i n d’    n l es   es   e    ès 7 j   s de 

fermentation. 

 

1.5.2. Croissance en présence d’éthanol  (adaptation en conditions non fermentaires) 

Pour étudier la résistance à différentes concentrations en éthanol, la réalisation des pré-

cultures se fait de la même manière que précédemment. On inocule ensuite les milieux MWm 

enrichis en éthanol (50 mL en fioles de 250 mL) de façon à obtenir une population initiale de 

10
6
 cellules/mL. Les fioles sont agitées (130 rpm) pendant 24 h sur une table d’  i   i n 

thermostatée à 28°C. La croissance est menée pendant 24 h et est contrôlée en réalisant un 

prélèvement à 0h, 4h, 8h, 12h et 24h. 

 

1.5.3. Mode de culture et réalisation des chocs éthanol 

1.5.3.1. Cultures statiques 

Isolement 

A     i  d’ ne c l   e s  ck  c  q e s  c e es  is l e s   b î es de P   i c n en n  d  

milieu MWm gélosé. Les boites sont incubées 48 heures à 28°C. 

 

MgSO4                           

KH2PO4       

0,4 g/L 

5 g/L 
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Pré-culture  

Après incubation, 2 ou 3 UFC (Unités Formant Colonies) sont prélevées et inoculées 

dans des tubes stériles contenant 10 mL de milieu liquide MWm. Les pré-cultures sont 

incubées 48 h à 25°C. 

Culture 

1 mL du milieu de pré-culture préalablement homogénéisé est déposé dans un tube 

contenant 9 mL de milieu liquide MWm. L’inc b  i n d  e 24 h à 25°C. Des suivis 

de c  iss nce    lis s     l ble en   n   e  is de s’ ss  e  q e les s  c es 

présentent le même comportement en croissance. Au bout de 24 heures, les 

    l  i ns s n  d’envi  n 6.10
7
 cellules/mL (début de phase stationnaire de 

croissance), quelle que soit la souche étudiée. 

Réalisation des chocs éthanols 

Les cultures sont centrifugées deux fois pendant 15 min à 6000 rpm à 25
°
C. Le 

s  n  e n  es   li in  e  le c l   cell l i e es   e  is d ns 10  L d’e    l c   l e 

(51  de  l c   l      1000   d’e  ). Après centrifugation, les levures sont transférées 

dans une solution binaire (eau/ éthanol) contenant du glycérol, (51 g de glycérol pour 

1000   d’e  ) (notée tampon glycérolé). La population est de 10
6
 cellules/mL. 

Les tampons glycérolés sont préparés au préalable. Le volume est de 1 mL. Les 

concentrations en éthanol sont de 0%, 10% et 14% (v/v). La concentration en éthanol 

de chaque solution préparée a été vérifiée par dosage enzymatique (Boehringer-

Mannheim). 

Les c  cs s n  d clenc  s l  s de l’ ddi i n d  v l  e de s s ensi n cell l i e   

chaque tampon glycérolé (température 25°C). A différents temps (0, 15, 30, 60, 120 et 

180  in)   n  es  e le     cen   e de cell les d n  l’in    i   de l   e b  ne 

plasmique est altérée     c       ie en  l     ss ci e    n    q   e   l’I d  e de 

Propidium (IP). Des dilutions en cascade sont également réalisées pour estimer la 

viabilité cellulaire sur boite de Pétri. 
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1.5.3.2. Cultures agitées 

A in d’   die  l’i   c  des c ndi i ns de c l   e s   l    sis  nce    n c  c     n l  les 

levures ont été cultivées sous agitation. Les pré-cultures et cultures sont réalisées à 25°C dans 

25 mL de milieu MWm en erlenmeyers de 150 mL, sous agitation orbitale de 130 rpm. Les 

durées de pré-cultures et cultures sont inchangées par rapport aux conditions statiques. La 

réalisation des chocs éthanol (y compris la réalisati n de c  cs d’   li  de  l s  lev e   els  

que 16%, 18%, 20%, 30% et 40%  (v/v)) est conduite de la même façon que précédemment.   

 

CHAPITRE 2 : METHODES ANALYTIQUES 

2.1. Numération cellulaire et mesure de viabilité par hématimétrie 

La numération des cellules est réalisée sous cellule de Thoma. La concentration cellulaire est 

donnée par la formule suivante :  

X (cellules/mL) = (nb de cellules comptées)/(nb de grands carreaux comptés) x D x 0,25 x 106 

Avec D = Facteur de dilution   

La viabilité des levures est évaluée par comptage après coloration au bleu de méthylène. La 

suspension est mélangée volume à volume avec une solution de bleu de méthylène (0,1 g de 

bleu de méthylène dans un litre de solution de citrate de sodium à 2%). Après 10 min de 

contact, les cellules sont comptées au microscope. Les cellules viables apparaissent incolores 

alors que les mortes sont colorées en bleu. Les résultats sont exprimés en pourcentage de 

cellules viables calculé par rapport au nombre total de cellules comptées sur la lame. 

Les déterminations de la viabilité cellulaire sont également réalisées par la méthode de 

numération indirecte, par comptage des UFC (Unités Formant Colonies) sur boîte de Pétri. 

Les suspensions cellulaires prélevées au cours du temps sont étalées, après dilutions 

décimales, sur boîtes de Pétri contenant du milieu MWm gélosé. Les boîtes sont incubées 

pendant 2 jours à 28°C. La viabilité est déterminée en comparant le nombre des colonies 

issues de la suspension cellulaire choquée ou non choquée (témoin). Chaque expérience est 

réalisée en triplicat. 
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2.2. Evaluation de l’intégrité membranaire 

L’ v l  i n de l   e    bili   de l   e b  ne  l s iq e des lev  es    c   s d  c  c 

    n l es  c   c   is e   l’ ide du    q   e   l’I d  e de P   idi   (IP). L’IP est une sonde 

qui ne pénètre que dans les cellules perméabilisées et fluoresce lors de sa complexation avec 

les acides nucléiques intracellulaires. Le taux de cellules perméabilisées est estimé grâce à 

l’ n l se     c       ie de flux (Chau et al., 2008 ; Dupont et al., 2011). 

L  c       ie en  l    e  e  l’   de    cise de cell les is l es en   in es d ns  n  l   

liq ide.  ’es   ne  ec niq e d’ n l se q  n i   ive e  q  li   ive de cell les e  de     ic les 

en s s ensi n. Elle  e  e  l’   de de caractéristiques physiques et chimiques telles que la 

  ille  l     n l     ie e  d’    es c    s n s      nc i ns    v n  ê  e d  ec  s    ce   des 

sondes fluorescentes spécifiques. Le principe de fonctionnement de la cytométrie en flux est 

résumé dans la Figure 20. 

Les cellules sont entraînées par un flux liquide et défilent à grande vitesse, cellule par cellule, 

d ns le   isce   d’ n     l sie  s l se s (j sq ’  30000  v ne en s     sec nde). L  l  iè e 

ré-émise par les cellules (par diffusion ou fluorescence) permet de distinguer des sous-

populations selon différents critères. De l'interaction entre le faisceau laser et les cellules, 

résultent des signaux lumineux de plusieurs natures : 

- La lumière diffusée aux petits angles (FSC : Forward Scatter), collectée dans le 

   l n e en  d    isce   e ci   e    c   es  nd d’ n   in  de vue physique à de la 

diffraction et donne une indication sur la taille des cellules. 

- La lumière diffusée aux grands angles (SSC : Side Scatter), collectée à 90° par 

rapport au faisceau lumineux, est un mélange de diffusion, de réflexion et de réfraction, et 

donne des indications sur la granulométrie des cellules. 

- L   l   escence   ise  e   ê  e  ne      l   escence      s l e   c   e c’es  le 

plus souvent le cas, d'un marquage par un fluoroc    e s  ci iq e d’ n c ns i   n  cell l i e 

    ic lie      d’ n i   n    q   e  l   escen . 
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Figure 20 : Schéma du principe de fonctionnement d’un cytomètre en flux 

(d’   ès http://www.ifr87.cnrs-gif.fr/pbc/equipement/cytometre.html) 

 

Les signaux lumineux sont collectés par des photo-détecteurs (photodiode pour la diffusion 

petits angles, photomultiplicateurs pour la diffusion grands angles et la fluorescence) qui vont 

les transformer de façon proportionnelle en signaux électriques. Ces signaux sont ensuite 

envoyés à un analyseur multicanaux permettant la représentation de la répartition de la 

population analysée, en fonction du ou des paramètres étudiés. 

 

 

 

 

http://www.ifr87.cnrs-gif.fr/pbc/equipement/cytometre.html
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Figure 21 : Mise en place du protocole de marquage des levures perméabilisées par l’iodure de 

propidium. Exemple de résultats obtenus pour une suspension cellulaire comportant 50% de 

cellules perméabilisées. 

 

A in de    q e  les lev  es     l’IP   ne s l  i n s  ck de sonde est préparée à 10 mg/mL 

d ns de l’e   dis ill e. Pl sie  s ess is  n         lis s   in d’   i ise  l  c ncen    i n de 

sonde en fonction de la concentration cellulaire. Pour cela, un mélange de cellule composé de 

50% de cellules mortes (70°C, 10 min) et 50% de cellules vivantes a été préparé et différentes 

concentrations d'IP ont été testées (Fig. 21). 

Suite au choc éthanol, on ajoute 2 µl de la solution stock d’IP dans le tube pour une 

concentration cellulaire de 10
6
 UFC/mL. On homogénéise et on laisse incuber pendant 5 

 in  es   l’ bsc  i    v n  le    ns e   d    be d ns le c    è  e. P    c  q e  c  n ill n  

10000 événements sont collectés par le cytomètre de flux FACSCalibur (BD Biosciences, San 

J se  USA)  q i   d’ n l se  d’e ci   i n     n   488 nm. Un filtre optique à 610 nm est 

utilisé pour récupérer la fluorescence émise par les cellules. Les résultats sont issus au 

minimum de trois répétitions biologiques. 
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2.3. Dosage des sucres et de l’éthanol par méthode enzymatique 

Les dosages des sucres réducteurs e  de l’    n l  n      réalisés   l’ ide de kits enzymatiques 

(BioSenTec). Les dosages sont réalisés en fin de fermentation et en triplicat.  

 

2.4. Mesure de la variation de la fluidité membranaire par anisotropie de fluorescence 

du TMA-DPH 

La fluidité membranaire a été mesurée par anisotropie de fluorescence avec la sonde TMA-

DPH (1-[4-(trimethylamino)phenyl]-6-phenyl-1,3,5-hexatriene). La technique de 

d  e  in  i n de l’ nis     ie de  l   escence          i is e. Les protocoles sont détaillés 

dans la section 2.2. de la partie Résultats-Discussion.  

Pour la mesure de la fluorescence, les cellules sont marquées par le TMA-DPH sous 

agitation. Elles sont ensuite transférées dans une cuve placée dans un spectrofluorimètre 

(FLUOROLOG-3, Jobin Yvon, Inc., États-Unis) thermostaté à 25°C. Les valeurs 

d’ nis     ie        iq e en  c lc l es s n   b en es     es les 8 sec ndes  end n  10  in 

   ès 30  in de s  bilis  i n d  si n l. Les l n  e  s d’ nde d’e ci   i n e  d’  issi n s n  

de 360 nm et 450 nm, respectivement.  

Les v le  s d' nis     ie ( ) s n  c lc l es sel n l’ q   i n de S ini zk  (Shinitzky  1984) : 

r =
VHVV

VHVV

IGI

IGI

..2

.




                                                  avec G  =

HH

VH

I

I
 

V et H désignent la direction de polarisation (verticale et horizontale) 

Avec I : intensité de fluorescence corrigée obtenue par : 

IHH = ImHH – I(TAMPON + CELLULE)HH - I(TAMPON + SONDE)HH + I(TAMPON)HH 

Avec : 

Im : intensité de fluorescence des cellules marquées 

I(TAMPON + CELLULE) : intensité de fluorescence de la suspension cellulaire non marquée 

I(TAMPON + SONDE) : intensité de fluorescence du tampon seul auquel est ajouté le TMA-DPH 

I(TAMPON) : intensité de fluorescence du tampon seul 
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Ce calcul est répété pour les trois autres signaux (IHV, IVV, IVH) 

L   ise en  l ce de ce      c le    e  is d’ b eni  des    i s si n    b  i s de   nd >30 

pour les souches WT et Δerg6.  

 

2.5. Etude transcriptomique par PCR quantitative en temps réel 

La RT-qPCR (Reverse transcription-PCR quantitative) a été utilisée pour quantifier les 

nive    d’expression de gènes cibles au cours du choc éthanol chez les  souches WT et 

∆erg6. Cette méthode permet de quantifier les acides nucléiques ARN de façon soit absolue 

(les cinétiques sont mesurées pour différentes concentrations du gène cible ou transcrit) soit 

relative (l’e   essi n de de   gènes de référence sont quantifiés en même temps que le (les) 

gène(s) étudié(s)). Le principe du temps réel en PCR repose sur la visualisation de la phase 

exponentielle de la réaction par un  l    c    e s  ci iq e   l’ADN         ne s nde 

oligonucléotidique fluorescente spécifique à une séquence (Tse & Capeau, 2003). Dans ce 

travail nous avons fait une quantification relative de gènes-cibles en utilisant le SYBR Green, 

 n  l    c    e s  ci iq e      l’ADN. Les principales étapes concernant la méthode mise 

en œ v e sont  décrites ci-dessous. 

 

2.5.1. Extraction et purification de l’ARN 

Suite au choc éthanol à 20% (v/v) pendant 15 min (noté « pulse » dans la partie Résultats-

Discussion – section 2.3) e   li in  i n de l’    n l     l v  e  les  c  n ill ns sont prélevés 

  di    en s  e  s d’inc b  i n (0  15  30 e  60  in). P    l’e    c i n e     i ic  i n de 

l’ARN     l   l’ ide de l       de      i Re  en 
®
, la quantité de biomasse de chaque 

échantillon est estimée par mesure de  DO600 (Densité Optique à 600 nm) et doit correspondre 

à  environ 10 unités (soit 10
8
 cell les  L). L’ c  n ill n est  lavé stérilement deux fois avec 

de l’e   RF (RN se F ee) puis les cellules sont récupérées  par centrifugation à 5000g, 10 min 

à 4°C. Les cellules sont resuspendues dans 1 mL de Tri Reagent
®
 sous hotte aspirante et 

transférées dans un microtube (tube adapté au Precellys 24, Bertin technologies, France) 

contenant 400 mg de billes en verre de 0,5 µm de diamètre stérilisées. Pour casser les 

cellules, les microtubes sont placés dans le « Precellys 24 » avec 6 cycles de 30s, avec des 

intervalles de refroidissement de 60s dans la glace pillée. Le surnageant est récupéré par 
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centrifugation à 12000g pendant 15 min à 4°C. Pour extraire les acides nucléiques, on ajoute 

200 μL de chloroforme 99%, puis on mélange en retournant les tubes plusieurs fois. Le 

surnageant est récupéré par centrifugation à 12000g pendant 10 min à 4°C. Après une 

deuxième extraction avec du chloroforme, les acides nucléiques sont précipités par 500 μL 

d’is      n l. Après mélange, on laisse à température ambiante pendant 10 min. Les acides 

nucléiques sont récoltés par centrifugation à 12000 g pendant 10 min à 15°C. Ensuite, on  

lave de     is les c l  s  vec 1 L d’    n l   70%  s ivi d’ ne cen  i     ion à 12000g 

pendant 5 min à 15°C. Les culots sont séchés à température ambiante et re-suspendus dans 20 

à 50 μL d’e   RF (sel n l    ille d  c l  ). Les q  n i  s d’ARN sont dosées au 

s ec         è  e   280 n  (1.8 ˂ A260nm/A280n  ˂ 2.0).  

 

2.5.2. Traitement à la DNase 

P     li ine      e    ce d’ADN   n  iq e d ns les  c  n ill ns d’ARN   n   i   n 

traitement à la DNAse (Fermentas Deoxyribonuclease I (DNase I), RNAse free ; Référence : 

#EN0521). Les réactions contenant environ 4 μ  d’ARN  3 μL de « Tampon DNase (10x) », 

3 μL de DN se I e  de l’e   RF (j sq ’   n v l  e de 30 μL) sont déclenchées par 

incubation  à 37°C pendant 30 min. Pour arrêter la réaction, on ajoute 3 μL d’ED A (25  M) 

et on incube à 65°C pendant 10 min. Les échantillons sont ensuite refroidis dans la glace et 

conservés à -20°C. Les ARN purifiés sont d s s    s ec         è  e   280 n  (1.8 ˂ 

A260nm/A280n  ˂ 2.0). 

 

 2.5.3. Contrôle du traitement à la DNase 

A in de v  i ie  l’ bsence d’ADN   n  iq e d ns les  c  n ill ns d’ARN   n réalise  une 

PCR en temps réel avec 5 μL des échantillons traités à la DNase. Comme témoin positif on  

utilise 5 μL d’ADN   n  iq e de S. cerevisiae; comme témoin négatif on utilise 5 μL d’e   

RF.  

 

2.5.4. Synthèse d’ADNc 

P    s n    ise  l’ADNc   n    ilise le kit Bio-Rad iScript
TM

 cDNA Synthesis Kit (Réf : 170-
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8891). La réaction se fait dans un volume final de 40 μL contenant: 8 μL de « Tampon iScript 

(5x) » ; 2 μL de « iSc i   » ; 2 μ  d’ARN e  de l’e   RF (qs  40 μL). Une incubation est 

réalisée en  thermocycleur 5 min à 25°C pour active  l’enz  e, puis 30 min à 42°C de façon 

  ce q e l’ c ivi   de l   eve se-transcriptase soit maximale. Un traitement final pendant 5 

 in   85°   e  e  de d n    e  e  in c ive  l’enz  e. P    s    er la réaction, on  ajoute 80 

μL d’e   RF e   n  c nse ve les échantillons  à -20°C. 

 

2.5.5. RT-PCR quantitative 

Les qRT-PCR sont réalisées sur 4 dilutions en cascade au ¼ des ADNc (1/4 ; 1/16 ; 1/64 ; 

1/256) en utilisant du Bio-Rad iQ
TM

 SYBR
®
 Green Supermix (Réf : 170-8880). Pour chaque 

dilution, le mélange de PCR suivant est  réalisé : 5 μL d’ADNc ; 12 5 μL d’iQ
TM

 SYBR
®

 

Green Supermix ; 2 μL d’    ces   l n  es (7    l  μL) ; 5,5 μL d’e   RF. Les    c i ns 

sont réalisées dans des plaques de 96 puits, dans un thermocycleur relié à un détecteur de 

 l   escence e     n   din  e    e  e   n  l’en e is  e en  des d nn es    ce    l  iciel 

iCycler. Le programme du thermocycleur est le suivant : 

* Dénaturation initiale : 3 min à 95°C. 

* Dénaturation : 30s à 95°C/ Hybridation et élongation : 30s à 60°C/ Mesure de la 

 l   escence → 40 c cles. 

* Melt curve 65°C à 95°C par palier de 0,5°C/10s. 

Les amorces pour la RT-PCR (gènes-cibles et gènes de référence) sont présentées dans le 

Tableau 5. Ces amorces ont été « designées » en utilisant le logiciel en ligne Primer 3 0.4.0 

(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/). Les amorces ont été conçues selon les critères suivants :  

l n  e   d’envi  n 19   22 b ses   ene   en G   de  l s de 50% ; Tm d’envi  n 60° . Les 

tailles des produits de PCR varient entre 90 à 120 pb.  

 

 

 

 

http://frodo.wi.mit.edu/primer3/
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Tableau 5 : Gènes et amorces utilisées dans la RT-qPCR 

 

L  q  n i    el  ive de l’e   essi n de c  q e  ène es   es   e  vec l       de Ct (Livak 

& Schmittgen, 2001) d ns l q elle l  q  n i   d’ADNc cible es   j s  e               de   

références, constituées par la quan i   d’ADNc des c n  ôles in e nes. Les   s l   s  n      

normalisés à l'aide de deux gènes de référence PGK1 et TDH2. 

La formule de calcul utilisée est la suivante :  Expression relative = 2
-Ct

 

où :  

Ct  = Ct gène cible  – Ct gène de référence 

Ct = Ct échantillon – Ct contrôle 

* Contrôle: ARN cible de S. cerevisiae dans le milieu sans éthanol (cellules non stressées) 

* Echantillon: ARN cible de S. cerevisiae dans le milieu contenant  20% v/v éthanol (cellules 

s  ess es s i e   l’   lic  i n d  « pulse »). 

L’e   essi n  el  ive d’ n  ène c lc l e  vec ce  e      de es  in e      e de l    niè e 

suivante : 

Gènes Description 
Amorce séquence 

5’----> 3’ 

Taille 

(pb) 

AHP1 alkylhydroperoxide reductase 
GCCAAAGTGATGCTGACAGT 20 

CAGCTGGAGCACCGGTAAT 19 

CTT1 catalase T 
AGACCAGACGGCCCTATCTT 20 

CCACCTTTGGCATGGACTAC 20 

SOD1 

superoxide dismutase 

CACCATTTTCGTCCGTCTTT 20 

TGGTTGTGTCTCTGCTGGTC 20 

SOD2 
CTCCGGTCAAATCAACGAAT 20 

CCTTGGCCAGAAGATCTGAG 20 

PGK1  3-phosphoglycerate kinase 
GGTAACACCGTCATCATTGG 20 

AAGCACCACCACCAGTAGAGA 21 

TDH2  
glyceraldehyde-3-phosphat 

dehydrogenase, isozyme 2 

AACATCATCCCATCCTCTACCG 22 

GGACTCTGAAAGCCATACCG 20 



 

 

 Matériel et Méthodes  
  

     72  
  

- Expression relative > 2 : le gène est surexprimé 

- Expression relative < 0,5 : le gène est réprimé 

- Expression relative = entre 0,5 et 2 : le gène est exprimé. 

Selon Desroche et al. (2005),  n c nsidè e q ’ n  ène es  si ni ic  ive en      i      s  -

exprimé si son niveau d'expression relative est au moins deux fois plus faible ou deux fois 

plus élevé par rapport aux conditions contrôles décrites plus haut. 

 

2.6. Analyse statistique 

L’ense ble des d nn es es     i       le  es  de Student t (logiciel XLSTAT-Pro v7.5.2). 

L’in e v lle de c n i nce       ne di    ence de    enne es   i     95% (P≤ 0.05) pour 

toutes les comparaisons. 
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PARTIE III : RESULTATS ET DISCUSSION 

L’ bjec i    n   l des e    iences    sen  es es  de c   c   ise  les e  e s de l’    en   i n 

de l  c ncen    i n en     n l d ns le  ilie  s   l’ v l  i n s   c    le e    nc i nnelle de la 

membrane plasmique de la levure Saccharomyces cerevisiae, afin de mieux comprendre les 

mécanismes impliqués dans la survie ou la mort cellulaire lors de ce type de perturbations. 

De      es d’     c es  n       is en œ v e     sen  s s  s     e de deux chapitres. Le 

premier chapitre concerne la recherche de c ndi i ns d’   lic  i n de  e    b  i ns 

éthanoliques (augmentation de la concentration en éthanol) conduisant à la mort ou à la survie 

des levures et permettant également de discriminer les dif   en es s  c es    di es. L’   de 

préliminaire nous a permis de retenir  l s     ic liè e en   n     n  sensible (Δerg6) que 

nous avons soumis à des stress éthan liq es d’   li  de c  iss n e. Nous nous sommes 

focalisés sur deux réponses physiologiques engendrées par les stress éthanol : une réponse 

instantanée en estimant le pourcentage de cellules dont la membrane plasmique est altérée 

(c       ie de  l      ès    q   e des cell les   l’IP) e   ne     nse    si l  iq e  l b le 

traduite par la détermination de la viabilité sur boites de Pétri. Le deuxième chapitre se 

concentre s   l’   de de l  s  vie des lev  es (s  c es s  v  e e      n e Δerg6) en 

appliquant le stress éthanol sous forme de « pulse » (20% v v d’    n l – 15 minutes). Trois 

approches expérimentales ont été mises en œuvre. Premièrement, la viabilité cellulaire, 

corrélée à la mesure du taux de perméabilisation membranaire a été suivie suite à 

l’   lic  i n d  s  ess     n l s  s la forme de « pulse ». De  iè e en   l’e  e   l idi i n  de 

l’    n l en  el  i n  vec l  n    e des s    ls    sen s       q  n i i  c ez les deux souches. 

 e  e  e         v l        es  es d’ nis     ie de  l   escence s   cell les en iè es  vec 

marquage au TMA-DP .    isiè e en        es i e  l’in l ence d  c  c     n l    liq   

sous forme de « pulse » s   l     d c i n d’es èces    c ives de l’    ène (ROS)  n  s 

 v ns c   l    l’ n l se      ne  n l se    nsc i    iq e de q    e  ènes-cibles, codant 

pour des enzymes impliquées dans la protection cellulaire vis-à-vis de l’   d  i n. 

L’ense ble des   s l   s  b en s s n  c      s e  discutés dans la Discussion générale qui 

fait suite à l'exposé et à la discussion des résultats expérimentaux. 
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CHAPITRE I : ETUDE DE L’EFFET DE L’ETHANOL SUR LA 

TOLERANCE ET LA CROISSANCE DE SACCHAROMYCES 

CEREVISIAE WILD TYPE ET DE SES MUTANTS AFFECTES DANS  

LA VOIE DE SYNTHESE DE L’ERGOSTEROL (∆ERG) 

Dans ce chapitre sont présentées les expériences préliminaires dont le but est de cribler 

différents paramètres susceptibles de moduler la survie des  souches de levure utilisées dans 

cette étude (la souche sauvage Saccharomyces cerevisiae BY4742 et 5 souches délétées pour 

l  s n  èse d’ ne des cinq enz  es in e ven n  d ns l’ ne des cinq de niè es     es de l  

v ie de bi s n  èse de l’e   s    l : ∆erg6, ∆erg2, ∆erg3, ∆erg5, et ∆erg4) (Fig. 19). Les 

différentes souches ont été préalablement testées en conditions fermentaires, puis nous avons 

réalisé des suivis de croissance en conditions aérobies sur  milieu MWm enrichi en éthanol. 

Enfin, le comportement des souches a été étudié suite à des  chocs éthanol, réalisés post-

c  iss nce. L  cin  iq e e  l’   li  de de c ncen    i n en     n l (de 4   40% v v) s n  les 

deux paramètres cruciaux influant sur la survie des levures lors de perturbation éthanolique. 

L’in l ence de ces      è  es d  end de l  s  c e de  ic  -organismes. Ainsi, ces résultats 

s n  essen iels   in de d  ini   n c     d’   de e  de cible  les   ni  l  i ns n cess i es 

pour la compréhension des mécanismes impliqués dans la mort ou dans la survie des cellules 

l  s d’ n c  c     n l. 

 

1.1 Croissance des souches en conditions fermentaires 

Les 6 souches de S. cerevisiae (WT et 5 souches mutantes) sont ensemencées en moût 

synthétique. Les cinétiques de croissance, ainsi que la consommation des sucres et la 

   d c i n d’    n l   s   e  en   i n  lc  liq e (FA) sont présentées dans les Figure 22 et 

Tableau 6 suivants. Les résultats sont issus de 3 répétitions biologiques. 
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Figure 22 : Suivi de croissance sur moût synthétique (25°C) des différentes souches de S. 

cerevisiae pendant 7 jours 

 

Tableau 6 : Consommation des sucres et production d’éthanol après 7 jours  de fermentation 

sur moût synthétique 

 WT ∆erg2 ∆erg3 ∆erg4 ∆erg5 ∆erg6 

Consommation de fructose 

(g/L) 18,5±3,9 22,2±2,45 16,3±2,15 10,9±2,45 15,1±1,53 14,2±2,15 

Consommation de glucose 

(g/L) 27,9±2,44 29,8±2,14 29,6±3,66 15,4±2,44 26,2±0,61 17,5±1,83 

Concentration en sucres 

consommé (g/L) 46,4 52,0 45,9 26,3 41,3 31,7 

Concentration en éthanol  

% (v/v) 1,52±0,32 1,85±0,15 1,87±0,41 1,69+0,37 2,58±0,34 2,91±0,21 

 

 Les courbes de croissance des six souches étudiées (Fig. 22) se caractérisent par l’ bsence 

d’ ne phase de latence, par une phase active de croissance (24 heures) s ivie d’ ne    se 

stationnaire. Seules les cultures des souches ∆erg4, ∆erg5 et ∆erg6 présentent une phase de 

déclin à partir du 3
ème

 jour de fermentation.  

L’ bsence de phase de latence peut s’e  liq er     le   i  q e les lev  es s’ d   en  

rapidement au milieu. La phase active de croissance se caractérise par une prolifération  
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importante de la biomasse. Cette phase dure environ 24 heures pour la souche Wild type et les 

mutants ∆erg2 et ∆erg5. Il faut 24 heures supplémentaires pour atteindre la phase 

stationnnaire pour les trois autres mutants.  

P    n  d’ ne population initiale presque identique (aux alentours de 10
6
 cellules/mL), les six 

souches ont atteint des populations finales différentes. La souche WT produit la biomasse 

maximale la plus élevée (2,9.10
7 

cellules/mL) suivie par la souche ∆erg2, alors que les 4 

autres souches atteignent des niveaux de biomasses maximales moins élevés (Fig. 22). 

Parallèlement à la croissance, nous constatons que pour les 6 souches après 7 jours de 

fermentation, les sucres ne sont que très partiellement consommés. Ce sont les souches ∆erg4 

et ∆erg6 qui consomment le moins de sucres au cours de la fermentation avec 26,3 g/L et 

31,7 g/L de sucres consommés, respectivement en fin de fermentation. Les concentrations en 

éthanol obtenues en fin de fermentation sont également étonnamment faibles pour la souche  

WT (1,52% v v d’    n l    d i ). Pe  de d nn es bibli      qi es d c iven  le 

comportement physiologique de cette souche cultivée en conditions fermentaires. Nos 

résultats laissent supposer de faibles capacités intrinsèques fermentaires pour cette souche de 

référence. A noter que les mutants ∆erg5 et ∆erg6 synthétisent plus de 2,5% v/v d’    n l  

avec des rendements fermentaires de 16,0 et 10,9 (g /l sucres consommés pour 1% ethanol 

     )   es ec ive en  [les v le  s de  ende en s  e  en  i es s n  de l’  d e de 17   l de 

sucre pour 1% éthanol, chez une levure de vinification].   

 e  e   e iè e s  ie d’e    iences  vis n        ve  des c ndi i ns e    i en  les de 

c  iss nce disc i in n es en  e les di    en s     n s  n’    s      en  vel e. En e  e   n n 

seulement la souche WT, témoin de notre expérimentation ne semble pas présenter de 

capacités fermentaires, mais de plus, la conduite de croissance dans des milieux de 

fermentation très riches en sucres peut induire des chocs osmotiques au moment de 

l’in c l  i n des cell les  c   le i i n  l’analyse des résultats. Nous avons donc choisi une 

a   e s      ie         die  l’i   c  d’ n s  ess     n l en  el  i n  vec l  s n  èse de s    ls 

levuriens.  

 

1.2  Effet de la concentration en éthanol sur la croissance des souches 

Les suivis de croissances des souches en conditions aérobies en milieu MWm enrichi en 

éthanol ont été réalisés comme présenté dans le paragraphe 1.3 de la partie Matériels et 
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Méthodes. Deux concentrations en éthanol ont été testées : 4% et 8% (v/v). Les courbes de 

croissances des 6 souches sont présentées dans la Figure 23. Le Tableau 7 présente l’e  e  des 

concentrations en éthanol sur la population maximale obtenue à 24 heures et sur les taux de 

croissance pour les 6 souches testées. 

 

Figure 23 : Effet de la concentration en éthanol (0, 4 et 8%) sur la croissance des 6 souches (WT, 

∆erg2, ∆erg3, ∆erg4, ∆erg5, et ∆erg6 correspondant aux figures 1A, 1B, 1C, 1D, 1E et 1F) en 

conditions aérobies. 
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Tableau 7 : Effet de l’éthanol dans le milieu de croissance sur la biomasse maximale (obtenue à 

24 heures) et sur les taux de croissance (croissance sur milieu MWm à 25°C) 

Souches 
[éthanol] ajouté 

% (v/v) 

Population maximale (10
6 

UFC/mL) 
µ max (h

-1
) 

WT 

0% 66,67  ± 6,71 
ac* 0,38 

4% 50,87  ± 2,12 
be 0,23 

8% 37,10  ± 3,46 
df 0,13 

Δerg2 

0% 80,33  ± 13,88 
a 0,36 

4% 53,33  ± 5,05 
be 0,23 

8% 32,78  ± 8,38 
ef 0,14 

Δerg3 

0% 57,66  ± 10,21 
ae 0,31 

4% 44,50  ± 5,22 
ce 0,19 

8% 20,00  ± 3,88 
f 0,11 

Δerg4 

0% 71,50  ± 8,67 
ab 0,32 

4% 55,50  ± 7,69 
ae 0,28 

8% 38,13  ± 9,32 
df 0,15 

Δerg5 

0% 71,67  ± 11,18 
ab 0,36 

4% 54,00  ± 2,59 
be 0,26 

8% 23,15  ± 7,17 
f 0,11 

Δerg6 

0% 61,00  ± 10,11 
ad 0,36 

4% 55,17  ± 5,62 
ae 0,22 

8% 21,02  ± 14,15 
f 0,12 

(*) Les valeurs sont une moyenne de trois répétitions biologiques. Le test de significativité est réalisé par une ANOVA 

(P≤0 05)    n   c e  . Les valeurs dotées de mêmes lettres ne sont pas significativement différentes suivant le test Student t. 

 

La population initiale ensemencée est, pour toutes les souches, d’envi  n 10
6
 cellules/mL. En 

l'absence d’    n l (témoin, 0% v/v), nous constatons pour toutes les souches une phase de 

l  ence d’envi  n 3  e  es. Les      de c  iss nce s n  c      bles (de l’  d e de 0 36  
-1

). 

En    sence de 4% d’    n l  les  e  s de l  ence s n  d  bl s. En    sence de 8%  n  s 

c ns    ns des  e  s de l  ence d’envi  n 12 heures, quelles que soient les souches étudiées. 

Les taux de croissances maximaux de la souche WT sont 0,23 et 0,13 h
-1

, pour 4 et 8% 

d’    n l   es ec ive en . Les nive    de     l  i ns    i     s nt de 5,1.10
7
 et 

3,7.10
7
cellules/mL, respectivement.  
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Les résultats obtenus pour la souche ∆erg2 sont similaires. Pour ∆erg3, les populations 

maximales obtenues à 24 heures (4,4.10
7
 et 2,0.10

7
cellules/mL) sont plus faibles. Les taux de 

croissance sont également plus faibles par rapport aux 5 autres souches analysées, avec 0,19 

et 0,11 h
-1
    4 e  8% d’    n l   es ec ive en . 

 ’es  l  souche ∆erg4 qui présente les taux de croissances les plus élevés, avec 0,28 et 0,15  

h
-1

, pour 4 et 8%, respectivement. Les niveaux de populations maximaux sont légèrement 

plus élevés, en comparaison avec les autres souches, avec 5,5.10
7
 et 3,8.10

7
cellules/mL, 

 es ec ive en . N  s    v ns    le en   e   q e       4% d’    n l   ne c   be de 

croissance biphasique, avec une population mesurée à 12 heures, identique à celle obtenue en 

 bsence d’    n l.  

Les populations et les taux de croissances pour les souches ∆erg5 et ∆erg6 sont similaires à 

ceux obtenus pour ∆erg3  en    sence de 8% d’    n l.  es de   s  c es    sen en  des 

populations maximales à 24 heures de 2,3.10
7
 et de 2,1.10

7
 cellules/ml en présence de 8% 

d’    n l.    

Ces résultats  laissent supposer q ’il      i   se   ne c ncen    i n  el  ive en   lev e (8% 

d’    n l)       bse ve  des différences entre la souche Wild type et les 5 mutants étudiés. 

Le mutant ∆erg4 semble plus adapté que WT, avec une biomasse supérieure obtenue, quelle 

que soit la concentration en éthanol testée. La souche ∆erg2, quant à elle, se comporte comme 

le témoin. Les mutants les plus sensibles sont ∆erg3, ∆erg5 et ∆erg6. 

 

1.3. Effet d’un choc éthanol sur la viabilité de la souche WT et la souche mutante ∆erg6 

Pour étudier  le comportement des souches soumises à un choc éthanol, nous avons retenu la 

souche sauvage, Wild type (souche de référence) et un seul mutant, ∆erg6, présentant la plus 

   nde sensibili     l     sence d’    n l d ns le  ilie  de c  iss nce. 

Le c  i  d’   die   n se l     n  (Δerg6) est conditionné par le fait que ce mutant est 

souvent comparé dans la littérature à la souche sauvage en ce qui concerne son comportement 

vis-à-vis de nombreux stress, tels que les stress osmotiques, thermiques et oxydatifs (Sharma, 

2006 ; Abe et al., 2009 ; Dupont et al,. 2011, 2012). De plus, le gène erg6 intervient le plus 

 ô  d ns l  v ie de s n  èse de l’e   s    l et le mutant Δerg6 est la première souche mutante 

viable dans les conditions standards de croissance. Ce mutant accumule principalement le 

zymostérol (Zinser et al., 1993 ; Munn et al., 1999). 
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1.3.1. Comparaison de l’effet d’un choc éthanol (10 et 14%) sur cellules cultivées en 

conditions statiques ou sous agitation 

Deux chocs éthanol ont été testés  (10 et 14% v/v) sur  un temps total de 3 heures. Les  

cellules sont cultivées en conditions statiques ou sous agitation.  

 

1.3.1.1. Cultures statiques 

A in d’   die  l’i   c  des c ndi i ns de c l   e s   l  lev  e s   ise    n c  c     n l  

nous avons cultivé les levures sans agitation. Les pré-cultures et cultures sont réalisées dans 

les tubes stériles contenant 10mL de milieu MWm. Ensuite, les levures lavées sont transférées 

dans 1mL de solution binaire (eau/glycérol) de façon à obtenir une population initiale de 10
6
 

cell le  L. L’e  e  des c  cs     n ls   10 e  14% s   l   e b  ne  l s iq e es   es        

cytométrie en flux (marquage IP) et la viabilité des cellules est mesurée par méthode UFC 

(minimun 3 répétitions biologiques). La Figure 24 (A, B et C) présente le taux de cellules 

altérées et la Figure 25 (A  B e   )    sen e l’ v l  i n de l  vi bili   cell l i e des s  c es. 

Les deux souches WT et Δerg6 ont été préalablement cultivées en conditions statiques sur 

milieu MWm et récoltées après 24 heures de croissance. Dans chaque cas, un témoin est 

   lis  ( bsence d’    n l d ns le  ampon).  

 

Figure 24 : Evolution des pourcentages de cellules perméabilisées (marquées par l’IP) pour les 

souches WT et Δerg6 au cours d’un choc éthanol à 0% (A témoin), 10% (B) et 14% (C) réalisé 

sur un temps total de 3 heures. Cultures non agitées. Chocs réalisés dans une solution binaire : 

eau-glycérol. Les valeurs sont une moyenne de trois répétitions biologiques. Le test de significativité est réalisé par une 

ANOVA (P≤0 05)    n   c eur. Les valeurs dotées de mêmes lettres ne sont pas significativement différentes suivant le test 

Student t. 

a 
a a ab ab 

ab 

0

10

20

30

40

50

0 H 1 H 3 H

C
e
ll

u
le

s 
m

a
r
q

u
é
e
s 

à
 l

'I
P

 (
%

) 

Temps (heures) 

0% d'ethanol (A) 

WT Δerg6 

0

10

20

30

40

50

0 H 1 H 3 H

Temps (heures) 

10% d'ethanol (B) 

WT Δerg6 

a 

   cd 

bc 

  d 

de 

   ab 

0

10

20

30

40

50

0 H 1 H 3 H

Temps (heures) 

14% d'ethanol (C) 

WT Δerg6 

a 

ef 

f 

g 

 g 

ab 



 

 

 Résultats et Discussions  
  

     81  
  

La Figure 24 montre q e les cell les   in iennen  le   in    i    e b  n i e en l’ bsence 

d’    n l. En e  e   les        i ns de cell les  e    bilisées après 3 heures sont de 2 et 7% 

     les s  c es W  e  Δerg6, respectivement. En revanche, la membrane des deux souches 

est affectée en présence de  10% e   14% d’    n l. A  ès  ne  e  e de   in ien en présence 

de 10% d’    n l, on a 10,0 % et 12,1% de cellules dont la membrane est perméabilisée pour 

les s  c es W  e  Δerg6, respectivement. Après 3 heures de traitement, ces proportions 

   ei nen  15 5% e  17 6%   es ec ive en       les s  c es W  e  Δerg6. 

D’ ne   niè e si il i e  le choc éthanol à 14% pendant 1 heure entraine des taux de cellules 

perméabilisées compris entre 23,8% et 29,9% et des taux de 39,6 % et 45,7% après 3 heures 

de traitement, respectivement pour les souches W  e  Δerg6. 

Il n’      s de di    ence si ni ic  ive des v le  s  b enues pour les deux souches. 

 

Figure 25 : Evolution de la viabilité des levures (méthode UFC) exprimée en pourcentage au 

cours d’un choc éthanol à 0% (A-témoin), 10% (B) et 14% (C) – 100% correspond à la 

population initiale (10
6
 cellules/mL). Cultures non agitées. Chocs réalisés dans une solution 

binaire : eau-glycérol. Les valeurs sont une moyenne de trois répétitions biologiques. Le test de significativité est 

   lis       ne ANOVA (P≤0 05)    n   c e  . Les v le  s d   es de  ê es le   es ne s n    s si ni ic  ive en  di    en es 

suivant le test Student t. 

 

  nce n n  l’ v l  i n de l  vi bili   des levures (Fig. 25), la viabilité des cellules se 

  in ien     ès 1  e  e d’inc b  i n en  bsence d’    n l (    ins). Après trois heures, la 

vi bili   c   e   77 e  80%    es ec ive en       les s  c es W  e  Δerg6.  
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A 10% d’    n l     b    d’ ne  e  e   n  e d envi  n 10% de vi bilité pour les deux 

s  c es. L   e  e es  de 30%    ès 3  e  es         s les de   s  c es W  e  Δerg6.  

De l   ê e   niè e       14% d’    n l   n  bse ve  ne  e  e de vi bili   d’envi  n 40% 

après 1 heure et de 65% après 3 heures, pour les deux souches. 

 

L’ense ble de ces   s l   s d   n  e q e le c  c     n l en   îne  ne  l     i n de l’in    i   

membranaire (perméabilisation) des cellules, quantifiable après 1 heure de traitement. Si la 

   l n   i n de l’inc b  i n  end n  3  e  es ne se ble   s   di ie  le      d’ l     i n 

membranaire lors du choc à 10% d’    n l   n  bse ve  ne     en   i n d       d’ l     i n 

(de 30 à 40% environ de cellules perméabilisées) si on prolonge le temps de choc à 3 heures 

en    sence de 14% d’    n l.  

Les taux de perméabilisation observés sont corrélables aux taux de mortalité observés par 

méthode UFC.  

L’ense ble des   s l   s ne   vèle   s de di    ence si ni ic  ive en  e les s  c es W  e  

Δerg6  q e ce s i  s   l’in    i   de l   e b  ne    s   l  vi bili  .  

 

1.3.1.2. Cultures sous agitation  

Le même protocole de culture que précédemment est suivi, excepté que les pré-cultures et 

cultures sont réalisées dans 25 mL de milieu en erlenmeyers de 150 mL, sous agitation 

orbitale de 130 rpm. La Figure 26 (A, B et C) présente le taux de cellules perméabilisées et la 

Figure 27 (A  B e   )    sen e l’ v l  i n de l  vi bili   cell l i e des s  c es W  e  Δerg6 

préalablement cultivées sous agitation sur milieu MWm. Comme précédemment, deux 

concentrations en éthanol ont été testées lors des chocs : 10 et 14% (v/v).  
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Figure 26 : Evolution des pourcentages de cellules perméabilisées (marquées par l’IP) pour les 

souches WT et Δerg6 au cours d’un choc éthanol à 0% (A-témoin), 10% (B) et 14% (C). 

Cultures menées sous agitation. Chocs réalisés dans une solution binaire : eau-glycérol. Les valeurs 

s n   ne    enne de    is      i i ns bi l  iq es. Le  es  de si ni ic  ivi   es     lis       ne ANOVA (P≤0 05)    n 

facteur. Les valeurs dotées de mêmes lettres ne sont pas significativement différentes suivant le test Student t. 

 

Les résultats présentés dans la Figure 26 montrent que les levures présentent une très faible 

       i n de cell les  e    bilis es (de 2   6%) en l’ bsence d’    n l      les s  c es 

W  e  Δerg6 pendant 3 heures. 

A  b    d’ ne  e  e de    i e en    10% d’    n l  les pourcentages de cellules 

 e    bilis es s n  de 9 4% e  10 5%   es ec ive en       les s  c es W  e  Δerg6. Après 

trois heures de traitement, ces taux atteignent 17,1% et 22,8%, respectivement. Les 

différences entre les souches ne sont cependant pas significatives. Il en est de même pour le 

   i e en  d’ ne  e  e   14% d’    n l  vec des v le  s de 16 9% e  22 4% de cell les 

perméabilisées. Cependant, après 3 heures de traitement, nous avons trouvé une différence 

significative entre les valeurs de pourcentages de cellules perméabilisées avec 26,9% et 

38 3%   es ec ive en       les s  c es W  e  Δerg6. 

  nce n n  l’ v l  i n de l  vi bili   des levures (Fig. 27), en l’ bsence d’    n l e     ès 

d’ ne  e  e de    i e en   le      de vi bili   des cell les es  d’envi  n 92% e     b    de 3 

heures, de 86% pour les deux souches.  

A 10% d’    n l     b    d’ ne  e  e   n   envi  n 89% de s  vie      la souche  WT et 

envi  n 83%      le     n  Δerg6. Au bout de 3 heures, des valeurs de 66% et 67% de 

survie sont obtenues respectivement pour la souche W  e  Δerg6.  
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P    le    i e en    14% d’    n l  les      de vi bili    b en s s n  d’envi  n 77% e  de 

74% après 1 heure et de 54% et 43% après 3 heures, respectivement pour les souches WT et 

Δerg6. 

Il n’      s de di    ence si ni ic  ive en  e l  s  c e W  e  le     n  Δerg6. 

 

Figure 27 : Evolution de la viabilité des levures (méthode UFC) exprimée en pourcentage au 

cours d’un choc éthanol à 0% (A-témoin), 10% (B) et 14% (C) - 100% correspond à la 

population initiale (10
6
 cellules/mL). Cultures menées sous agitation. Chocs réalisés dans une 

solution binaire : eau-glycérol. Les valeurs sont une moyenne de trois répétitions biologiques. Le test de 

si ni ic  ivi   es     lis       ne ANOVA (P≤0 05)    n   c e  . Les valeurs dotées de mêmes lettres ne sont pas 

significativement différentes suivant le test Student t. 

 

1.3.1.3. Discussion 

La comparaison des données entre cultures agitées et non agitées met en évidence une plus 

forte résistance de la souche WT, lors des c  cs   14%   vec  ne c   e d’envi  n 10% de 

cellules altérées à 1 heure et 3 heures de traitement sur cellules cultivées sous agitation. La 

survie cellulaire de la souche sauvage est également améliorée avec 54% de cellules viables 

après 3 heures à 14% d’    n l c n  e 37% s   cell les c l iv es en condition statique et 

   i  es de l   ê e   niè e. D ns les c ndi i ns de c l   e s   iq e  l’    ène diss  s es  

  ins i      n  en c      is n    ne c l   e   i  e. O   l’    ène es   n  l  en  

indispensable à la synthèse des stérols chez les levures (Shobayashi et al., 2007). Il est ainsi 

probable que la limitation en oxygène conduise à une synthèse de stérols différents 

(   c  se  s de l’e   s    l)      des q  n i  s d’e   s    l in   ie  es c ez l  s  c e 
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sauvage dans le cas de la culture statique. Cette hypothèse pourrait expliquer la plus forte 

résistance des levures cultivées sous agitation par rapport aux cellules cultivées de manière 

statique.  

Bien q ’il apparait une tendance à une meilleure résistance   l’    n l c ez l  s  c e W   

comparée au mutant Δerg6, les concentrations en éthanol mises en œ v e n’ n    s  e  is de 

    ve  des c ndi i ns   elle en  disc i in n es   e  e   n  d’ b eni  des di    ences 

significatives entre les deux souches. Nous avons donc testé des concentrations en éthanol 

plus fortes (16, 18, 20, 30 et 40% v/v)  vec  n  e  s d’e   si i n d’ ne  e  e sur cellules 

cultivées sous agitation (pas de limitation en oxygène). 

 

1.3.2. Effet de chocs éthanol à 16, 18, 20, 30 et 40% v/v sur la viabilité et sur l’intégrité 

membranaire 

Le    q   e des lev  es   l’IP    lis     ès les di    en s traitements (Fig.28 A, B, C, D, E et 

F)   n  e l’i   c  de l’    n l   di    en es c ncen    i ns s   l’in    i   de l   e b  ne 

des souches. 

En l'absence d'éthanol (témoins), une très forte proportion des cellules reste intègre avec un 

   i    de 5% de cell les  e    bilis es    ès 1  e  e d’inc b  i n.  

A  ès 1  e  e d’inc b  i n en    sence de 16% d’    n l   n  b ien   n      de 

perméabilisation de 26,1 %  pour le WT et de 35,6 % pour la souche  ∆erg6. Ce taux est de 

37,8 % pour le WT et de 66,3 % pour la souche  ∆erg6  en    sence de 18% d’    n l.  

L’inc b  i n de 1  e  e   20% d’    n l en   îne des      de  e    bilis  i n de 61 2 % e  

88 5 %      les s  c es W  e   Δerg6, respectivement. A pa  i  d’ ne c ncen    i n de 30% 

d’    n l  les      de  e    bilis  i n de de   s  c es  v isinen  100%    ès 1  e  e 

d’inc b  i n. Par contre, pour les concentrations inférieures testées, la souche WT est 

significativement moins affectée que la souche mutante. 
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Figure 28 : Evolution du pourcentage de cellules perméabilisées (marquées par l’IP) pour les 

souches WT et Δerg6 au cours d’un choc éthanol à 0% (A-témoin) ; 16% (B) ; 18% (C) ; 20% 

(D) ; 30% (E) et 40% (F). Cultures menées sous agitation. Chocs réalisés dans une solution 

binaire : eau-glycérol. Les valeurs sont une moyenne de trois répétitions biologiques. Le test de significativité est 

   lis       ne ANOVA (P≤0 05)    n   c e  . Les v le  s d   es de  ê es le   es ne s n    s si ni ic  ive en  di    en es 

suivant le test Student t. 
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  nce n n  l’ v l  i n de l  viabilité des levures, en l’ bsence d’    n l e     ès  ne  e  e 

de    i e en   le      de vi bili   des cell les es  d’envi  n de 95% e  de 92% (Fig. 29), avec 

des valeurs de viabilité mesurées de 6,8.10
5
 UFC/mL et de 6,3.10

5
 UFC/mL (Tableau 8), 

respectivement pour la souche WT et le mutant Δerg6. 

 

Figure 29 : Viabilité des levures (méthode UFC) exprimée en pourcentage après 60 minutes 

d’incubation en présence de 0% (A-témoin), 16% d’éthanol (B) et 18% d’éthanol (C). Cultures 

menées sous agitation. Chocs réalisés dans une solution binaire : eau-glycérol. Les valeurs sont une 

   enne de    is      i i ns bi l  iq es. Le  es  de si ni ic  ivi   es     lis       ne ANOVA (P≤0 05)    n   c e  . Les 

valeurs dotées de mêmes lettres ne sont pas significativement différentes suivant le test Student t. 

 

En    sence d’    n l   n  es  e  ne c   e de vi bili   n n si ni ic  ive en  di    en e en  e 

les deux souches, respectivement de l’  d e de 35%      16% d’    n l (Fi . 29B) e  de 

l’  d e de 19%      18% d’    n l (Fi .  29 ). 
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Tableau 8 : Viabilité des souches WT et Δerg6 (méthode UFC) exprimée en log après une heure 

d’incubation en présence de 0, 20, 30 et 40% d’éthanol. Cultures menées sous agitation. Chocs 

réalisés dans une solution binaire : eau-glycérol. 

Temps (heure)  

[EtOH] 

0H 1H 

Souche WT  Souche Δerg6 Souche WT  Souche Δerg6 

0% 

5,95 ± 0,03
a 5,90 ± 0,01

a 

5,83 ± 0,03 
a 5,80 ± 0,02 

a 

20% 3,80 ± 0,08 
b 2,75 ± 0,16 

c 

30% 0,75 ± 0,39 
d 0,53 ± 0,17 

d 

40% 
1 ou 2 colonies après 4 jours 

d’inc b  i n en b î e de Pétri 

Les valeurs son   ne    enne de    is      i i ns bi l  iq es. Le  es  de si ni ic  ivi   es     lis       ne ANOVA (P≤0 05) 

à un facteur. Les valeurs dotées de mêmes lettres ne sont pas significativement différentes suivant le test Student t. 

 

En    sence de 20% d’    nol, après 60 minutes de traitement, les valeurs de viabilité 

mesurées chutent de façon drastique pour la souche WT avec 6,4.10
3
 UFC/mL et, pour la 

souche mutante, 5,9.10
2
 UFC/mL (Tableau 8). Les différences de populations mesurées entre 

les deux souches sont significativement différentes. Cependant, lorsque la concentration 

 es  e es  s    ie  e       le    30% d’    n l   n ne     ve   s de di    ence si ni ic  ive 

en  e les de   s  c es   vec des v le  s de vi bili    b en es   ès   ibles  de l’  d e de 6.10
5
 

UFC/ml. 

 

1.4. Discussion 

Les objectifs des travaux réalisés dans ce premier chapitre étaient, dans un premier temps, de 

    ve  des c ndi i ns d’   lic  i n d’ n s  ess     n l  e  e   n  de disc i ine  les 

différentes souches utilisées, en fonction de leur mutation dans la voie de biosynthèse de 

l’e   s    l. L     sence d’e   s    l d ns les  e b  nes lev  iennes es   ec nn e c   e 

indis ens ble    ne b nne    d c i n e    l   nce   l’    n l c ez les lev  es œn l  iq es 

(Henderson et al., 2013). Ceci se concrétise, en pratique de vinification, par le soin de vérifier 

l     sence d’ ne  ene      i  le en     ène diss  s  end n       le d    le en  de l  

fermentation alcoolique (Ribéreau-Gayon et al., 2006). La levure modèle utilisée ici (levure 

de lab     i e) ne   ssède q ’ ne   ès   ible  c ivi    e  en  i e  ce q i ne n  s     s  e  is 

de    sse   l s l in n   e inves i   i n. N  s      i ns envis  e  d ns l’ veni  de générer 
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n s      es     n s     ec  s d ns l  v ie de bi s n  èse de l’e   s    l        i  d’ ne lev  e 

œn l  iq e.  eci n  s  e  e    i  d’   die  le lien en  e l  n    e des   inci     s    ls 

   sen s d ns les  e b  nes lev  iennes e  l’ lc  l -tolérance des levures destinées aux 

fermentations alcooliques. Nous avons donc choisi de cultiver les souches levuriennes sur 

 ilie  M l  Wicke       di i  en    sence d’    n l e   ène   el q e d ns de n  b e ses 

études référencées (Beaven  et al., 1982 ; Henderson et al., 2013 ; Henderson et al., 2014). 

Dans ces n  velles c ndi i ns  l’       d’    ène    c   s de l  c l   e en    sence 

d’    n l es  indis ens ble   in de s’ ss  e  des c ndi i ns    i  les de s n  èse de 

l’e   s    l c ez l  s  c e Wild type, témoin de nos expérimentations. Une seule souche 

mutante a été retenue pour la suite de l’   de  il s’  i  d      n  Δerg6 pour étudier de façon 

plus approfondie les événements membranaires conduisant à la survie ou à la mort des 

lev  es l  s de  e    b  i ns     n liq es. L’e  e  di ec  de l’    n l s   l   e b  ne es  

 n l s      l’ v l  i n des     cen   es de cell les  e    bilis es (   q  es     l’IP)  en 

c    l  i n  vec l’ v l   i n « classique » de la viabilité, par la méthode UFC. 

Le contact de l’    n l avec les cellules entraîne une perméabilisation mesurable pour une 

concentration en éthanol supérieure à 10% v v. L’e  e   e    bilis n  es  d’    n   l s      

que la concentration en éthanol est élevée (Fig. 28). Cet effet est probablement lié au pouvoir 

 l idi i n  de l’    n l  l   e en  d c i  d ns l  li        e (Sw n & Watson, 1997, 1999 ; 

Dinh et al., 2008 ; Ding et al., 2009)  c nd is n    l’ l     i n d   ôle de b   iè e de l  

membrane plasmique. Mais, les résultats obtenus démontrent que la nature des stérols 

membranaires influe sur cet effet puisque la souche sauvage présente une proportion de 

cellules in è  es  l s i      n e q e l  s  c e Δerg6 après un choc à 20% de 60 min (Fig. 

28). La viabilité est, de plus, significativement différente  entre la souche témoin WT et la 

s  c e Δe  6     ès 60  in  es d’inc b  i n (  ble   8).  e end n   il se ble  i  que, pour 

des c ncen    i ns  l s  lev es en     n l  l  n    e des s    ls n’ it  l s d’in l ence  

  isq e il n’     l s de di    ence si ni ic  ive     ès 1  e  e de    i e en    30% d’    n l  

entre les deux souches. Les résultats présentés dans la Figure 28 et le Tableau 8 permettent 

d’  e   e des       èses s   les   c nis es  e b  n i es c nd is n     ne  e  e   ès 

i      n e d’in    i   de l   e b  ne  l s iq e e   de ce   i    ne  e  e i      n e de 

viabilité. La membrane, gravement endommagée par l’   li  de d  s  ess     n l ne  e   

être « protégée »     l’ c i n d  s    l  conduisant vraisemblablement à la rupture et à la 

déformation particulière de la membrane plasmique. 

Ces premiers résultats nous permettent de déterminer les conditions d'application de stress  
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éthanol conduisant à la mort ou à la survie des levures. Ils mettent également en évidence 

l’e is ence d’ ne c    l  i n       les c ncen    i ns en     n l  es  es  en  e le     cen   e 

de cellules perméabilisées et le pourcentage de mort li   cell l i e  s      n  q e l’    n l 

induit de façon indirecte une mortalité cellulaire, qui serait dépendante de la nature des stérols 

membranaires. En effet, la souche sauvage WT présente une proportion de cellules intègres 

plus importante que la souche Δerg6 après un choc à 20% de 60 minutes. 

 

A in de  ie         ende  l’e  e  di ec  e  indi ec  de l’    n l s   l   e b  ne  l s iq e  

nous avons élaboré une stratégie originale, consistant à appliquer de façon limitée dans le 

temps le stress éthanolique. Une seule concentration a été retenue dans la poursuite de notre 

étude : 20% d’    n l. 
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CHAPITRE II : EFFET D’UN CHOC ETHANOL 20% V/V – 

COMPARAISON SOUCHE  WILD TYPE ET SOUCHE ΔERG6 

 

Un c  c     n l   20%  s ivi d’ ne inc b  i n s    n  e  s de 60  inutes, conduit à des 

taux de survies entre les deux souches WT et Δerg6 significativement différents. Ce chapitre 

vise à expliquer les différences observées. Pour cela, différentes stratégies ont été 

d vel    es. A in de c     e  l’e  e  di ec  de l’    nol sur les membranes plasmiques chez 

les de   s  c es  l’ v l  i n de l   e    bilis  i n de l   e b  ne         v l  e    c   s 

d   e  s d’inc b  i n     c       ie s   cell les    q  es   l’IP. N  s  v ns    le en  

q  n i i  l’ v l  i n de l   l idi    embranaire, par  es  e d’ nis     ie de  l   escence 

avec marquage au TMA-DP . L’e  e  indi ec  de l’    n l        l s    cis  en   n l s  en 

appliquant chez les deux souches le choc éthanol sous forme de « pulse » (20% v v d’    n l 

– 15 minutes). Dans de  elles c ndi i ns d’   lic  i n d  s  ess     n l  n   e    de s’es  

achevée par la quantification via l’ n l se    nsc i    iq e des nive    de    nsc i  i n des 

  inci      ènes    q e  s d’   d  i n. 

 

2.1. Effet d’un choc éthanol à 20% sur la viabilité et sur l’intégrité membranaire 

2.1.1. Effet direct d’un choc éthanol à 20% pendant 60 minutes 

A in de  ie         ende  l  cin  iq e de      li   des cell les l  s d’ n choc éthanol à 

    e c ncen    i n  n  s  v ns    di  l’ v l  i n de l’in    i   de l  membrane au cours du 

temps (0, 15, 30 et 60 min) suite au choc  éthanol à 20% (protocole schématisé en Fig. 30). 

Parallèlement, nous avons également effectué, pour les mêmes conditions, des mesures de 

viabilité. Les cellules sont cultivées sous agitation  v n  l’   lic  i n des chocs.  
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Figure 30 : Schéma du protocole utilisé afin d’étudier l’évolution de l’intégrité membranaire et 

de la viabilité au cours du temps après un choc éthanol à 20% pendant 60 minutes. 

 

2.1.1.1. Cinétique de perméabilisation membranaire lors d’un choc éthanol à 20% pendant 

60 minutes 

L’ v l  i n de l   e    bili   de l   e b  ne  l s iq e des lev  es    c   s de 

l’inc b  i n es   es   e     c       ie    ès    q   e   l’I d  e de P   idi   (IP). Les 

résultats sont issus au minimum de trois répétitions biologiques. 

La Figure 31 (A et B) présente l’ v l  i n des  taux de cellules perméabilisées, après le choc 

e     c   s de l’inc b  i n en    sence de 20% d’    n l  des s  c es W  e  Δerg6 

préalablement cultivées sous agitation. 
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Figure 31 : Evolution au cours du temps des pourcentages de cellules perméabilisées (marquées 

par l’IP) pour les souches WT et Δerg6 au cours d’un choc éthanol à 0% (A) et 20% (B). Les 

vale  s s n   ne    enne de    is      i i ns bi l  iq es. Le  es  de si ni ic  ivi   es     lis       ne ANOVA (P≤0 05)    n 

facteur. Les valeurs dotées de mêmes lettres ne sont pas significativement différentes suivant le test Student t. 

 

En l’ bsence d’  hanol, les levures présentent une très faible proportion de cellules 

 e    bilis es  envi  n de 1   6%      les s  c es W  e  Δerg6,  pendant 60 minutes. 

Après quinze minutes de traitement en    sence de 20% d’    n l  les pourcentages de 

cellules perméabilis es s n  de l’  d e de 32% c ez les de   s  c es e  n’ v l en    s 

significativement    ès 30  in  es d’inc b  i n. En  ev nc e        i  de 60  in  es de 

traitement, les valeurs obtenues augmentent de façon drastique, avec respectivement 60,4% et 

85,5% de cellules perméabilisées pour la souche WT et le mutant Δerg6.  

 

2.1.1.2.  Mesure de la mortalité induite par le choc éthanol à 20% après 60 minutes   

L  Fi   e 32    sen e les vi bili  s des s  c es W  e  Δerg6 mesurées par méthode UFC 

après 30 et 60 minutes d’inc b  i n en    sence de 20% d’    n l. 
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Figure 32 : Viabilité des levures après 30 et 60 minutes d’incubation en présence de 0% (A) et 

20% d’éthanol (B). Les valeurs sont une moyenne de trois répétitions biologiques. Le test de significativité est réalisé 

     ne ANOVA (P≤0 05)    n   c e  . Les v le  s dotées de mêmes lettres ne sont pas significativement différentes suivant 

le test Student t. 

 

Les résultats présentés dans la Figure 32 montrent des différences de populations mesurées 

entre les deux souches significativement différentes à  30 min et 60 min. Après 30 minutes de 

traitement, les valeurs de viabilité mesurées chutent de façon drastique pour la souche WT 

avec 2,0.10
4 

UFC/mL et, pour la souche mutante, 1,5.10
3 

UFC/mL. Après 60 min 

d’inc b  i n   n d n  b e c ez la souche WT 6,4.10
3 

UFC/mL et chez le mutant Δerg6, 

5,9.10
2
 UFC/mL. 

L     l n   i n de l’inc b  i n de 30   60  in  es n’ l è e   s de   ç n si ni ic  ive l  

viabilité des deux souches. 

 

2.1.1.3. Effet direct du choc éthanol sur la fluidité membranaire 

Afin de mieux       ende  l’e  e  ins  n  n  de l’    n l s   l   l idi    e b  n i e des 

de   s  c es  n  s  v ns    di  l’ v l  i n de l   l idi   de l   e b  ne    c   s d   e  s 

(0, 15, 30 et 60 min) suite à un choc réalisé directement sur les cellules après incorporation de 

la sonde TMA-DPH. Plus précisément, après culture, récolte et lavage des cellules, nous 

ajoutons 1µL de la solution 10 mM TMA-DPH dans 2,4 mL de suspension cellulaire à une 

DO600 de 0 6. A  ès 30  in d’   en e j sq ’  s  bilis  i n d  si n l  0 6  L d’    n l     
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sont ajoutés dans l  c ve   in d’ b eni   ne c ncen    i n  in le de 20% (v v) e   ne DO600 

finale de 0,5. La concentration finale de TMA-DPH est de 3,3 µM. Les concentrations de 

TMA-DPH citées dans la bibliographie sont comprises entre 0,5 et 5 µM (Sharma 2006 ; Abe 

et Hiraki 2009). L’ v l  i n de l   l idi    e b  n i e es  s ivie    c   s d   e  s. Les 

v le  s d’ nis     ie c lc l es s n   elev es     es les 8 secondes pendant 10 min après 30 

minutes de stabilisation du signal. Le protocole utilisé est schématisé Figure 33. Les résultats 

obtenus sont présentés Figure 34. 
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Au point 2400s, ajout de 0,6 mL d’EtOH pur pour [EtOH] finale de 20% ; 

  

     

Volume final de 3 mL / DO600nm = 0,5 

  

     

Ajout de 0,6 mL d’eau- glycérol pour les contrôles 

   

  

  

                  

  

  

                 

   

pour 0min (Mesure de la fluidité membranaire pendant 60min) 

  

     

  

                 

     

  

                 2,4 ml de suspension cellulaire à DO600nm = 0.6   0'       15'       30'       45'       60'     

          1 µL de TMA-DPH    =>   0'     10'   20' 
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                       Figure 33 : Schéma du protocole utilisé pour étudier l’évolution de la fluidité membranaire suite à un choc éthanol à 20% v/v. T° maintenue à 25°C. 

(‘) : minute, (s) : seconde 
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Figure 34 : Evolution au cours du temps de la fluidité membranaire pour les souches WT et 

Δerg6 suite à un choc éthanol 20%. Variations exprimées en % par rapport à la valeur initiale 

d’anisotropie. Les valeurs initiales d’anisotropie sont de 0,284 et 0,263 pour les souches WT et 

Δerg6, respectivement. Les valeurs sont une moyenne de trois répétitions biologiques. Le test de significativité est 

   lis       ne ANOVA (P≤0 05)    n   c e  . Les v le  s d   es de  ê es le   es ne s n    s si ni ic  ive en  di    en es 

suivant le test Student t. 

 

Les v le  s     ins d’ nis     ie      les de   s uches obtenues à 25°C sont respectivement 

de 0,284 et 0,263. Ces valeurs sont cohérentes avec celles déjà obtenues dans la bibliographie 

(Sharma, 2006; Abe et Hiraki, 2009) et mettent en évidence une membrane initialement plus 

fluide chez le mutant Δerg6. 

En  bsence d’    n l  l   l idi    es e  el  ive en  s  ble    c   s d   e  s c ez l  s  c e 

sauvage. Par contre, il est observé une fluidification progressive de la membrane de la souche 

Δerg6   vec  ne c   e de 3% de l  v le   ini i le d’ nis     ie    ès 60   in  es d’inc b  i n 

(Fi . 34). A  ès  j    de l’    n l   n  bse ve   15  in  es  ne  l idi ic  i n des  e b  nes. 

 e end n   les v  i  i ns d’ nis     ie s n  c      bles c ez les de   s  c es.  eci s   è e 

q e l’e  e   l idi i n  ins  n  n  de l’ thanol ne dépend pas de la nature des stérols présents 

dans la membrane. Après 15 minutes, pour la souche WT, le niveau de fluidité membranaire 

 es e s  ble j sq ’  60  in  es d’inc b  i n.   ez l  s  c e Δerg6, une rigidification est 

 bse v e    ès 15  in  es   vec  ne v le   d’ nis     ie c      ble   l  v le   ini i le 

obtenue dès la 30
ème

  in  e d’inc b  i n. 
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2.1.2. Effet indirect du choc éthanol  appliqué sous forme de « pulse » (20% v/v d’éthanol – 

15 minutes) 

A in de c    end e le   c nis e     leq el l’    n l    ec e l’in    i   de l   e b  ne 

plasmique des deux souches, nous avons réalisé le choc éthanol sur une durée de 15 minutes 

e   v ns ens i e s ivi l’ v l  i n de l’in    i    e b  n i e    c urs du temps après retour 

dans un milieu sans éthanol. Le s ivi de l’ v l  i n de l’in    i    e b  n i e e  de l  

viabilité a été prolongé sur une durée totale de 3 heures après retour dans un milieu sans 

éthanol (tampon-glycérolé). Le protocole utilisé est schématisé dans la Figure 35. 

A 

 

 

 

 

 

 

Figure 35 : Schéma du protocole mis en œuvre pour le suivi de l’évolution de l’intégrité  

membranaire et de la viabilité au cours du temps après un choc éthanol à 20% v/v pendant 15 

minutes. (N.D. : Non déterminé) 

 

2.1.2.1. Effet d’un choc éthanol à 20% pendant 15 minutes (« pulse ») sur l’intégrité 

membranaire – suivi pendant 3 heures 

La Figure 36 (A et B) présente l’ v l  i n d        de cellules perméabilisées chez les  

souches WT et ∆erg6, soumises au « pulse éthanol ». Les levures sont préalablement cultivées 

sous agitation avant application du choc. 
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Figure 36 : Evolution des pourcentages de cellules perméabilisées (marquées par l’IP) pour les 

souches WT et Δerg6 sans choc éthanol (A) et après un choc éthanol à 20% de 15 min puis 

retour à une condition sans éthanol (B). (N.D. : Non Déterminé). Les valeurs sont une moyenne de trois 

     i i ns bi l  iq es. Le  es  de si ni ic  ivi   es     lis       ne ANOVA (P≤0 05)    n   c e  . Les valeurs dotées de 

mêmes lettres ne sont pas significativement différentes suivant le test Student t. 

 

En l’ bsence d’    n l  les lev  es    sen en   ne   ès   ible        i n de cell les 

 e    bilis es  envi  n de 1   6%      les s  c es W  e  Δerg6 pendant les 180 minutes 

d’e    ience (Fig. 36A).  

Après le choc éthanol (Fig. 36B),      in  30  in (15  in d ns l’    n l 20% + 15  in d ns 
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 n  ilie  s ns     n l)  l         i n de cell les  e    bilis es n’es    s si ni ic  ive en  

différente entre les deux souches, avec des valeurs de 26,5% et 30,6% pour la souche WT et 

la souche Δerg6 respectivement. En revanche, à partir du point 60 min et j sq ’     in  180 

min, les différences entre les deux souches sont significatives. A 60 minutes, comme 

précédemment observé, le taux de cellules perméabilisées est significativement plus faible 

     l  s  c e W . L     l n   i n de l’inc b  i n en   îne d ns les de   c s  ne 

augmentation similaire du taux de cellules altérées, avec chez la souche mutante Δerg6 des 

     d’ l     i n s    ie  s d’envi  n 20%               l  s  c e s  v  e. Ainsi, ces 

  s l   s   n  en  q e l  di    ence de l’e  e   e    bilis n  de l’    n l  en   nc i n de l  

nature des stérols présents dans la membrane est significative entre la 15
ème

 et la 30
ème

 minute 

d’inc b  i n     ès  e   i  de l’    n l d   ilie . L     l n   i n de l’inc b  i n en   ine  ne 

 ê e cin  iq e d’ l     i n  e b  n i e c ez les de   s  c es    di es.  

 

2.1.2.2. Effet d’un choc éthanol à 20% pendant 15 minutes (« pulse ») sur la viabilité 

membranaire – suivi pendant 3 heures 

La Figure 37 présente les viabilités cellulaires des souches WT et Δerg6 mesurées par 

méthode UFC. 

 

Figure 37 : Viabilité des levures (méthode UFC) pour les souches WT et Δerg6 sans choc éthanol 

(0%) et après un choc éthanol à 20% - 15 min puis retour à une condition sans éthanol. Les valeurs 

s n   ne    enne de    is      i i ns bi l  iq es. Le  es  de si ni ic  ivi   es     lis       ne ANOVA (P≤0 05)    n   c e  . 

Les valeurs dotées de mêmes lettres ne sont pas significativement différentes suivant le test Student t. 

a a a a a a 
a 

bc cd 
de de e 

ef ef f 
f 

g 
gh 

h 

0

2

4

6

0 30 60 90 120 150 180

Lo
g 

 (
U

FC
/m

L)
 

Temps (min) 

WT- 0%

Δerg6 - 0% 

WT- 20% pdt 15min

Δerg6 - 20% pdt 15min 



 

 

 Résultats et Discussions  
  

     101  
  

La vi bili   des cell les se   in ien     ès 3  e  es d’inc b  i n  en l’ bsence d’    n l. Il 

n’      s de di    ence si ni ic  ive en  e l  s  c e W  e  le     n  Δerg6. 

Après choc éthanol, puis retour à une condition sans éthanol, les différences de populations 

mesurées entre les deux souches sont significativement différentes. Au point 30 minutes de 

traitement, les valeurs de viabilité mesurées chutent pour la souche WT avec 3,4.10
5 

UFC/mL 

et pour la souche mutante Δerg6, 7,7.10
4
 UF   L   l  s q ’  c ne di férence significative 

n’       bse v e précédemment sur les taux de cellules altérées. La prolongation de 

l’inc b  i n n’ l è e   s de   ç n si ni ic  ive l  vi bili   de l  s  c e W    l  s q ’ ne 

chute est observée chez le mutant à partir de 120 minutes. Après 180 minutes, les niveaux de 

population sont de 5,9.10
3
 UFC/mL pour la souche Δerg6, contre 8,7.10

4
 UFC/mL pour la 

souche sauvage. 

 

2.1.2.3. Effet indirect du stress éthanol appliqué sous forme de « Pulse » (20% v/v d’éthanol – 

15 minutes) sur la fluidité membranaire  

Le sc     d       c le   ilis    in d’   die  l’ v l  i n de l   luidité membranaire au cours 

du temps après un choc éthanol à 20% pendant 15 minutes est présenté Figure 38. Nous avons 

procédé comme suit : suite au choc éthanol à 20% pendant 15 min, les cellules sont lavées et 

remises en suspension dans du tampon- glycérolé de manière à obtenir une densité optique à 

600 nm (DO600) de 0,5. On ajoute ensuite 1 µL de la solution 10 mM TMA-DPH dans 3 mL 

de suspension cellulaire de manière à obtenir une concentration finale de 3,3 µM. La 

réalisation des mesures d’ nis     ie de florescence induite par le choc à éthanol appliqué 

sous forme de « Pulse » est conduite de la même façon que précédemment. Les résultats 

obtenus sont présentés Figure 39. 
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       0 (0+30)min 45 (15+30)min  60 (30+30)min 75 (45+30)min 90(60+30)min 

Figure 38 : Schéma du protocole utilisé pour la mesure de la variation de fluidité membranaire 

au cours du temps après un choc éthanol à 20% pendant 15minutes. Le point 45 min correspond à 

15 min d’incubation + 30 min de marquage afin de stabiliser le signal; idem pour les temps 60, 75 et 

90 min. 

 

 

Figure 39 : Evolution des fluidités membranaires (anisotropie de fluorescence) pour les souches 

WT et Δerg6 sans choc éthanol (0%) et après un choc éthanol à 20% de 15 min puis retour à une 

condition sans éthanol. Les variations d’anisotropie sont exprimées en % par rapport aux 

valeurs initiales. Les valeurs initiales d’anisotropie sont de 0,284 et 0,263 pour les souches WT et 

Δerg6, respectivement. Les valeurs sont une moyenne de trois répétitions biologiques. Le test de significativité est 

   lis       ne ANOVA (P≤0 05)    n   c e  . Les v le  s d   es de  ê es le   es ne s n    s si ni ic  ive en  di    en es 

suivant le test Student t. 
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     Après lavage, les cellules sont remises en suspension en 

tampon glycérolé sans EtOH  - Incubation à 25°C. 
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Les  e b  nes cell l i es de l  s  c e W    in iennen  le    l idi   en l’ bsence d’    n l 

(Fig. 39). En revanche, après le choc éthanol, la membrane apparait plus fluide dès la 45
ème

 

 in  e d’inc b  i n   vec  ne  e  e de 2 5 %               l  v le   d’ nis     ie ini i le.  e 

nive   de  l idi    es e s  ble    c   s de l’inc b  ion.  

En l’ bsence d’    n l  les  e b  nes cell l i es de l  s  c e     n e ∆erg6 se fluidifient 

   ès inse  i n de l  s nde. Le nive   de  l idi   se   in ien  ens i e  end n  l’inc b  i n des 

cellules. Suite au choc éthanol, la fluidification est significativement plus élevée que chez la 

s  c e s  v  e   vec  ne v  i  i n de l’  d e de 4%               l  v le   d’ nis     ie 

ini i le.  e nive   de  l idi    es e ens i e s  ble    c   s de l’inc b  i n. 

 

2.1.2. Discussion 

L’ense ble des   s l   s  b en s     l’   de de l’e  e  d’ n c  c éthanol direct ou indirect à 

20% permet d’  e   e l’      èse q e la nature des stérols membranaires semble influer sur 

l’e  e  n    i  de l’    n l. En e  e   la souche sauvage présente une proportion de cellules 

intègres plus importante que la souche Δerg6. Cependant, nous devons souligner que les 

 es  es d’ nis     ie    lis es    ès c  c     n l e  l  s d’ ne inc b  i n des cell les en 

   sence de l’    n l ne n  s  e  e  en    s a priori de conforter facilement le lien entre 

résistance à la fluidific  i n ind i e     l’    n l e  l  n    e des s    ls    sen s d ns l  

membrane. L’   li  de de  l idi ic  i n ind i e     l’ j    de 20% d’    n l es  iden iq e 

chez les deux souches. Le     blisse en  des v le  s d’ nis     ie ini i les en    sence 

d’   anol observé dès 15 minutes sur les membranes de la souche mutante reste cependant à 

e  liq e   d’    n   l s q ’il       d   n          v n  q ’ n  el choc (20 %) entrainait après 

30 minutes de traitement une altération (perméabilisation) plus importante de la membrane 

chez la souche mutante. On pourrait peut-ê  e    cise  q e l   es  e d’ nis     ie es   ne 

mesure globale. Une grande proportion de cellules perméabilisées dont la membrane est 

v  ise bl ble en  d s   c    e  e   c nd i e   des v le  s d’ nisotropie aberrantes. 

L’   lic  i n d  c  c     n l sous forme de « pulse » entraîne également une fluidification 

de la membrane plasmique qui semble être plus importante sur la souche mutante. En absence 

d’    n l    c   s de l’inc b  i n  les nive    de  luidité « acquis » suite au choc restent 

stables chez les deux souches étudiées.  
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L’    n l ind irait un effet indirect sur la membrane plasmique. Après un contact de 15 

minutes avec une concentration forte en éthanol, on observe une évolution de la 

perméabilisation membranaire ou de la viabilité des levures au cours du temps, même après 

 e   i  de l’    n l.  e  e  e  n’es  visible q e s   l  s  c e     n e Δerg6, alors que pour la 

souche WT, le taux de cellules perméabilisées reste constant (environ 30%) et deux fois plus 

  ible q e l  s d’ ne inc b  i n en    sence d’    n l (Fi . 31B). Même après retrait de 

l’    n l d   ilie   l     l n   i n de l’inc b  i n n’ l è e   s de   ç n si ni ic  ive l  

souche WT (Fig. 36B et 37). Il semble ainsi que la nature des stérols influe sur la 

 e    bilis  i n de l   e b  ne ind i e     l’    n l    c   s d   e  s. L  c  se de l   e  e 

d’in    i   de l   e b  ne    c   s d   e  s       i  ê  e l’ini i  i n d’ ne    d  i n l  s d  

c n  c   vec l’    n l q i c n in e  i  de se       e   ê e    ès  e   i  de cel i-ci. Il a en 

e  e               q e l’    n l    v i  c nd i e   des    n  ènes    d  i s    v n  ê  e 

impliqués d ns l       de cell les bi l  iq es. L’e   s    l  de     s  c   ci   de     ec i n 

des li ides c n  e l’   d  i n (D   n  et al.  2012)        i  ê  e   l’  i ine d    in ien de 

l’in    i   de l   e b  ne    c   s d   e  s    ès  n c  c     n l. 

Ces résul   s s      en  l’      èse d   ôle « vecteur » de l’    n l  d n  l’e  ic ci   se  i  

dépendante de la nature des stérols présents au niveau membranaire.   

 

2.2. Expression de gènes-cibles chez les souches WT et Δerg6 au cours du choc éthanol 

appliqué sous forme de « pulse » 20% v/v- 15 minutes 

Al  s q ’ ne c ncen    i n  lev e en éthanol représente une perturbation primaire pour la 

cell le     d i e      ne  e  e d’in    i    e b  n i e  n  s  v ns   is l’      èse q e l’ ne 

des principales conséquences secondaires du choc éthanol pourrait impliquer dans nos 

c ndi i ns e    i en  les l     d c i n d’es èces    c ives de l’    ène (ROS). L  

quantification par analyse transcriptomique des principaux gènes marqueurs du choc oxydatif  

a été réalisée sur les deux souches (WT et Δerg6) soumises à un choc éthanol. Nous avons 

ciblé les gènes AHP1, CTT1, SOD1 et SOD2 c d n   es ec ive en       l’ lk l 

hydroperoxyde reductase, la catalase T et les superoxydes dismutases dont les ARNm ont été 

quantifiés par RT-PCR quantitative. Ces différents gènes et leur fonction dans les systèmes de 

défense contre le stress oxydatif sont présentés dans la Figure 40. Les gènes PGK1 (3-

phosphoglycerate kinase) et TDH2 (glycéraldéhyde 3P déshydrogénase) ont été choisis 

comme gènes de référence. Ce sont des gènes codant pour des enzymes constitutives 
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indispensables pour la cellule. Ces gènes sont dans tous les cas exprimés par la cellule, quelles 

que soient  les conditions environnementales dans lesquelles elle se trouve (Teste et al., 2009, 

Vaudano et al., 2011). L’e   essi n des  ènes es   es   e d ns les c ndi i ns d’   lic  i n 

du choc à 20% sous forme de « pulse » par rapport aux conditions contrôles où les deux 

souches ne subissent aucun choc.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 40 : (A) Espèces réactives de l'oxygène (ROS) et systèmes de défense dans le cytosol. Les 

principales ROS comprennent le radical anion superoxyde O2
.-
, le peroxyde d'hydrogène H2O2 et les 

peroxydes organiques (ROOH) qui sont détoxifiés en H2O par la Cu, Zn-superoxyde dismutase (codée 

par SOD1), la catalase (codée par CTT1) ou les systèmes glutathion (codés par GLR1 et GPX1,2,3). Le 

peroxyde d'hydrogène et les peroxydes organiques (ROOH) peuvent également être détoxifiés en 

alcool (ROH) par le système de la thiorédoxine (gènes TSA1, AHP1, TRX1,2 et TRR1). (B) Espèces 

réactives de l'oxygène et systèmes de défense dans les mitochondries. Les principales ROS sont 

détoxifiées en H2O ou en alcools par la Mn-superoxyde dismutase (codée par SOD2) ou le système 

peroxiredoxine-thiorédoxine-glutathion couplé à la cytochrome-c peroxidase (gènes impliqués : GLR1, 

TRX3, TRR2 et CCP1) (Aung-Htut et al., 2012).  

 

S i e    c  c     n l   20%  end n  15  in e   li in  i n de l’    n l     l v  e  de l  

même façon que précédemment, les échantillons ont été prélevés à différents temps 

 

 

(A) 

(B) 
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d’inc b  i n (0  15  30 e  60  in).    q e  c  n ill n       cen  i       1000      end n  5 

 in   4° . Le c l   cell l i e        ec eilli      l’e    c i n de l’ARN  l     nsc i  i n 

inve se (s n  èse de l’ADNc) e  l  P R q  n i ative en temps réel. Le protocole utilisé est 

schématisé dans la Figure 41 et les résultats obtenus sont présentés Figure 42. 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 41 : Schéma du protocole utilisé afin d’étudier l’expression de gènes chez les souches 

WTet Δerg6 par RT-qPCR au cours du choc éthanol à 20% v/v pendant 15 min («pulse »). 

 

 

 

 

 

 

 
           0  15min    30min    60min     

   Extraction des ARN totaux et RT-PCR quantitative 
.à 0 min 

  

     
.à 15 min   

       
.à 30 min   

         
.à 60 min   

             

 

 

 

 

   

 

 

 

 

Choc à 20% 

EtOH pdt 

15mn, 25°C 

 

 

       Après lavage, les cellules sont remises en suspension 

dans du tampon glycérolé sans EtOH – Incubation à 

25°C. 

Lavage 

[EtOH]% 

20 

 

 

 

 

 

 



 

 

 Résultats et Discussions  
  

     107  
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 42 : Niveau d’expression des gènes AHP1 (A), CTT1 (B), et SOD2 (C) chez les souches 

WT et Δerg6 par RT-qPCR au cours du choc éthanol à 20% v/v pendant 15 min. Les données 

sont représentatives de trois essais indépendants. Les niveaux d'expression des gènes sont 

calculés par rapport aux niveaux d’expression obtenus aux mêmes temps de prélèvement, en 

absence de choc éthanol. Les valeurs sont une moyenne de trois répétitions biologiques. Le test de significativité est 

   lis       ne ANOVA (P≤0 05)    n   c e  . Les v le  s d   es de  ê es le   es ne s n    s si ni ic  ive en  di    en es 

suivant le test Student t. 

 

L’   lic  i n d  choc éthanol entraîne une augmentation du taux de transcrits du gène AHP1, 

dès la 15
ème

  in  e c ez les de   s  c es. L’    en   i n de    nsc i  i n de ce  ène s i e   

un choc éthanol a déjà été mise en évidence dans les trav    d’Ale  nd e et al. (2001). Pour 

la souche sauvage, le taux de transcrits revient au niveau du contrôle (cellules non stressées) 

dès la 30
ème

  in  e d’inc b  i n   l  s q e le  ène  es e s  e   i   j sq ’  l  30
ème

 minute 

d’inc b  i n chez la souche mutante Δerg6. Le gène AHP1 c de      l’enz  e 
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cytoplasmique Thioredoxine peroxidase (Jeong et al., 1999). Cette enzyme réduit les formes 

    niq es  e    des (ROO ) en     es   d    l es (RO ). L’      èse de l        i n 

accrue de formes organiques peroxydes, suite au choc éthanol chez la souche mutante Δerg6, 

pourrait expliquer le maintien du fort taux de transcription du gène AHP1 observé.   

Le gène CTT1 code pour la catalase T cytoplasmique, impliquée dans la dégradation du 

 e    de d’  d   ène en O2 et H2O. Il n’      s de s  e   essi n de ce  ène c ez l  s  c e 

sauvage suite au choc     n l.  e   s l    es  en c n   dic i n  vec les d nn es d’Ale  nd e 

et al. (2001).  eci       i  s’e  liq e       n  e  s  l s c     d’   lic  i n d  choc éthanol 

(15 minutes d ns n   e c s  c n  e 30  in  es d ns les    v    ci  s) q i n’en end e  i    s 

chez la souche sauvage une augmentation du taux de transcription de ce gène. Par contre, il 

est observé une surexpression du gène chez la souche mutante à 15 et 30 minutes, démontrant 

que même dans nos conditions expérimentales, une réponse au choc oxydatif est induite chez 

ce  e s  c e. L        i n de  e    de d’  d   ène    vien  d’ ne   e iè e     e de 

détoxification du radical superoxyde O2
.-
  s  s l’ c i n des s  e    des dismutases. Les 

niveaux de transcription du gène SOD1 codant pour la superoxyde dismutase cytoplasmique 

ne varient pas suite au choc éthanol chez les deux souches (résultats non montrés). Par contre, 

il est observé une surexpression, après 60 minutes de traitement, du gène SOD2 uniquement 

chez la souche sauvage. Ce gène code pour la superoxyde dismutase Mg-dépendante 

mitochondriale.  

Il existe actuellement très peu de données basées sur les cinétiques de variations de 

transcriptions de gènes induites par un choc  ce q i  end l’ n l se de ces   e iè es d nn es 

c   le e.     e  is  ces   e ie s   s l   s c n    en  l’      èse d’ n choc oxydatif induit 

    l’    n l   ê e si ce choc est limité à 15 minutes. La différence de réponse observée 

pour les gènes AHP1 et CTT1 suggère la formation plus importante de formes ROS, induite 

par le choc éthanol chez le mutant Δerg6, supposant une activité et une durée de transcription 

plus élevées chez cette souche de deux gènes-clés impliqués dans la réponse au choc oxydatif.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES 

De nombreux travaux ont été réalisés pour mettre en évidence et expliquer les phénomènes de 

tolérance    d’in  l   nce   l’    n l chez la levure Saccharomyces cerevisiae. Plusieurs 

approches expérimentales sont mises en œ v e. S i  l  lev  e es  c nsid   e c   e 

   d c  ice d’    n l (    b lis e  e  en  i e) (Dev n ie  et al., 2005 ; Henderson et al., 

2013) ou, le  l s s  ven        l’   de de l’e  e  de s  ess     n l  elle es  c l iv e en 

conditions aérobies, sur milieu standard de laboratoire, puis soumise à des chocs éthanoliques 

(Alexandre et al., 2001 ; Fujita et al., 2006 ; Abe et al., 2009 ; Teixeira et al., 2009 ; Lam et 

al., 2014). La levure Saccharomyces cerevisiae peut être considérée comme cellule eucaryote 

modèle, particulièrement étudiée pour comprendre les phénomènes de vieillissement 

cellulaires engendrés par des stress (Breitenbach et al., 2012). En ce qui concerne plus 

particulièrement le stress éthanol, ses effets fluidifiant et perméabilisant sur les membranes 

biologiques ont été largement démontrés dans la littérature (Abe et al., 2009 ; Le Marois, 

2013). Cependant,    ce j     l’e  e  d’ ne c ncen    i n  lev e en éthanol en liaison avec la 

nature des stérols membranaires reste relativement mal connu. L’ bjec i    inci  l de ce 

tr v il de   èse    i  d’       ndi  l  c      ensi n des   c nis es i  liq  s d ns l  

résistance de la levure S. cerevisiae suite à un choc de forte concentration en éthanol. Une 

attention particulière a également été portée sur l’in l ence des s    ls  e b  n i es s   l  

résistance des levures lors de  els c  cs  j s i i n  l’  ilis  i n de s  c es     es d ns l  v ie 

de bi s n  èse de l’e   s    l. L’ ccès    ne b nq e de s  c es     n es, affectées dans les 

dernières     es de l  bi s n  èse de l’e   s    l  obtenues à partir de la souche mère de 

référence Saccharomyces cerevisiae BY4742 nous a conduit dans un premier temps à étudier 

le c      e en  de l’ense ble des s  c es  n l s es c l iv es d ns des conditions 

fe  en  i es (c ndi i ns œn l  iq es).  e end n   l    ible  c ivi    e  en  i e de l  s  c e-

mère (Wild type) de laboratoire ne nous a pas permis de discriminer dans de telles conditions 

les di    en es s  c es     n es  n l s es. L     ssi e d’ ne  elle stratégie serait 

conditionnée par la réalisation au laboratoire de notre propre banque de mutants, à partir 

d’ ne s  c e lev  ienne d’in   ê   ec n l  iq e.  e  e s      ie   i in le n’    s     

développée dans le cadre de ce travail mais peut être retenue d ns le c d e d’ ne    de 

spécifique sur le rôle des stérols chez la levure S. cerevisiae en conditions strictement 

œn l  iq es.  

Nous avons alors opté pour une stratégie plus « classique », consistant à cultiver les souches 
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sur milieu de laboratoire, Malt Wickerham glycérolé (homéostasie de la pression osmotique 

d   ilie ) en    sence de c ncen    i ns c  iss n es d’    n l. D ns ces n  velles c ndi i ns 

de c l   e  l’       d’    ène es  indis ens ble   in de s’ ss  e  des c ndi i ns    i  les de 

synthèse de l’e   s    l c ez l  s  c e Wild type, témoin de nos expérimentations. En effet, 

les enzymes impliquées dans les voies de biosynthèse non seulement des stérols 

membranaires, mais également des acides gras saturés et insaturés nécessitent la présence 

d’oxygène dans le milieu (Dupont et al., 2011 ; 2012 ; Jacquier & Schneiter, 2012). Il serait 

in   ess n  d ns l      s i e de n s    v    de c n    e  n s d nn es     l’ n l se c   lè e 

des lipides membranaires (quantification des différents stérols présents chez toutes les 

souches analysées, ainsi que la quantification des acides gras saturés et insaturés).  

Une discrimination basée sur les calculs des taux de croissance et les populations maximales 

obtenues a pu être observée pour une concentration initiale de 8% d’    n l. Une se le 

s  c e     n e        e en e      l  s i e de l’   de  il s’  i  d      n  Δerg6 pour étudier de 

façon plus approfondie les événements membranaires conduisant à la survie ou à la mort des 

levures lors de perturbations éthanoliques. Le fait de se focaliser sur les mécanismes 

impliqués dans la mort cellulaire nous a conduits à écarter de notre étude la souche mutante 

Δerg4, caractérisée par une meilleure adaptation par rapport à la souche Wild type aux 

conditions de croissance appliquées. Ce mutant affecté sur la dernière enzyme impliquée dans 

l  v ie de bi s n  èse de l’e   s    l  cc   le l’e   s  -5,7,22, 24 (28)-tétraénol. Ce 

composé présente une insaturation supplémentaire (position 24-25)               l’e   s    l. 

Très récemment, Cheng et Kao (2014) ont mis en évidence une meilleure activité de 

biocatalyse chez certains mutants de S. cerevisiae affectés dans la voie de biosynthèse de 

l’e   s    l. Pl s     ic liè e en   le     n  Δerg3, qui accumule l’  is    l     sen e  ne 

plus forte thermo-tolérance par rapport à la souche Wild type. L     sence d’  is    l 

induirait une diminution de la rigidité membranaire. Ceci est particulièrement intéressant dans 

l’   iq e de l’optimisation de l   ise en œ v e de S. cerevisiae      l     d c i n d’    n l 

en tant que bio-carburant. En effet, une technologie appliquée à des températures supérieures 

à 40°C (températures létales pour la levure Wild type)  e  e    i  d’    en e  l’e  ic ci   de 

bio-c nve si n       en di in  n  les c û s. L’  ilis  i n de     n s   e   -tolérants pourrait 

s’ v  e  ê  e  ne s l  i n (Caspeta et al., 2014). De l   ê e   niè e  l    l   nce   l’    n l 

est particulièrement plus élevée chez une souche mutante accumulant le fécostérol. Les 

travaux de Lam et al. (2014) indiquent une modification des gradients ioniques membranaires 

(   dien s de     ssi   e     dien s      niq es) en c    l  i n  vec l’ lc  l -tolérance chez 
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la souche mutante. Forts de ces nouvelles données, il apparait primordial pour la poursuite de 

n s    v    d’   die  de   ç n  l s        ndie le     n  Δerg4, qui présente dans nos 

c ndi i ns e    i en  les  ne  eille  e   l   nce   l’    n l q e l  s  c e de      ence.  

L’e  e  d’ n c  c éthanol sur la membrane a été analysé sur les deux souches retenues (Wild 

type et mutant Δerg6) par la détermination de l’ v l  i n des     cen   es de cell les 

 e    bilis es (   q  es     l’IP)  en c    l  i n  vec l’ v l   i n de l  vi bili        l  

méthode UFC. Il existe une corrélation, pour les concentrations en éthanol testées (10, 14, 16, 

18, 20, 30 et 40% v/v), entre le pourcentage de cellules perméabilisées et le pourcentage de 

     li   cell l i e  s      n  q e l’    n l ind i  de   ç n indi ec e  ne      li   cell l i e.  

La souche Wild type présente une proportion de cellules intègres plus importante que la 

souche Δerg6 après un choc à 20% sur une durée totale de 60 minutes. Dans ces conditions, 

nous avons constaté que la nature des stérols membranaires, lipides majeurs de la membrane, 

influence la réponse de la membrane plasmique et la survie cellulaire, et l’e   s    l  de     

son potentiel rôle antioxydant, pourrait être primordial dans la résistance des levures au cours 

d   e  s de c  c     n l. En e  e   l’   de de l    sis  nce    c  c     n l d      n  ∆erg6, 

accumulant majoritaire le zymostérol, a mont   q e ce     n  es   l s sensible q e l  s  c e 

s  v  e. P    cel   n  s    v ns e  liq e      ce   l’   de de D   n  et al. (2011), que 

l’   e sensibili   de l  s  c e ∆erg6 est due à la modification des propriétés de la membrane 

plasmique causée par le changement de la nature des stérols de la membrane cellulaire. 

 e end n   ce  e    e sensibili   n’es   l s  bse v ble s i e   des c  cs s    ie  s   30% 

d’    n l.  

A in de  ie         ende  l’e  e  di ec  e  indi ec  de l’    n l s   l   e b  ne  l s ique, 

nous avons élaboré une stratégie, consistant à appliquer de façon limitée dans le temps le 

stress éthanolique. Une seule concentration en éthanol a été retenue : 20% d’    n l. 

L’ense ble des   s l   s  b en s   n  l’ bje  de l  de  iè e     ie de ce  ravail.  

Le   e ie    s l       q  n  de ce  e s  ie d’e    iences es  q e l’e   si i n  i  e e  li i  e 

d ns le  e  s   l’    n l ini ie des d    s  e b  n i es e  cell l i es q i  e d  en  e  

c n in en  de s’ cc  i  e    ès le s  ess.  es  bse v  i ns d   n  en  l’e is ence de    cess s 

de d    d  i n sec nd i es    indi ec s c  s s     l’    n l. 

L  s de l’   lic  i n d  s  ess     n l s  s ce  e     e  il n’e is e   s de c    l  i n di ec e 

en  e l  cin  iq e d’ l     i n de l   e b  ne  bse v e    c   s du temps suite au choc 

    n l e  les cin  iq es de      li   des de   s  c es.  es   s l   s s      en  l’      èse 
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du rôle « vecteur » de l’    n l  d n  l’e  ic ci   se  i  d  end n e de l  n    e des s    ls 

présents au niveau membranaire. On pourrait peut-être préciser que la mesure de perméabilité 

 e  e  de  es  e  l’ l     i n  e b  n i e    n  e  s    cis  l  s q e l   es  e de vi bili   

in è  e  n  e  s  l s l n .  el        i  e  liq e  l’ bsence de c    l  i n. 

Les   e ie s   s l   s d’ n l se de la cinétique de transcription de gènes impliqués dans la 

réponse au choc oxydatif suggèrent une formation plus importante de formes réactives de 

l’    ène  ind i e     le c  c     n l c ez le     n  Δerg6. Ceci laisse supposer un rôle 

fonctionnel prépond   n  de l’e   s    l vis   vis d’ n c  c    d  i    l s q ’ n  ôle 

s   c    l vis   vis d’ n   en   e    bilis n    el q e l’    n l. En e  e   les  es  es 

d’ nis     ie de  l   escence d   n  en  l’e  e   l idi i n  ins  n  n  de l’    n l  l   e en  

décrit dans la littérature (Sharma, 2006 ; Abe et al., 2009 ; Le Marois et al., 2013). 

 e end n   l’e  e   l idi i n  ne se ble   s d  end e de l  n    e des s    ls  e b  n i es. 

L’   lic  i n d  s  ess     n l s  s     e de « pulse » permet cependant de visualiser des 

niveaux de fluidité « acquis » différents chez les deux souches, restant stables au cours de 

l’inc b  i n    l    le  e   i  de l’    n l.  

A c ne d nn e ne lie  c  elle en  le s  ess     n l e  le s  ess    d  i . L’      èse d   ôle 

structur l d  s    l en   n  q e vec e   des     es    c ives de l’    ène  en c    l  i n  vec 

l’    n l  d i  ê  e c n     . Une      c e  n l  iq e vis n    q  n i ie  les     es ROS c ez 

les deux souches soumises à un « pulse 20% ethanol » doit être envisagée dans la poursuite de 

ce travail. Il serait également envisageable de mettre en place une stratégie plus complexe en 

combinant stress éthanol, sous forme de « pulse » et maîtrise des conditions redox de 

l’envi  nne en  ( n  ie     sence d’  en s    -oxydants     sence d’  en s   d c e  s). 
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