Laboratoire SVT- Lycée de L'Elorn

PROJET LEVURE - LABO SVT - LYCEE DE L’ELORN - JUIN 2016

La levure est un champignon microscopique unicellulaire présent naturellement sur les grains
de raisons, quotidiennement utilisés pour ses propriétés fermentaires en boulangeries et

fréqguemment utilisé dans les laboratoires de lycée et de recherche.

On cherche a obtenir une gamme « type » de concentration de levures de référence a

laquelle on pourra comparer d’autres suspensions expérimentales

OBJECTIFE : réaliser une gamme de concentration massique de levure, déterminer la
concentration cellulaire des suspensions sur lame de Malassez et sous microscope puis
déterminer la concentration cellulaire avec le cytometre sous la direction de M. Christophe

Lambert, Ingénieur Chercheur de I'TUEM de Brest

1 — Détermination de la concentration de départ de la suspension mére

Lame de Malassez

Grande case de 20 petites cases

1°¢ suspension a C=10 g.I"* trop concentrée,
quadrillage pas visible

Décision de diluer au 1/10¢™
SCm=1g.L?

2¢me suspensiona Co=1g.L*
Quadrillage visible, comptage possible

> Cm=9,4x10° levures.ml*!

Concentration 2x supérieure au maximum
du cytometre

Décision de diluer Cm au % et de faire une gamme de dilution au 1/2

> Co=Cm/2




1¢"* comptage : trouver le quadrillage !

Mille Siobhan Tonnerre Mlle Bleuwenn Dantec

Levures de la suspension mére Cm=1g.L*!



» Protocole de comptage : ne pas compter les levures sur les bords extérieurs inférieurs et
gauches des grandes cases et faire des copies ecrans de chaque grande case pour comptage
informatique avec Mesurim

0,2 mm =200 pm
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N =45 cellules
V=10°ml

C = N/V =45/10°

C =4,5x 10° cellules.ml "’

Suspension mére a Cm=1 g.L, MO x 400, lame de Malassez
94 levures par grandes cases soit 9,4 millions de levures par mL

» Résultats du comptage de la suspension mére Cm=1g.L™ : 94 levures dans une grande
case de 10° ml soit 9,4x10° levures.ml*



2 — Obtention de la gamme de dilution de levures

» Objectif : partir de la suspension mére a Cm=1 g.L™ puis faire des dilutions au %
— Gamme de dilution : Cm/2 = Co, Co/2, Co/4, Co/8, Co/16, Co/32, Co/64 et Co/128

» Matériel : suspension meére, eau distillée, pipettes 50 mL, fiole jaugée 100 mL...

» Protocole de dilution : dilution au 1/2 ....

Pissette

Attention eau distillée
a la lecture
du ménisque GAMME DE CONCENTRATION DE LEVURES
Dilutions successsives au 1/2
50 ml 50 ml 50 ml 50 ml 50 ml 50 mi
50 ml 50 ml 50 ml 50 ml 50 ml 50 ml 50 ml
i i vl v v
Suspension mére
Co = 5x10° cellules.mL -
Fiole ]augée .
100 mL A Y / . e
Cof2 Col4 Col8 Col16 Col32 Col64 Co/128

Bien manipuler, ne pas faire d’erreur (attention micropipette pour finir !!1)
et bien voir le bas du ménisque




Gamme de concentration a mettre au froid (4°C)
pour limiter la multiplication des levures par bourgeonnement comme ci-dessous

Cycle en 2 a 3h a 20°C — Images Labo SVT Elorn

3 — Comptage des levures de la gamme sur lame de Malassez et sous microscope

» Objectif : compter 5 grandes cases pour chaque suspension et par éleve

» Matériel : gamme de concentration, microscope, lame de Malassez, lamelles, micropipette,
cones

» Protocole de comptage : ne pas compter les levures sur les bords extérieurs inférieurs et
gauches des grandes cases et faire des copies ecrans de chaque grande case pour comptage
informatique avec Mesurim




Petite case
0,05x0,04
mm

Grande case
0,05x0,04
mm

€ E
Petites cases E| =
V= 0,05x0,04x0,25 mm?® =
=5x10* mm®=5x10%ml | <&
—>
0,05mm |
50 pm 0,2 mm
200 pm

Grande case

V=0,2x0,2x0,25 mm 3

=0,01 mm?® =10 ml

0,2 mm =200 pm

1 grande case de volume = = 20 petites cases

Quadrillage de la lame de Malassez : grandes et petites cases

Dépot goutte suspension
entre lame et lamelle

/

T

Suspension

Pipette
ou
micropipette

Microscope

» Résultats

/Cellules \ N
——————
O 10,25 mm

Y N\ V]

Lame de Malassez

COMPTAGE DES LEVURES DE LA GAMME DE CONCENTRATION

N A A - /i e . ,/‘
Co Co/2 Col4 Co/8 Col16 Col32 Col64 Co/128
5x10°cells.mL™
i o % .C" .
KR
s (%2 s,
Sdley
Nombre théorique 5000 000 2 500 000 1250 000 625 000 312 500 156 250 78 125 39 062,5

de levures par ml

Concentration Nombre moyen de levures | Concentration moyenne
massique sur 5x4 grandes cases de levures en millions

eng.l?t de 10° ml par mi
Cm 1 94 9,4
Co 0,5 58 5,8
Co/2 0,25 25 2,5
Co/4 0,125 17 1,7

Co/8 0,0625 5,5 0,55
Co/16 0,03125 4 0,4
Co/32 0,015625 3 0,3

Co/64 W

Co/128 0,00390625 0 0
ED 0 0 0

(1) - Suspension Co/64 perdue par les éléves donc aucune valeur




Concentration cellulaire en fonction de la concentration massique de levures

Gamme de concentration massique avec comptage sur lame de Malasssez et sous microscope optique

-
o

f(x) = 9,6016220578x + 0,1949093616

Concentration cellulaire de levures *106.ml-1

o

0.1 02 03 04 05 06 07 08 09 1

Concentration massique de levures en g.|-1

» Analyse des résultats : régression linéaire attendue obtenue ...

4 — Détermination de la longueur d’onde maximale d’absorption de la suspension de
levure

P Objectif : déterminer la longueur d’onde maximale d’absorption de la suspension de
levure mére a Cm et vérifier avec d’autres suspension si le pic est conserve

» Matériel : spectrophotometre a fibre optique balayant le spectre de la lumiére blanche (350
a 800 nm) avec un pas de 1 nm

P Protocole : faire le blanc avec de ’cau distillée, sélectionner la fonction « spectre » et faire
le spectre d’absorption de la suspension mére Cm, utiliser I’option « Réticule/Liée a la
courbe » pour lire précisément la longueur d’onde du pic d’absorbance maximale




PRésultats : absorption maximale dans le violet sombre pour A=375 nm, longueur d’onde

choisie pour mesurer 1’absorbance de la gamme de concentration

%= LatiSpec - X:\SVT\1_Levui

res_Cytométrie\Spectre suspension gamme levure.ls|

Fichier Tratements Edtion Outis Exécuter Fenétres Aide
[l [e]=]>]= Il-'-'
h) ) ‘
Acquist Y
Spectroj L ey T, DR, S i i i R e i e e e e s e ot e o s o R e s i B e
[ a ﬂ
e l’ Détermination de I absorbance maximale
B”““’ dole ranemin H\ de la suspension mére de levures Cm
Ajouter le: irb 1
Caiétave Spectr |[ ‘ > Choix de la longueur d'onde : 375 nm
En f la concentrat H
Début (en l’soo fl | \
F [600 “ lj \‘.
P E |[ ‘ / Nessf
‘|| AV A
Ligne de ba: 1“‘ |‘ /,4 e 1\
I' U f Yoo B
| & N |
| ‘I "/“\‘ ‘,'Nt‘ '/ 7 : A ‘;‘
‘ | R { \
]I 1]| '\ ‘|u
25 i \’. 1
(.
y ’
|/
|/
o Y
375 =R

5 — Mesurer I’absorbance de la gamme de concentration a A=350 nm et traitement des
donnees

P Obijectif : déterminer 1’absorbance de chaque suspension de la gamme de concentration a
A=350 nm avec la fonction spectre

» Matériel : spectrophotometre a fibre optique, gamme de concentration de levures, pipettes,
cuves...

» Protocole : idem 4

GAMME DE DILUTION DE LA SUSPENSION DE LEVURES

YYYYYYY.

Col2 Col4 Co/8 Co/16 Co/32 Col/64 Co/128
Ao Ao/2 Ao/4 Ao/8 Ao/16  Ao/32 Aol64 Ao/128

| >

Lumiére émise

Lumiére transmise

1:“ 'oqﬁﬁl [

SPECTROPHOTOMETRE A FIBRE OPTIQUE




» Résultats :

- Présentation des données sous forme graphique

- Choix du type de graphique

- Recherche de la courbe de régression (linéaire) et de son équation : A=f(C)
- Mise au réfrigérateur 4°C des suspensions sous parafilm apres 2h a 20°C !!!

Concentration massique | Concentration cellulaire moyenne | Absorbance
en g.I" de levures en millions par ml a A=375 nm
1 9,4 0,359
0,5 5,8 0,239
0,25 2,5 0,124
0,125 1,7 0,088
0,0625 0,55 0,061
0,03125 0,4 0,057
0,015625 0,3 0,037
0,00390625 0 0,034

|Absorbance en fonction de la concentration cellulaire de levure

Comptage cellulaire sous microscope sur lame de Malassez
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Concentration cellulaire de levures *106.ml-1

f(x) = 0,03x + 0,04

75 85 85

» Analyse des résultats : régression linéaire attendue obtenue sauf aux faibles concentrations
pour lesquelles la droite d’étalonnage linéaire n’est pas utilisable

P Tester la droite d’étalonnage

- Tester le modele avec une suspension de levures
- Choix de la suspension a Co/64.... car perdue lors de la dilution et refaite a partir de
Co restée a T ambiante pendant 2h



- Analyse des résultats : concentration Co/64 supérieure de 50% a la concentration
attendue car suspension laissée a T ambiante durant 2h ce qui a permis la multiplication
de certaines levures....

- Conclusion : modele valable sauf aux faibles concentrations, nécessité de travailler
rapidement et de mettre les suspensions au froid (4°C)...

6 — Cytométrie de flux de la gamme de concentration de levures)

P Objectif : déterminer la concentration cellulaire de la gamme de suspension par cytométrie
de flux

P Matériel : cytometre de flux, gamme de suspension préparée entre 8h et 9h + eau distillée
de dilution, conservée a T=4°C puis transportée entourée de glace dans une glaciere

P Protocole : réglage du cytométre, marquage des levures au Sybr-green, fluorophore de
I’ADN (ARN) excitable par laser bleu 488 nm...

Gamme de concentration de Cm a Co/128 préeparee de 8h a 9h, conserveée a 4°C, transportée
dans de la glace et arrivée a 11h

Présentation et réglage du cytometre par M. Lambert




Marquage spécifique de I’ADN Agitation et homogéneisation de la
des levures au Sybr-green suspension au Vortex

P Résultats cryométrie de la gamme de levures

Statistics
Sample ID (Tube_005): C0/128
Sample ID (Tube_006): CO/64
Sample ID (Tube_007): C0/32
Sample ID (Tube_008): C0/16
Sample ID (Tube_009): C0/8
Sample ID (Tube_010): C0/4
Sample ID (Tube_011): CO/2
Sample ID (Tube_012): CO
Sample ID (Tube_014): ED
Acquisition Date (Tube_001): 07-Jun-2016
FITC-A FSC-A SSC-A

Name Events | % Parent | % Grandparent | % Total | Events/uL Geo Mean | Geo mean | Geo Mean
Tube_005:levure 1+2 1,820 86.96 = 86.96 32.50 9,804 6,985 886
Tube_006:levure 1+2 4,349 94.03 94,03 76.30 11,873 7,749 907
Tube_007:levure 1+2 7,470 96.61 96,61 133.39 7,309 5,449 781
Tube_008:levure 1+2 15,823 98.03 % 98.03 277.60 8,944 6,424 799
Tube_009:levure 1+2 32,848 98.80 *** 98.80 566.34 14,844 8,994 866
Tube_010:levure 1+2 79,834 99.16 * . 99.16 1,376.45 15,735 10,023 939
Tube_011:levure 1+2 148,775 99.51 *** 99,51 2,610.09 4,947 10,809 990
Tube_012:levure 1+2 244,210 99.45 * . 99.45  4,210.52 2,810 10,656 981
Tube_014:levure 1+2 43 23.76 23,76 0.74 5,660 3,748 656
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FITC-A = "Fluorescence verte ADN"
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Tube 008 - All Events
Co0/16

levures 1

103 10t 105
FSC-A = "Taille relative"

Fluorescence du marquage de I’ADN en fonction de la taille relative des levures (FSC)
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SSC-A = "Complexité interne des cellules"
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Tube_008 - All Events
Co/16

levure 1+2-

277,60 levures.ul-1
=277 600 levures.ml-1
pour 0,03125 g de levures
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103 10% 10°
FSC-A = "Taille relative"

Fluorescence du marquage de I’ADN en fonction de la taille relative des levures (FSC)
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FITC-A

10°

Tube_008 - All Events
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103
SSC-A

Fluorescence du marguage de I’ADN en fonction de la complexité interne des levures (SSC)

10°

Concentration cellulaire moyenne de levures
en millions par ml (10°.ml?)

Concentration massique

Comptage microscope

Comptage par cytometre

en g.I" sur lame de Malassez
Cm® 1 9.4 _
Co 0,5 5,8 4,2
Co/2 0,25 2,5 2,6
Co/4 0,125 1,7 1,4
Co/8 0,0625 0,55 0,55
Co/16 0,03125 0,4 0,28
Co/32 0,015625 0,3 0,13
Co/64 @ 0,0078125 - 0,07
Co/128 0,00390625 0 0,03
ED® 0 0 0,00074

(2) - Suspension Co/64 perdue par les éléves donc aucune valeur
(3) - Suspension Cm trop concentrée pour le cytométre
(4) - L’eau distillée n’est pas pure et contient 740 « cellules » par ml probablement des

microalgues vertes....




» Analyse des résultats

Analyse en 3 dimensions des résultats par M. Lambert
FSC = « taille relative », SSC = «complexité interne) et FITC —A (fluorescence verte)

Suspensions de levure hétérogenes composées de

- Petites particules (macromolécules, débris divers...) écartées du traitement par selection
de seuils

- Deux populations de particules marquées Sybr-green donc contenant de ’ADN (ARN)
= cellules de levures mais qui ont fixé difféeremment le florophore

- Deux populations de taille comparable (méme FSC) mais de complexité différente (SSC
différent) : cellules en division vs cellules en interphase ???

— Comme leur taille relative est les deux populations sont regroupées et le comptage a
été fait sur I’ensemble des deux populations

7 — Cinétique de croissance d’une suspension de levure avec et sans glucose..... : A=f(C)

Le temps a manqué pour que les éléves testent I’effet de la concentration de glucose au cours
du temps sur une suspension de levure par mesure horaire d’absorbance....




8 —SYNTHESE DU PROJET LEVURE

» Analyse des resultats : régression linéaire attendue obtenue ...reste a déterminer la
variabilité des résultats....(\'V2...) et la reproductibilité des résultats..

Lame de Malassez vs Cytomeétre IUEM
45 = o — a

Levures.ml-1 (Cytométre)

fix) = 0,7505090799x + 0,1090946931

0 ¢ s
0 1 2 3 4 5 6

Levures.ml-1 (Malassez)

» Application : possibilité d’estimer par la mesure rapide de I’absorbance, la concentration
cellulaire d’une suspension de levure inconnue mais dans la gamme de concentration massique

de Co=0,5¢9.L*aCo/128....

Droite détalonnage
_— Absorbance de I'abosorbance en fonction de la concentration
M d'une suspension de levure

Suspension X

LR R Ty

de levure de
concentration
inconnue . >
Co/128 Col64 Cof32 Coll6 Col/8 Co/d Col2 Co
Mesurer son absorbance Concentration de levures

Estimer sa concentration Nombre levures par mL™"




Travail réaliseé par 4 éléves volontaires et motivées de Seconde E. Les éleves ont travaillé le
plus souvent en autonomie dans le laboratoire ou dans une salle de cours en dehors des heures
de cours. Fin Mai/début Juin 2016

Eleves Technicienne | Enseignants de SVT | Ingénieur Chercheur

Mille Siobhan Tonnerre | Mme Perrine Mme Emilie Costa M. Christophe Lambert
Mille Bleuwenn Dantec | Albericci M. Hervé Kempf I.U.EM. (Brest)

Mlle Juilette Briant
Mlle Mathilde Merrien

Labo SVT-Salle B14-Jeudi 09 juin — 14h30

Un grand merci a M. Christophe Lambert, Ingénieur Chercheur a I’'LLU.E.M. de Brest
(Institut Européen de la Mer)







