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A

Protocole de culture d'euglénes. Passage d'un mode de vie autotrophe a un mode de vie
hétérotrophe et inversement.

1. Introduction

Ce document répond a de nombreuses questions posées par les enseighants. Les eugléenes, pouvant vivre de maniére
autotrophe ou hétérotrophe, paraissent étre le matériel idéal pour comprendre et analyser les notions fondamentales
d'autotrophie et d’hétérotrophie. Cependant :

e Puisqu'il s’agit de I’'adaptation d'un étre vivant aux conditions du milieu extérieur, cet exemple est difficile a
interpréter en termes de génotype d’'une maniere simple, car il faut faire intervenir des systémes complexes
d’adaptation.

o Sila culture des euglénes ne pose pas de probléme essentiel a la lumiére (milieu minéral, autotrophie), le passage a
I’hétérotrophie en milieu organique et a I'obscurité est plus difficile a réaliser.

2. Composition du milieu de culture des euglenes

Produits Formules Par litre
Hydrogénophosphate di-potassique K2HPO4 0,5¢
Sulfate de magnésium MgsO,, 7H,0 0,59
Chlorure de calcium CaCIZ, 2H20 0,265 ¢
Hydrogénophosphate de diammonium (NH4)2HPO4 0,5¢
Perchlorure de Fer en solution a 27 % FeCI3 1 goutte
Acide lactique C3H603 3mL
Vitamine B1 (solution a 0,1 g/100 mL) 1mL
Vitamine B12 (solution a 2 mg/l) 0,5 mL
Solution X (ZnSO4, 7H20 : 59/l + MnSO4 14 g/l) 20 mL

Ajuster le pH du milieu a 3,5 avec de la lessive de potasse, puis autoclaver le milieu pendant 30 minutes a
0,5 atmosphére.

Le lactate peut-étre remplacé par 3 mL d’éthanol a 95 °C. Dans ce cas faire le milieu sans lactate, ajuster le pH a 3,5
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puis autoclaver. On rajoute I'éthanol, a la température de la piece, avant de repiquer les cellules. Je nomme ce milieu le
milieu 0. Il peut servir a cultiver des euglenes photo-autotrophes (a la lumiére).

Les produits utilisés proviennent des laboratoires Merck ou Sigma, sauf I'acide lactique qui est fabriqué par les
laboratoires Serva et revendu par la société Boehringer Ingelheim Bioproducts (37 rue Boissiere 75116 Paris,
01 44 34 65 65).

3. Protocole d’adaptation des euglenes a la vie
hétérotrophe

Les euglénes de notre laboratoire sont cultivées dans ce milieu depuis 30 ans et sont donc fort bien adaptées. Le
remplacement du lactate par un autre substrat se fait sans problémes. Il faut cependant repiquer les cellules avec le
nouveau substrat pendant plusieurs semaines (3-4) pour étre s0r du résultat. Le lactate peut-étre remplacé par de
I’éthanol (50 mM), du succinate (25 mM), de I'acétate (50 mM), etc.

L'adaptation des algues photo-autotrophes (cultivées sur milieu minéral sans substrat carboné) est plus longue. Il faut
les conserver a la lumiére en les mettant progressivement en présence du substrat avec lequel on veut I'adaptation et
compter les cellules en fin de culture.

Les algues autotrophes se divisent généralement toutes les 24 h lorsqu’elles sont soumises a une alternance
lumiere/obscurité 16 h / 8 h qui les synchronise. Elles atteignent, aprés 15 jours de culture, une concentration d’environ
500 000 aIgues.mL‘l. Alors que cultivée en présence de lactate cette concentration est d’environ 3.10° cellules.mLL,
L'adaptation consistera donc a cultiver les euglénes a la lumiere en présence d’'une petite quantité de substrat, lactate

10 mM ou éthanol (1 mL par litre) pendant 2 semaines, puis, a compter les cellules et a repiquer de nouveau les
euglenes dans les mémes conditions jusqu’a I'observation d’une croissance cellulaire plus importante (environ 1.10°
cellules.mL1). A ce moment-Ia, on repique les algues en augmentant la quantité de substrat (20 mM lactate ou 2 mL
d’éthanol) et on recommence |'adaptation. Méme protocole pour I'étape suivante, les algues sont adaptées lorsqu’elles
atteignent un taux cellulaire d’environ 3 millions de cellules.mL en une semaine, elles se divisent alors environ toutes
les 12 heures. A ce moment-la, elles peuvent étre transférées a |'obscurité.
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