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Protocoles pour préserver une culture de Pyrocystis fusiformis

Protocole de maintien artificiel du cycle jour/nuit pour Pyrocystis Fusiformis (PF) :
Venant au laboratoire de jour mais devant mener des expériences de nuit sur les
dinoflagellés, nous avons inversé artificiellement le cycle circadien de PF.

Matériel :
- boîte en carton d’environ 50cm*50cm*50cm
- peinture noire
- scotch occultant
- 10cm*10cm de tissu noir occultant
- ampoule fluocompacte couleur “daylight” (6500K), d’intensité 1000 lumen
- douille type E27 + cordon avec interrupteur pour l’ampoule
- prise programmable électronique

Protocole :
Peindre l’intérieur du carton en noir. Faire un trou sur le dessus du carton, y faire passer le
cordon pour l’ampoule afin que l’ampoule éclaire l’intérieur de la boîte. Sur un des côtés,
découper une fenêtre, la recouvrir de tissu occultant (cela servira à manipuler facilement les
PF). Scotcher le carton sur la paillasse avec le scotch occultant, veiller à ne pas laisser de
lumière entrer dans la boîte. Définir les heures ON du programmateur sur 20h-8h tous les
jours de la semaine, et les heures OFF sur 8h-20h. Brancher le cordon sur cette prise.
Placer enfin le milieu avec PF dans cette boîte.

Protocole pour repiquer une culture de Pyrocystis fusiformis :
Protocole à réaliser environ une fois toutes les trois semaines.

Matériel :
- Souche de Pyrocystis fusiformis : http://zoelux.fr/pyrocystis_fusiformis.html
- Milieu de culture pour plancton bioluminescent : http://zoelux.fr/accessoires.html, à

conserver entre 0 et +6°C
- Flasques de culture cellulaires de 100mL
- Pipettes stériles de 20mL
- Pipeteur électronique

http://zoelux.fr/pyrocystis_fusiformis.html
http://zoelux.fr/accessoires.html


- Hotte stérile

Protocole :

Sortir le milieu marin du réfrigérateur et le laisser sous la hotte quelques minutes afin qu’il se
réchauffe. Cela permettra de ne pas faire subir de “choc thermique” aux dinoflagellés lors de
l’introduction de milieu marin dans la souche de Pyrocystis fusiformis. Déposer la flasque
contenant PF sous la hotte en essayant de ne pas l’agiter. Ouvrir la flasque, et à l’aide d’une
pipette stérile, retirer le surnageant ne contenant pas de cellules. Repérer grâce à la flasque
le volume de milieu restant, que l’on notera V. Avec une nouvelle pipette graduée, prélever
un volume de milieu de culture correspondant à 0.9*V, l’introduire dans la flasque de culture.
Diviser en deux flasques si nécessaire. Remettre le milieu marin au réfrigérateur, et la
culture de PF dans sa boîte de cycle jour/nuit.

Protocole pour déterminer la densité de PF en solution :
Cette étape est à réaliser une fois par semaine afin de vérifier la bonne santé des cultures
de PF.

Matériel :
- Flasque contenant des PF
- Microscope
- Micropipette réglable de 10 à 100 µ𝐿
- Embouts pour micropipette stériles
- Bec benzène
- Briquet
- Plaque à 3 puits sphériques pour microscope
- Caméra à microscope
- Ordinateur

Protocole :
Secouer doucement la flasque pour homogénéiser la densité en PF dans toute la flasque.
Prélever de manière stérile (voir plus bas) 10, 20, 30 et les déposer dans les 3 puits de laµ𝐿
plaque à microscope. Prendre une photographie de chacun des puits sous le microscope,
puis compter le nombre de cellules dans l’image.
La densité de cellules en solution s’obtient par la formule suivante : d= avec N le nombre𝑁

𝑉

de cellules dans un puits contenant un volume V de milieu.
La densité optimale de cellules est …. . Si d est trop faible, enlever un peu de milieu de
culture, si d est trop élevée, repiquer (voir section plus haut).

Protocole pour la mesure de la bioluminescence par photodiodes :
Matériel :

- 6 photodiodes Excelitas VTP1220FBH 5mm 550nm
- 12 résistances de 470kΩ (que l’on montera en série deux à deux)
- code arduino pour la lecture des données envoyées par les photodiodes x s toutes

les 2h
Protocole :



Pour pouvoir mesurer l’intensité de luminescence, on fait un montage dit “en polarisation
inverse” pour chacune des diodes (une sous chaque
puits). On a ici E=5V et R=940kΩ~1MΩ:

L’objectif ici est de synchroniser l’ajout d’acide avec la
lecture par la carte arduino des mesures de tension vs

faites par les photodiodes. On mesure ainsi toutes les
2h (écart entre deux ajouts d’acide) les mesures faites
par la photodiode correspondante au puits dans lequel
on verse l’acide.

Protocole de l’acquisition des images par la caméra :
Matériel :

- caméra
- objectif à focale fixe de 35mm
- logiciel Matlab, avec installation de la boîte à outils “Image Acquisition toolbox”
- logiciel Pylon 6 Camera Software Suite 6.1.1.19832 (Pylon Viewer) : logiciel qui sert

à tester les paramètres de la caméra.
- Câble USB / USB 3.0
- Code pour exécuter le programme d’acquisition des vidéos (photos de 3 minutes

toutes les deux heures) : test_enregistrement_final.m → voir annexe 2

Protocole pour préparation des puits:
Matériel:

- bec benzène
- briquet
- milieu de culture en phase jour ou nuit selon l’expérience
- micropipette (1000 )µ𝐿
- embouts de pipette stérile
- plaque 12 puits

Protocole:
Afin de préparer les 6 puits nécessaires pour effectuer les 6 mesures qui s’étendent sur 12h,
on suit le protocole suivant.
Le bec benzène est allumé à l’aide du briquet et la flamme est réglée de manière à être
petite (pour ne pas se blesser) mais puissante (pour avoir une forte chaleur et travailler en
milieu quasi-stérile) de couleur bleue. Le milieu de culture est sorti de la boîte de
conditionnement et on y prélève sous la flamme 1000 à l’aide de la micropipette et deµ𝐿
l’embout stérile gardée dans une boîte qu’il ne faut ouvrir que sous la flamme. On prélève 6
fois 1000 de manière à remplir les 6 puits. Attention à ce que l’opération ne dure pas plusµ𝐿
de 3 minutes, temps au bout duquel le cycle circadien des micro-organismes sera perturbé.
On place ensuite la plaque 12 puits dans la boîte de conditionnement sur le support prévu à
cet effet.

Protocole pour l’ajout de l’acide dans les puits:



Matériel:
- pompes péristaltiques
- tuyau en plastique transparent de 5mm de diamètre
- bécher contenant de l’acide acétique à 0,1M
- support en métal
- plaque 12 puits contenant 6 puits remplis de micro-organismes en solution
- carte arduino
- fils électriques pour le raccordement de la carte arduino et des pompes
- ordinateur
- programme arduino

Protocole:
De manière à ajouter 0,4 mL d’acide acétique toutes les 2h dans un puits différent pour
couvrir les 12h d’un cycle circadien, on réalise une programmation à l’aide d’une carte
arduino pour automatiser l’opération.

Le support en métal est construit de manière à ce que la plaque 12 puits, surélevée pour
laisser la place à l’appareil photo (voir protocole acquisition des images), soit en dessous de
6 tuyaux plastiques reliés aux pompes péristaltiques (voir schéma du montage).
On remplit d’acide acétique le bécher où 6 tuyaux reliés sont reliés aux 6 pompes.
On positionne la plaque 12 puits sur le support de manière à faire coïncider les 6 puits
contenant les micro-organismes avec les 6 tuyaux reliés aux pompes.
Une fois l’alignement effectué et bien vérifié à l’aide de l’appareil photo se trouvant en
dessous de la plaque, on ferme la boîte de conditionnement et on lance le programme
arduino précédemment effectué. Ce programme va 1 fois toutes les 2h pendant 12h, activer
une pompe différente pendant un certain temps, de manière à verser 0,4 mL dans les 6 puits
contenant les micro-organismes au bout des 12h (voir le programme commenté en annexe).



Annexes

Annexe 1: Codes Arduino et commentaires

1. Initialisation

2. Exécution





ANNEXE 2 : Code Matlab d’acquisition des images par la caméra



Annexe 3 : Code matlab d’exploitation des données


