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L'utilisation combinée du faisceau synchro-
tron de la ligne SMIS et d'hémisphére en ZnSe
nous a permis d'obtenir des spectres FTIR
sur cellules uniques. Nos résultats ont révélé
une hétérogénéité du métabolisme cellulaire
au sein d'une population issue d'une méme
souche. Nous avons également observé de
fortes modifications entre souches ayant une
capacité variable de stockage des lipides
neutres.

The combination of SMIS beamline synchro-
tron radiation and ZnSe hemisphere led us
to obtain single-cell FTIR spectra. Our results
revealed cell metabolism heterogeneity in a
population coming from a single clone. We
also observed clear modifications between
strains exhibiting various capacities in neutral
lipid storage.

ans le contexte actuel d'épuisement des res-

sources fossiles, d’augmentation du prix du

pétrole et de protection de I'environnement, la

valorisation énergétique des huiles issues de la
biomasse et la chimie verte prennent de I'importance.
En effet, ces huiles et leurs dérivés biodégradables pré-
sentent un intérét grandissant en remplacement des
produits d'origine fossile. Deux sources sont envisa-
gées, celle des huiles végétales déja bien implantées, et
celle des huiles de microorganismes (algues et levures),
actuellement en plein essor. C'est dans ce cadre que se
positionnent nos recherches visant a identifier des fac-
teurs influant sur la qualité et la quantité de lipides pro-
duits par la levure. Grace a la modification génétique de
S. cerevisiae par |'expression de protéines impliquées
dans le stockage des huiles chez les plantes, nous avons
obtenu des souches capables d'accroitre leur capacité
de stockage des lipides de réserve. Ces souches appa-
raissent comme un outil de choix pour évaluer la dyna-
mique du stockage des lipides et son impact sur le mé-
tabolisme général des cellules. Grace a la présence du
laboratoire de biologie au sein de SOLEIL, nous avons
pu développer un protocole qui permet |'analyse par
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Figure ’] Spectres FTIR sur cellules uniques de S. cerevisiae expri-

mant AtClo1 aprés 42 heures de culture
A, image en lumiére visible de cellules séchées sur
hémisphére de ZnSe

B, spectres obtenus 3 partir de cellules d'un méme
hémisphére. )

infrarouge de cellules & différents temps de crois-
sance (1 jour = 18 heures et 2 jours = 42 heures)
et récoltées fraichement. Les cellules ont ainsi pu
étre prélevées, concentrées par centrifugation
puis lavées a |'eau quelques minutes avant les
observations. Une goutte de la suspension cellu-
laire a été séchée sur hémisphére ATR de zinc sélé-
nium (ZnSe) de 4 mm de diamétre.

Les spectres (Figure 1) ont été enregistrés en
utilisant le microscope Continuum XL disponible
sur la ligne SMIS® avec une résolution spatiale
de 4x4 pm, correspondant a la taille moyenne
d'une cellule (Figure1). Nous avons analysé une
souche accumulant des lipides de réserve suite
a I'expression d'une protéine du corps lipidique
d'A. thaliana, la caléosine AtClo1, ainsi qu'une
souche de référence n'exprimant pas de protéine
hétérologue. Un traitement statistique (analyse en

composantes principales, ACP) a été effectué sur
I'ensemble des spectres obtenus et a révélé des
variations significatives. La large répartition des
nuages de points sur la représentation des indivi-
dus de I'ACP (Figure 2A, population témoin/none
ou avec AtClo1/clo) reflete I'hétérogénéité de la
composition cellulaire (lipides, protéines, sucres)
au sein d'une méme population clonale. L'analyse
nous montre également que les deux populations
ont des compositions cellulaires significativement
différentes (Figure 2A, séparation des popula-
tions none et clo). On observe dans la population
exprimant la protéine AtClo1 une augmentation
significative des lipides révélée par des modifica-
tions au niveau des bandes de vibration des esters
et des CH, mais également une augmentation des
phosphates. A I'inverse, il est possible de détecter
une diminution du glycogéne et des modifications
au niveau des protéines (Figure 2B).
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Avec une résolution spatiale de 4x4 pm, obtenue
par le passage de la lumiére infrarouge synchro-
tron au travers d'un hémisphére de ZnSe, nous
avons analysé lacomposition chimique de cellules
uniques de S. cerevisiae. Nous avons ainsi mis en
évidence qu'une augmentation de la teneur en
lipides neutres induit d'importantes modifica-
tions métaboliques, ce qui prouve que la cellule
régule ses pools de carbone. Nous avons observé
une corrélation inverse entre teneur en lipides et
glycogéne. Ces résultats ont permis d'orienter
la suite de nos recherches. Nous avons confirmé
la corrélation inverse entre lipides de réserve et
sucres de réserve par des dosages biochimiques.
Nous allons maintenant procéder a des analyses
transcriptomiques afin d'identifier les régulateurs
et les mécanismes cellulaires mis en jeu lors du
stockage des lipides de réserve pour aller vers
I'obtention de levures performantes pour des
applications biotechnologiques.

Figuvez Analyse en composantes principales des
spectres obtenus sur les cellules de réfé-

rence (none) et sur des cellules exprimant
AtClo1 (clo) aprés 42 heures de culture
A, représentation des individus
B, variables et corrélations. 1 : 890 cm!
C-C, C-O acide gras ; 2 : 1008 cm™ C=C ;
3:1032 cm' C-O glycogene ; 4 : 1226 cm”!
PO2-;5:1640 cm” amide 1; 6: 1740 cm’
C=0 ester ; 7-8 : 2850, 2930 cm™ C-H
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