Protocole

Attention :  - Pendant la réalisation du protocole, vous devez veiller à ne pas contaminer les différentes solutions avec les micro-organismes présents dans l’environnement. Pour cela, vous devez travailler sur une paillasse stérile et dans un environnement stérile : prendre connaissance de fiche "travailler en conditions stériles"
- tous les tubes et les boites que vous utilisez doivent être marqués à vos initiales (ou n° de groupe) de façon à pouvoir les identifier.

- bien lire chaque étape avant de la réaliser

• Poste 1 : A réaliser en conditions stériles
A votre paillasse - A l’aide d’un cure-dent, prélever un peu de levures rouges Ade2 et les déposer dans l’acétate de lithium (tube conique bleu).

Rq : Ne prélever que les levures sans le milieu de culture.

- Bien fermer le tube et le secouer.

• Poste 2 : 

- Amener votre tube au poste 2 et le mettre à incuber 10 minutes à 30°C de façon à bien remettre les levures en suspension dans le liquide.

• Poste 3 : 

- Centrifuger (6 tubes à la fois) votre tube conique bleu 5 minutes à 3000 tours par minutes.

- Récupérer votre tube et le ramener à votre paillasse.

• Poste 4 : A réaliser en conditions stériles
A votre paillasse, ouvrir le tube conique bleu et verser délicatement (pour ne pas perdre le culot) le surnageant dans le  bécher.

• Poste 5 : A réaliser en conditions stériles
- A l’aide d’une micropipette, verser 100 µL de tampon stérile sur le culot.

Attention : penser à jeter l’embout dans le bécher après avoir utilisé la micropipette.

- Mélanger en réalisant de délicats mouvements de va et vient à l’aide de la micropipette (ne pas dépasser le 1er cran avec la micropipette).

- Fermer votre tube et le ramener à votre paillasse.

• Poste 6 : A réaliser en conditions stériles
A votre paillasse, prélever, à l’aide de la micropipette, 50 µL du contenu du tube conique bleu et les verser dans le petit tube conique jaune.

• Poste 7 : A réaliser en conditions stériles
- A l’aide d’une micropipette, verser 3 µL de sperme de hareng (qui facilitera la pénétration de l’ADN dans les cellules de levure) dans les 2 petits tubes coniques (bleu et jaune).

Rq : faire attention de ne pas déposer la goutte sur la paroi du tube.
• Poste 8 : 

- A l’aide d’une micropipette (penser à changer d’embout quand vous passez d’un tube à l’autre), verser 2 µL de plasmides uniquement dans le tube bleu.

Rq : faire attention de ne pas déposer la goutte sur la paroi du tube.
- Mélanger délicatement en réalisant des mouvements de va et vient avec la micropipette.

- Fermer les tubes pour les transporter

• Poste 9 : 

Placer les tubes (bleu et jaune) 30 min au bain marie à 42 °C.

Rq : utiliser le temps d’attente pour répondre à la question 3
• Poste 10 : 

Centrifuger les 2 tubes 5 min à 3000 tour/min.

• Poste 11 : A réaliser en conditions stériles
- A votre paillasse, vider délicatement les surnageants dans un bécher et verser 100 µL d’eau stérile (notée EDS) dans les 2 tubes. 

- Mélanger délicatement à l’aide de mouvements de va et vient avec la micropipette.

Rq : penser à changer d’embout entre les 2 tubes.

• Poste 12 : A réaliser en conditions stériles
- A votre paillasse, à l'aide d'une pipette pasteur, déposer le contenu du tube bleu près d’un bord de la boite de pétri contenant le milieu de culture minimum.

- Passer l’ensemenceur à la flamme (pour le stériliser) et attendre quelques secondes qu’il refroidisse.

- Etaler la préparation de levure en réalisant des mouvements de zigzag sur la surface de la boite (sans endommager le milieu de culture). Cf illustration.

- Faire tourner la boîte d’un quart de tour et recommencer les mouvements de zigzag. Cf illustration.
- A la fin du 2ème passage, fermer rapidement la boîte de Pétri avec son couvercle.
- Réaliser la même opération avec le contenu du tube jaune dans la 2ème boite de pétri.
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