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Effet mutagène des UV chez une levure
Principe de la manipulation

● La levure Saccharomyces cerevisae est un champignon eucaryote et unicellulaire qui se multiplie rapidement.

● On dispose de la souche Saccharomyces cerevisae Ade2- qui ne peut pas fabriquer de l’adénine. Elle accumule alors un composé intermédiaire : l’AIR (amino imidazole ribotide) qui se transforme en un pigment rouge en aérobiose (= en présence d’air). Elle forme donc des cellules de couleur rouge.
● La souche Ade2+ est capable de synthétiser une base azotée : l’adénine. Elle n’accumule pas l’AIR et forme des cellules de couleur blanche.

Protocole expérimental

1. Préparer un environnement stérile

● Bien se laver les mains au savon.

● Après l’avoir nettoyé à l’eau de Javel, placer le bec électrique, au centre du plateau puis l’allumer. Quand l’appareil est chaud laver le plateau à l’eau de Javel. L’environnement est alors stérile dans un rayon de 30 cm (sur le plateau).
Attention aux déplacements d’air (porter un masque, pas de mouvements brusques, ne pas parler en direction du bec, pas d’éternuement).

● Nettoyer le plateau à l’eau Javel.

2. Préparer les boîtes de Pétri

Ne jamais ouvrir une boîte de Pétri en dehors de l’environnement stérile.

● Écrire sur le fond de chaque boîte : son numéro Io, I1, I2, I3, I4 et le nom du groupe.
3. Repiquage des souches de levures Ade 2- 

Toutes les manipulations se font dans la zone stérile et  à aucun moment, la gélose ne doit être percée.

● Placer la boîte de Pétri I0 à coté du bec bunsen, couvercle vers le haut. 

● Juste avant le prélèvement remettre les levures en suspension avec l’agitateur électrique.

● Déposer à l’aide de la micropipette automatique 100(L de suspension B (levures diluées au 10e) sur la boîte de Pétri I0.

● L’étaler sur l’ensemble de la boîte à l’aide du râteau stérile (jusqu’à 1 cm du bord de la boîte).

● Refermer immédiatement la boîte.

● Changer l’embout de la pipette.

● Changer le râteau.

● En procédant de la même manière déposer à l’aide de la micro pipette, 100(l de suspension A (levures non diluées) sur les autres boîtes de Pétri I1, I2, I3, I4.

● Inutile de changer l’embout et le râteau tant que vous continuez à utiliser la suspension A.

4. Irradiation des souches de levures 

● En zone stérile placer les boîtes de Pétri ouvertes (4 au maximum) dans le tiroir de l’enceinte d’irradiation.

● Refermer le tiroir et irradier les boîtes en respectant le temps imposé.

● I0 : pas d’irradiation  

● I1 :   5 secondes 

● I2 : 10 secondes 

● I3 : 20 secondes 

● I4 : 40 secondes

Les boîtes sont ensuite fermées en zone stérile puis placées à l’étuve pendant 5 jours à 29°C puis conservées au réfrigérateur. La lecture des résultats se fait lors de la séance 2.
